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En esta guia...

Esta guia de iniciacion ofrece instrucciones detalladas para
comenzar a trabajar con la ChemStation LC de Agilent. Si sigue
las distintas secciones en la secuencia en que se ofrecen, habra
cubierto todas las operaciones basicas de la ChemStation y
estara en disposiciéon de comenzar a analizar sus propias
muestras. También puede utilizar las secciones individuales
para obtener informacién acerca de una tarea especifica o como
recordatorio cuando tenga que llevarla a cabo.

Equilibrado del sistema

Este ejercicio le guia a través de los primeros pasos de la
operacion del sistema Agilent 1100 con la ChemStation.

Configuracion de un método para analizar una muestra de
comprobacion

Este ejercicio le explica como configurar el sistema para
analizar una muestra individual y obtener un cromatograma.

Integracion de la seiial

Cuando haya obtenido un buen cromatograma, podra utilizar
estas instrucciones para cargar la senal e integrarla.

Configuracion de las calibraciones

En este ejercicio, utilizara un conjunto de ficheros de datos de
demostracion para configurar distintos tipos de calibraciones.

Automatizacion de los analisis

Este ejercicio le guia a través del proceso de configuracion de
una secuencia para automatizar los analisis.
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® Equilibrado del sistema

Este ejercicio le guia a través del proceso de equilibrado del sistema LC
Agilent 1100. En é€l, llevara a cabo las tareas siguientes:

“Configuracion de la interfase de usuario” en la pagina 8
“Purga de la bomba” en la pagina 12
“Establecimiento de las condiciones de equilibrado” en la pagina 13

Estas instrucciones describen el procedimiento de equilibrado para la muestra isocratica
Agilent, referencia 01080-68702. Si va a utilizar una muestra diferente, tendra que ajustar
las condiciones como corresponda.

Antes de comenzar

Antes de comenzar el ejercicio, compruebe los puntos siguientes:

¢ los médulos Agilent 1100 estan correctamente conectados y configurados.
Encontrara los detalles necesarios en los manuales de hardware
suministrados con el sistema.

¢ hay instalada una columna apropiada. Para la muestra isocratica Agilent,
recomendamos una columna Zorbax Eclipse XDB C-8, 150 mm x 4,6 mm,
5 um, referencia 993967-906.

¢ todos los médulos estan encendidos.

* la ChemStation esta correctamente configurada. Consulte las secciones de
la ayuda en linea relativas al editor de configuracion, Configuration Editor,
y la ChemStation.

¢ las botellas de disolvente estan llenas (agua en el canal A y acetonitrilo en el
canal B).

Agilent Technologies !



1 Equilibrado del sistema

Configuracion de la interfase de usuario

La pantalla Method and Run Control de la ChemStation (Figura 1) permite

mostrar y controlar los parametros tanto instrumentales como analiticos.

4, Instrument 1 (online): Method & Run Contral

File RunControl Instrument Method Sequence Wisw Abort Help User Club

B e

| Method and Run Contral g, DEF_LCM EI | DEF_LCS w Run Method

e

Ready Methad: Sequence
| L m =7 DEF_ICM DEF_LCS

S ‘

JMEE

DEFAULT.D mm
L, Adatat i LC Parameters =
C: MB fres 30 Inféol 500 pl Temp:
70 Flow:  0.000° ml/min
ons StopT: 10N i Sigh: Z54nm  Fef: 360 nm
e PostT:  0.00 min Sigh: - Ref: -
] A 1000 % Sigl: - Ref:
40 B - SigD: -~ Ref -
30 C: Sigk: - Ref: -
20 D - Spectra: Mone
10| MaxP: 400 bar
0- ' | MinP 0 bar
05 min

[F1=Help] [F3-Recall] [F5-StartRun] [F6=StartSeqRun] [F8=Stop] [F11=NextWindow]

Figura 1 La pantalla de control de métodos y analisis de la ChemStation

1 En caso necesario, cambie a la pantalla Method and Run Control:

View > Method and Run Control (consulte la Figura 2)



Equilibrado del sistema 1

Ahart
v 1 Method and Run Caontrol

Help

2 Data Analysis

3 Report Layout

4 Werification [00 /P
5 Diagnosis

Figura 2 Cambiar a la pantalla de control de métodos y analisis

g

3 En caso necesario, cambie a menus completos:

2 Pulse el icono en la barra de herramientas Run Method.

View > Full Menu

Este elemento del menu View permite cambiar entre menus completos, Full Menu, y menus
abreviados, Short Menu, segln el estado actual de los mends.

4 Acceda al diagrama del muestreo si éste no esta ya en pantalla:

View > Sampling Diagram

b Muestre el diagrama del sistema si éste no esta ya en pantalla:

View > System Diagram



1 Equilibrado del sistema

Carga del método predeterminado

1 Muestre el cuadro de didlogo de carga de métodos, Load Method:
File > Load > Method
2 Seleccione def _| c. men la lista de métodos.

3 Pulse OK para cerrar el cuadro de dialogo y cargar el método.

El nombre del método activo (cargado) se muestra en el cuadro combinado central en la
parte superior de la barra de herramientas principal.

Configuracion de los graficos en linea

1 Muestre la ventana de senal:
View > Online Signals > Signal Window 1

2 Pulse Change en la ventana del grafico en linea, Online Plot, para mostrar el
cuadro de didlogo de edicién de la misma, Edit Signal Plot (consulte la
Figura 3):

Edit Signal Plot

Available Signals Selected Signals

Quaternary Pump: Flow - Pump: Pressure

Quaternary Pump: %A VWD A: Absorbance at 254 nm
Pump: %B Adde>

Quatermary Pump: %C
Quatermary Pump: %D
Column Thermostat: Temperature (lef
Column Th ;T figh— < Bemove |
MWD B: Signal w/o Reference at 254 |

~Window———Quatemary Pump: Pressure

x-axis range: |10 flmin Type: acquired y-axis range: 200 élhar

I diaw zero line I~ auto y-adjust Dffset:[10 él %
Method Settings
( I~ Use method settings Apply to Method ‘
_Concel |

Figura 3 El cuadro de dialogo de edicion del grafico en linea

10



Equilibrado del sistema 1

En el panel de senales disponibles, Available Signals, seleccione DAD 1A,
MWD 1A o VWD A, dependiendo del detector que tenga configurado, y pulse
Add.

En el panel Available Signals, seleccione Binary Pump Pressure o Quaternary
Pump Pressure, dependiendo de la bomba, binaria o cuaternaria, que tenga
configurada, y pulse Add.

En el panel de senales seleccionadas, Selected Signals, seleccione la presién
de la bomba.

a En el grupo correspondiente a la ventana, Window, fije un valor para el
rango del eje x, x-axis range, de 10 min.

b En el grupo correspondiente a la presion de la bomba, Pump Pressure, fije
un valor para el rango, Range, de 200 bar.

En el panel Selected Signals, seleccione ahora la senal del detector.
a Fije un valor para el rango del eje y, y-axis range, de 1000 mAU
Pulse OK.

"
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Equilibrado del sistema

Purga de la bomba

12

1 Abra manualmente la valvula de purga de la bomba. Encontrara los detalles
necesarios en el manual de hardware suministrado con la bomba.

deiid
0.000 ml/min
2 En el diagrama del sistema, pulse sobre la bomba, Y

seleccione la opcién de configuracion de la misma, Set up Pump, en el meni.
3 En el grupo de control, Control, fije un valor del flujo, Flow, de 5 ml/min.

4 En el grupo de disolventes, Solvents, fije un valor de 50% B (para bombas
binarias y cuaternarias).

5 Pulse OK para cerrar el cuadro de dialogo.

6 En el diagrama del sistema, pulse el boton y deje la bomba purgando
durante 10 minutos.

Si no puede ver los botones On y Off del diagrama del sistema, desplace la ventana del
grafico en pantalla hasta hacerlos visibles.

7 Tras 10 minutos, detenga la purga pulsando el botén =,



Equilibrado del sistema 1

Establecimiento de las condiciones de equilibrado

Sl
0.000 ml/min
1 En el diagrama del sistema, pulse sobre la bomba, Y

seleccione la opcién de configuracion de la misma, Set up Pump, en el ment.
a En el grupo de control, Control, fije un valor del flujo, Flow, de 1 ml/min.

b En el grupo de disolventes, Solvents, fije un valor de 80% B (para bombas
binarias y cuaternarias).

Si va a utilizar otra muestra distinta de la muestra isocratica Agilent, referencia
01080-68702, ajuste los parametros para las condiciones iniciales del analisis.

¢ Pulse OK para cerrar el cuadro de didlogo.

2 Tras 5 minutos, compruebe que el grafico en pantalla muestra una cierta
presion de la bomba.

3 Observe el grafico en pantalla; cuando se hayan estabilizado las lineas base,
deje el sistema bombeando durante al menos 15 minutos para que alcance
el equilibrio.

13



1 Equilibrado del sistema
Establecimiento de las condiciones de equilibrado
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Agilent ChemStation LC
® Primeros pasos con la ChemStation LC

o0 @ Q@oec. 2

Configuracion de un meétodo para
o ° analizar una muestra de comprobacion

Este ejercicio le muestra como configurar un método para adquirir datos a
partir de una muestra patréon. En él, llevara a cabo las tareas siguientes:

“Configuracion del inyector” en la pagina 17

“Configuracion de la bomba” en la pagina 18

“Configuracion de la termostatizacion de la columna” en la pagina 19
“Configuracion del detector” en la pagina 20

“Guardar el método” en la pagina 21

“Ejecucion del método” en la pagina 22

Estas instrucciones describen la configuracion de un método para el analisis de la muestra
isocratica Agilent, referencia 01080-68702. Si va a utilizar una muestra diferente, tendra
que ajustar las condiciones como corresponda.

Antes de comenzar

Antes de comenzar el ejercicio, compruebe los puntos siguientes:

* hay instalada una columna apropiada. Para la muestra isocratica Agilent,
recomendamos una columna Zorbax Eclipse XDB C-8, 150 mm x 4,6 mm, 5
pm, referencia 993967-906.

¢ el sistema esta purgado y equilibrado; consulte el Capitulo 1, “Equilibrado
del sistema”.

Agilent Technologies 15



2 Configuracion de un método para analizar una muestra de comprobacion

¢ las botellas de disolvente estan llenas (agua en el canal A y acetonitrilo en el
canal B).

¢ ha preparado una muestra en un vial de 2 ml, sellado con tapén de séptum.

e esta cargado el método predeterminado, def_lc.m.

16



Configuracion de un método para analizar una muestra de comprobacion 2

Configuracion del inyector

1 En el diagrama del sistema, pulse sobre el inyector, , ¥ seleccione la
opcién de configuracién del mismo, Set up Injector, en el men.

a En el grupo correspondiente a la inyeccién, Injection, seleccione la
inyeccion de patrén, Standard Injection, y fije un valor del volumen de
inyeccion, Injection Volume, de 5, O pl.

b Pulse OK para cerrar el cuadro de dialogo Set up Injector.

17



2 Configuracion de un método para analizar una muestra de comprobacion

Configuracion de la bomba

Sl
0.000 ml/min
1 En el diagrama del sistema, pulse sobre la bomba, Y

seleccione la opcién de configuracion de la misma, Set up Pump, en el ment.
En el grupo de control, Control, fije un valor del flujo, Flow, de 1 ml/min.
Fije un tiempo de parada, Stoptime, de 6 min.

Fije un tiempo posterior, Posttime, de 2 min.

AW N

En el grupo de los disolventes, Solvents, fije un valor de 80% B (para
bombas binarias y cuaternarias).

(-]

En la programacién, Timetable, pulse Append.
7 Fije un tiempo, Time, de 2, 0 min y un %B de 80.

8 Pulse de nuevo Append y ahora fije un valor de Time de 6 min y un valor de
%B de 100.

Si va a utilizar otra muestra distinta de la muestra isocratica Agilent, referencia
01080-68702, ajuste los parametros para las condiciones iniciales del analisis.

9 Pulse OK para cerrar el cuadro de dialogo.

10 En el diagrama del sistema, pulse sobre las botellas de disolvente, QI Y
seleccione la opcién de llenado de las mismas, Solvent Bottles Filling, en el
menu.

11 Introduzca los voliimenes reales de disolvente correspondientes a A 'y B.

12 Aseglrese de que estan marcadas las casillas Prevent analysis if level falls
below y Turn pump off if running out of solvent, que impiden el analisis cuando el
nivel de disolvente cae por debajo de un cierto valor y apagan la bomba
cuando se agota el disolvente, respectivamente.

13 Pulse OK para cerrar el cuadro de dialogo.

18



Configuracion de un método para analizar una muestra de comprobacion

Configuracion de la termostatizacion de la columna

[ Tzzoc | |

1 En el diagrama del sistema, pulse sobre la columna, L,y
seleccione la opcién de método de termostatizacion de la misma, Column
Thermostat Method, en el meni.

Si hay instalada una valvula de cambio de columna, aseglrese de que la posicion de la
valvula corresponde al uso de la columna apropiada.

2 Fije un valor de temperatura, Temperature, de 25°C.

3 Pulse OK para cerrar el cuadro de dialogo.

19



2

Configuracion de un método para analizar una muestra de comprobacion

Configuracion del detector

20

DAD y MWD

VWD

1

En el diagrama del sistema, pulse sobre el detector, , y seleccione
Set up DAD Signals o Set up MWD Signals , para la configuracién de un
detector DAD o MWD, respectivamente, en el menu.

En el grupo de las sefales, Signals, seleccione Store para almacenar las
longitudes de onda Ay B.

En la fila A, establezca los valores de Sample en 205 nm, Bw en 10 nm,
Reference en 400 nm y Bw en 80 nm.

En la fila B, establezca los valores de Sample en 280 nm, Bw en 10 nm,
Reference en 400 nm y Bw en 80 nm.

En el grupo de lamparas requeridas, Required Lamps, seleccione tanto UV
como Vis.

En el grupo correspondiente a la anchura de pico, Peakwidth (Responsetime),
abra la lista desplegable y seleccione >0.1 min (2 s).

En el grupo correspondiente a la rendija, Slit, abra la lista desplegable y
seleccione 4 nm.

En el grupo del equilibrado automatico, Autebalance, seleccione Prerun para
que éste tenga lugar antes del analisis.

Pulse OK para cerrar el cuadro de didlogo.

En el diagrama del sistema, pulse sobre el detector, M y seleccione
la opcién de configuracion del mismo, Set up VWD Signals, en el mend.

En el grupo de las senales, Signals, fije un valor de la longitud de onda,
Wavelength, de 254 nm.

En el grupo correspondiente a la anchura de pico, Peakwidth (Responsetime),
abra la lista desplegable y seleccione >0.1 min (2 s).

Pulse OK para cerrar el cuadro de didlogo.



Configuracion de un método para analizar una muestra de comprobacion 2

Guardar el método

1 Muestre el cuadro de didlogo Save Method as:

File > Save As > Method

2 En el campo Name, introduzca el nombre t est net h; pulse 0K para cerrar el
cuadro de dialogo.

3 En el cuadro de didlogo Save Method, introduzca un comentario (por
ejemplo, Mét odo para una nuestra de conprobaci 6n)en el campoy
pulse 0K para cerrar el cuadro de didlogo.

21



2

Configuracion de un método para analizar una muestra de comprobacion

Ejecucion del método

22

1 Coloque el vial de muestra en la posicion 11 de la bandeja del inyector

automatico.

Si esta utilizando un inyector de placas de pocillos, emplee una posicion apropiada, por
ejemplo la 1A1. Encontrara todos los detalles necesarios en la ayuda en linea.

Pulse el botén correspondiente a una muestra individual, , en la barra de
herramientas.

Muestre el cuadro de didlogo de informacion de la muestra, Sample Info:

RunControl > Sample Info

Introduzca su nombre en el campo Operator Name.

En el grupo correspondiente al fichero de datos, Data File,
a Seleccione Prefix/Counter

b Introduzca en Subdirectory el nombre de subdirectoriot est y pulse
Ent er
Si no existe el subdirectorio, aparecera un mensaje de advertencia.

En el grupo correspondiente a los parametros de la muestra, Sample
Parameters,

Introduzca 11 en el campo correspondiente a la ubicacion, Location.

b En el campo correspondiente al nombre de la muestra, Sample Name,
introduzca Test Sanpl e.

¢ Escriba un comentario para la muestra de prueba en el campo Comment.

Pulse OK para cerrar el cuadro de didlogo.

En el diagrama del muestreo, pulse .

También es posible iniciar el método pulsando Run Method en el cuadro de dialogo de
informacion de la muestra o pulsando F5 en el teclado.

9 Una vez completada la ejecucion, pulse el botén del diagrama del

sistema para apagar el instrumento. Pulse Yes para confirmar el apagado.
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Agilent ChemStation LC
Primeros pasos con la ChemStation LC

Integracion de la senal

Este ejercicio le guia a través del proceso de integracion de una senal. En él,
llevara a cabo las tareas siguientes:

“Integracion de una sefal” en la pagina 24

“Cambio de los eventos iniciales” en la pagina 25

“Establecimiento de eventos programados” en la pagina 26

Este ejercicio utiliza el fichero de datos adquirido en el Capitulo 2,
“Configuraciéon de un método para analizar una muestra de comprobaciéon”.

No obstante, si lo prefiere, puede utilizar el fichero de datos de demostracion
DEMODAD.D ubicado en la carpeta HPCHEM\n\DATA\DEMO (donde n es el

nimero del instrumento).

Agilent Technologies
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3

Integracion de la seiial

Integracion de una seial

24

1 En caso necesario, cambie a la pantalla de analisis de datos, Data Analysis:

View > Data Analysis (consulte la Figura 4)

VYN Abort Help

1 Methiod and Bun Contral

v 2 Data Analysis

3 Report Layout
4 Yerification [D0/FY)
5 Magnosis

Figura 4 Cambiar a la pantalla de analisis de datos

En la barra de herramientas Data Analysis, pulse el icono ¥=4 para cambiar

al espacio de trabajo de integracion.

Cargue el fichero de datos adquirido en el ejercicio Capitulo 2,
“Configuracion de un método para analizar una muestra de comprobacion”:

File > Load Signal

En el cuadro de didlogo de carga de la sefial, Load Signal, cambie a la carpeta
TEST y seleccione el fichero.

En la barra de herramientas Integration/Report, pulse el icono para
cambiar a la tabla de eventos de integracion.

En la tabla de eventos de integracion, pulse la flecha hacia abajo para
mostrar la lista de seniales disponibles y seleccione la senal VWD1 A, la senal
DAD1 A o la senal MWD1 A, dependiendo del detector utilizado para adquirir
los datos.

Encontrara mas informacion acerca de las senales disponibles en la ayuda
en linea.

Flecha hacia abajo de seleccion de la seial
1) DAD1 A, Sig=205,10 Ref=j|| !

1Al Loaded

10 Ref=400.80 [TE G1001.0)
280,10 Ref=400.80 (TESTYSIG1001.09

Figura b Seleccionar la sefial



Integracion de la seiial 3

Cambio de los eventos iniciales

Examine la tabla de resultados de la integracion situada debajo de la
ventana de seial para obtener informacién acerca de las areas de los picos
integrados.

Determine el area del pico mas pequeno que desea integrar.

En la tabla de eventos de integracion, pulse sobre la columna
correspondiente al valor, Value, del evento de rechazo del area, Area Reject, y
establezca el valor justo por debajo del area del pico mas pequeiio que

desea integrar. E
En la barra de herramientas Integration/Report, pulse el icono para
volver a integrar la senal.

Ampliacion de una zona seleccionada de la seial

Es posible comprobar las lineas base de la integracién ampliando una parte
seleccionada de la senal.

1

En la barra de herramientas, pulse el botéon para cambiar al cursor de
zoom.

En la ventana de seial, sitiie la cruz del cursor en posiciéon inferior
izquierda con respecto a la zona que desea ampliar (por ejemplo, por debajo
de la linea base de la seiial y a la izquierda del pico mas pequeiio).

Pulse el botén izquierdo del ratén y, sin soltarlo, desplace la cruz hasta la
esquina superior derecha de la zona que desea seleccionar.

Suelte el botén del ratéon para mostrar la zona seleccionada en la ventana
de senal.

En la barra de herramientas, pulse el botén para volver al tamaio
original.

Es posible repetir la ampliacion varias veces para centrarse en una parte especifica de la
sefal. Cada vez que pulse el boton indicado en el paso b, la ampliacion vuelve al valor
previo.

25
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Integracion de la seiial

Establecimiento de eventos programados

26

1

En la barra de herramientas, pulse la flecha hacia abajo para mostrar la
lista de eventos de integracién (consulte la Figura 6).

Flecha hacia abajo

T,
2@ (1 [ ] [ 1o ] e
Baseling Maow al
| DAD B, 5ig=305,180 Ref-550, 100 (DEMDIDEMOY 5o cprs o | IS
= mall | = Tail Tangent Skim
4 4 Tangent Skim Mode
=0 Area Sum
ifi - 1| Integration
@ 100 Slope Sensitivity
4 Area Reject
0 Megative Peak
o Split Peak
it Walue 4 Fixed Peak Width
iivit 5 60— = Auto Peak Wwidth
Lfl.:tﬁ 005 g 8  « |Detect Shaulders
I : 40— @ % |Shoulders Mode b
ject 100 2 3 Fe O |Solent Peak
gject 1 ] a2 el n Baseline Backwards 'I
Figura 6 Mostrar la lista de eventos de integracion

Seleccione el evento de integracion, Integration, en la lista.

En la ventana de senal, sitie el cursor a la izquierda del pico de disolvente y
pulse el botén izquierdo del raton.

Se anade a la tabla de eventos de integracién una linea con el evento
Integration, el valor OFF (desactivado) y el tiempo seleccionado mediante la
posicién del cursor.

Desplace el cursor hasta una nueva posicion a la derecha del pico de
disolvente y pulse el botén izquierdo del ratén.

Se anade a la tabla de eventos de integraciéon un evento Integration con el
valor ON (activado) y el tiempo seleccionado mediante la nueva posiciéon del

cursor. @

Observe que el pico de disolvente ya no esta integrado y no aparece en la
tabla de resultados de la integracion.

En la barra de herramientas Integration/Report, pulse el icono
volver a integrar la senal.

para

Encontrara todos los detalles de los eventos de integracion disponibles en
la ayuda en linea.



Integracion de la seiial 3

6 En la barra de herramientas del espacio de trabajo de integracion, pulse el
icono para guardar la tabla de eventos de integraciéon modificada y
cerrar el espacio de trabajo de integracion.

==
7 En la barra de herramientas, pulse el icono para mostrar el cuadro
de dialogo Save Method.

8 En el cuadro de didlogo Save Method, introduzca un comentario (por
ejemplo, Event os de i ntegraci 6n nodi fi cados) en el campo
correspondiente y pulse OK para cerrar el cuadro de didlogo.
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Integracion de la seiial
Establecimiento de eventos programados



Agilent ChemStation LC
Primeros pasos con la ChemStation LC

O
Q@oec- 4
® Configuracion de las calibraciones

Este ejercicio le guia a través del proceso de configurar una calibracién. En él,

llevara a cabo las tareas siguientes:
Configuracion de una calibracion ESTD (con patron externo) de un nivel” en la pagina 30

“Cuantificacion de una muestra problema” en la pagina 33
‘Adicion de un segundo y un tercer nivel a la calibracion ESTD” en la pagina 34

“Recalibracion de un nivel” en la pagina 37
Configuracion de una calibracion ISTD (con patrén interno) de un nivel” en la pagina 38

Este ejercicio utiliza ficheros de datos de demostracién ubicados en la carpeta

HPCHEM\n\DATA\DEMO (donde n es el nimero del instrumento).

Agilent Technologies
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Configuracion de las calibraciones

Configuracion de una calibracion ESTD (con patron externo)

de un nivel

30

1 En caso necesario, cambie a la pantalla de analisis de datos, Data Analysis:

View > Data Analysis (consulte la Figura 7)

LN Sbort Help
1 Method and Run Contral

v 2 Data Analyziz
3 Report Layout
A erfication [0Q FY]
5 Diagnozis

Figura7 Cambiar a la pantalla de analisis de datos

2 Enlabarra de herramientas Data Analysis, pulse el icono @ para cambiar
al espacio de trabajo de calibracion.

3 Cargue la seial A del primer fichero de datos, 005-0101.D:
a File > Load Signal

b En el cuadro de didlogo de carga de la senal, Load Signal, navegue hasta la
carpeta HPCHEM\n\DATA\DEMO, donde n es el niimero del instrumento.

¢ Seleccione el fichero de datos 005-0101.D.

d Pulse el botén Full >> para mostrar la informacién correspondiente a la
senal (consulte la Figura 8 en la pagina 31).

e Seleccione la primera senal, DAD1 A, y pulse OK.
f Asegirese de que la casilla Integrate after load estd marcada, de modo que
se proceda a la integracion tras la carga.

Esta es una muestra de calibracién que contiene 100 ng de cada
componente.



Configuracion de las calibraciones

Cancel I

J ==

Load Signal : Instrument 1

File name: Folders:

|005-0101.D c:\. Adatavdemo
005-0101.D [== HPCHEM
005-0102.D =1
005-0103.D
005-0104.D (& DATA
005-0105.D hd £= DEMD

Drives:
File Information. .. Ic: SYSTEM

[C Load using Signal Details

Signal Details...

A o]

~Signal Inf

Spectra: IDAD1 : 31 Spectra

Signals:

=230.4 Ref=550.100
DAD1 C. 5ig=280.4 Ref=550.100

X Integrate after load
[ Integrate and print report after load

Figura 8

El cuadro de didlogo de carga de la sefial completo

4

4 Muestre el cuadro de dialogo de calibracion, Calibrate (consulte la Figura 9

en la pagina 32):

Calibration > New Calibration Table
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Configuracion de las calibraciones

Calibrate: Instrument 1 5]

Hew Calibration T able

Calibration Table

I Manual Setup

(& Automatic Setup Level: |1

Default Amuunt:l'l 00.000

rCalibration Mode

[ Calculate Signals Separately

Figura 9 El cuadro de dialogo de calibracion correspondiente a una nueva tabla

b En el grupo correspondiente a la tabla de calibracion, Calibration Table:
a Seleccione la opcién de configuracion automatica, Automatic Setup.
b Fije un nivel, Level, de 1.
¢ Fije una cantidad predeterminada, Default Amount, de 100.

6 Pulse OK para cerrar el cuadro de didlogo y configurar la tabla de
calibracion.

7 En la columna Compound de la tabla de calibracién, introduzca nombres
para los cuatro compuestos (por ejemplo, Conpound 1, Conpound 2,
Conpound 3y Conpound 4).
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Cuantificacion de una muestra problema

1 Muestre el cuadro de didlogo de especificacion del informe, Specify Report:

Report > Specify Report

2 En el grupo de destino, Destination, seleccione la impresora, Printer, y la
pantalla, Screen.

3 En el grupo de resultados cuantitativos, Quantitative Results:

a Pulse la flecha hacia abajo del cuadro combinado Calculate y seleccione
ESTD en la lista.

b Asegurese de que el valor de Based On es Area y el de Sorted By es Signal,
de modo que los valores cuantificados se basen en las areas y se ordenen
por senales.

¢ Pulse OK para cerrar el cuadro de dialogo.

4 En el grupo correspondiente al estilo, Style, asegirese de que se ha
seleccionado Add Chromatogram Qutput, de modo que el informe incluya el
cromatograma.

5 Pulse OK para cerrar el cuadro de dialogo Specify Report.
Guarde el método comot estcal . m

File > Save As > Method

7 Cargue la sefial DAD1 A del fichero de datos 005-0102.D ubicado en la
carpeta DEMO.

Encontrara instrucciones detalladas en el paso 3 de la secciéon
“Configuracion de una calibraciéon ESTD (con patrén externo)
de un nivel” en la pagina 30.

8 Imprima un informe cuantitativo en la pantalla y en la impresora.

Report > Print Report
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Adicion de un segundo y un tercer nivel a la calibracion ESTD

1 Cargue la senal DAD1 A del fichero de datos 006-0201.D ubicado en la
carpeta DEMO.

Encontrara instrucciones detalladas en el paso 3 de la seccion
“Configuracion de una calibracién ESTD (con patrén externo)
de un nivel” en la pagina 30.

Esta es una muestra de calibracién que contiene 200 ng de cada
componente.

2 Muestre el cuadro de didlogo de calibracion, Calibrate, correspondiente a la
adicion de un nuevo nivel (consulte la Figura 10):

Calibration > Add Level

Calibrate: Instrument 1 ]

Add Level

Level |2_

Default Amount: |2uu_uuu

|Ean-::e|| | Help I

Figura10  El cuadro de dialogo de calibracion para la adicion de un nuevo nivel

3 Asegilirese de que el valor del nivel, Level, esta fijado en 2.

4 Introduzca 200 en el campo correspondiente a la cantidad predeterminada,
Default Amount.

Observe que la tabla de calibraciéon se actualiza automaticamente con un
nuevo nivel para cada uno de los compuestos.
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b Cargue la seital DAD1 A del fichero de datos 007-0301.D ubicado en la
carpeta DEMO.

Encontrara instrucciones detalladas en el paso 3 de la seccion
“Configuracion de una calibracién ESTD (con patrén externo)
de un nivel” en la pagina 30.

Esta es una muestra de calibracién que contiene 300 ng de cada
componente.

6 Muestre el cuadro de didlogo Calibrate para anadir otro nivel (consulte la
Figura 10):
Calibration > Add Level

7 Asegurese de que el valor del nivel, Level, esta fijado en 3.

8 Introduzca 300 en el campo correspondiente a la cantidad predeterminada,
Default Amount.

9 Guarde el método:

File > Save > Method

Cuantificacion de una muestra problema

1 Cargue la sefial DAD1 A del fichero de datos 005-0102.D ubicado en la
carpeta DEMO.

Encontrara instrucciones detalladas en el paso 3 de la seccién
“Configuracion de una calibracion ESTD (con patréon externo)
de un nivel” en la pagina 30.

2 Imprima un informe cuantitativo en la pantalla y en la impresora:

Report > Print Report
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Cambio del tipo de curva de calibracion

1 Muestre el cuadro de didlogo de parametros de la calibracion, Calibration

Settings, (consulte la Figura 11):

Calibration > Calibration Settings

i Calibration Settings: Instrument 1 E

Title |

Use Sample Data | From Data File =l

~Sample Default:

Amount Il].l]l]l] I# Compound ISTD Amount

Amount Units Ianl-ﬂ
Multiplier |1 000 ‘

Dilution [1.000

Default Calibration Curve

-Default RT Wind
Minutes % Type |Linear [~
Reference Peaks |0.00  + IW Origin | Include =l
Other Peaks W + [5.00 Weight | Equal j

Calculate Uncalibrated Peaks

For Signal: [DAD1 A, Sig=254.4 Ref=55 7

) Using Compound INone j
C) With Rsp Factor |u_uuu

Use ISTD Mone j
® Mo

If Peaks Missing
X Partial Calibration

[” Comect All RTs

[ASTD C
[X Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Figura11  El cuadro de dialogo de parametros de la calibracion

2 En el grupo Default Calibration Curve, establezca el tipo, Type, correspondiente
a la curva de calibracion predeterminada como Power, potencial.

Observe el cambio producido en la curva de calibracion.

3 Pulse OK para cerrar el cuadro de dialogo.
4 Vuelva a cuantificar la muestra problema y observe el cambio producido en

los resultados:

Report > Print Report
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Recalibracion de un nivel

1 Cargue la senal DAD1 A del fichero de datos 005-0103.D ubicado en la
carpeta DEMO.

Encontrara instrucciones detalladas en el paso 3 de la seccion
“Configuracion de una calibraciéon ESTD (con patrén externo)
de un nivel” en la pagina 30.

2 Muestre el cuadro de didlogo de recalibracion, Recalibrate (consulte la
Figura 12):

Calibration > Recalibrate

Recalibrate: Instrument 1 B
Level |1 J TR

® Average

O Replace
C Deltax

| 1] & I |Cancel| | Helpl

Figura12 El cuadro de dialogo de recalibracion

3 En el cuadro de didlogo Recalibrate, fije un nivel, Level, de 1 y el modo, Mode,
como Average, promedio.

4 Pulse OK para cerrar el cuadro de didlogo.
Seleccione Display Calibration Report

6 Cuando se muestre el informe, observe los cambios que han tenido lugar en
el mismo; después, cierre el informe y acepte la recalibracion.

7 Cargue la sefial DAD1 A del fichero de datos 005-0102.D ubicado en la
carpeta DEMO.

Encontrara instrucciones detalladas en el paso 3 de la seccién
“Configuracion de una calibracion ESTD (con patron externo)
de un nivel” en la pagina 30.

8 Imprima un informe cuantitativo en la pantalla y en la impresora.:

Report > Print Report

37



4  Configuracion de las calibraciones

Configuracion de una calibracion ISTD (con patron interno)
de un nivel

Este ejercicio utiliza los mismos ficheros de datos que para la calibracion
ESTD, pero identifica el segundo pico como patrén interno.

1 Cargue el método predeterminado, def lc.m:

File > Load > Method
2 Cargue la seital DAD1 A del fichero de datos 005-0101.D ubicado en la
carpeta DEMO.

Encontrara instrucciones detalladas en el paso 3 de la seccion
“Configuracion de una calibraciéon ESTD (con patrén externo)
de un nivel” en la pagina 30.

3 Muestre el cuadro de didlogo de calibracién, Calibrate (consulte la Figura 9
en la pagina 32):
Calibration > New Calibration Table
4 En el grupo correspondiente a la tabla de calibracion, Calibration Table:
a Seleccione la opcién de configuracién automatica, Automatic Setup.
b Fije un nivel, Level, de 1.
¢ Fije una cantidad predeterminada, Default Amount, de 100.

5 Pulse OK para cerrar el cuadro de dialogo y configurar la tabla de
calibracion.

6 En la columna Compound de la tabla de calibracion, introduzca nombres
para los tres compuestos y el patrén interno (por ejemplo, Conpound 1,
I nt Std, Conpound 2 y Conpound 3).
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7 Pulse sobre la columna ISTD del pico 2, seleccione la flecha hacia abajo y
seleccione Yes; luego pulse en cualquier otro lugar de la tabla de calibracién
para mostrar el cuadro de didlogo Calibration Table (consulte la Figura 13).

Calibration Table: Instrument 1

ISTD #: |1_

" Sample Default

ISTD Amount: |2l]l].l]l]l]

Figura13  El cuadro de dialogo de la tabla de calibracion

8 En el cuadro de dialogo Calibration Table,
a Fije un valor de ISTD # de 1.
b Fije una cantidad de patrén interno, ISTD Amount, de 200.
¢ Pulse OK para cerrar el cuadro de dialogo Calibration Table.
9 En la columna Amt del pico 2, fije una cantidad de patrén interno de 200.

10 Muestre el cuadro de didlogo de especificacion del informe, Specify Report:

Report > Specify Report

11 En el grupo de destino, Destination, seleccione la impresora, Printer, y la
pantalla, Screen.

12 En el grupo de resultados cuantitativos, Quantitative Results:

a Pulse la flecha hacia abajo del cuadro combinado Calculate y seleccione
ISTD en la lista.

b Asegirese de que el valor de Based On es Area y el de Sorted By es Signal,
de modo que los resultados cuantificados se basen en las areas y se
ordenen por senales.

13 Guarde el método comot estcal 2. m

File > Save As > Method
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4  Configuracion de las calibraciones

14 Cargue la sefial DAD1 A del fichero de datos 005-0102.D ubicado en la
carpeta DEMO.

Encontrara instrucciones detalladas en el paso 3 de la seccion
“Configuracion de una calibracién ESTD (con patrén externo)
de un nivel” en la pagina 30.

15 Imprima un informe cuantitativo en la pantalla y en la impresora:

Report > Print Report
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Primeros pasos con la ChemStation LC

o
@eoee:-5h
® Automatizacion de los analisis

o
Este ejercicio le guia a través del proceso de configuraciéon de una secuencia

En él, llevara a cabo las tareas siguientes:
“Configuracion de los parametros de la secuencia” en la pagina 42
“Configuracion de la tabla de secuencia” en la pagina 45

“Ejecucion de la secuencia” en la pagina 47

Antes de comenzar
Antes de comenzar el ejercicio, compruebe los puntos siguientes:

¢ tiene una serie de muestras que desea analizar automaticamente,
* todas las muestras se van a analizar en las mismas condiciones
cromatograficas (columna, sistema de disolventes).

Agilent Technologies
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Automatizacion de los analisis

Configuracion de los parametros de la secuencia

42

1 En caso necesario, cambie a la pantalla de control de métodos y analisis,
Method and Run Control:

View > Method and Run Control (consulte la Figura 14)

RIEIN Abort Help
v 1 Method and Run Contral

2 Data Analpsis

3 Report Lapout

A Verification [O0Q/PY)
& Diagnogis

Figura14 Cambiar a la pantalla de control de métodos y andalisis

2 Pulse el icono en la barra de herramientas principal para cambiar al
panel de secuencias.

3 Cargue la secuencia predeterminada, def_lc.s:
File > Load > Sequence

4 Muestre el cuadro de didlogo de parametros de secuencia, Sequence
Parameters (consulte la Figura 15):

Sequence > Sequence Parameters



Sequence Parameters: Instrument 1 [ %]

Operator Name: IAdminisllalol

Data File

Automatizacion de los analisis

) Auto @ Prefiz/Counter

Counter:
|oooot

Subdirectory: ITESTSEIJ

Path: C:AHPCHEMATADATAM

Prefix:
ISeq

rBar Code Reader
[T Use In Sequence
On a bar code mismatch
O Inject anyway

@ Don't inject

T}

Part of

thods to run

IAccolding to Runtime Checklist J
[T Uses Table Inf

WaitTime: I min

[after loading a new method]

[X Post-Sequence Cmd / Macro

[ETANDBY |~

nRdy Timeout: |15 min

Sequence Comment:

(Lo |

| Cancel I

|_tep |

L

Figura 15

5 En el cuadro de dialogo Sequence Parameters, introduzca su nombre en el

campo Operator Name.

El cuadro de dialogo de parametros de secuencia

6 En el grupo correspondiente al fichero de datos, Data File:

a Seleccione Prefix/Counter

b Introduzca un prefijo, por ejemplo Seq

¢ Deje el contador en el valor predeterminado (0001).

Introduzca un nombre de subdirectorio en el campo Subdirectory, por

5

ejemplo Test Seq, y pulse en cualquier otro lugar del cuadro de didlogo.
Pulse OK en el cuadro de mensaje para crear el subdirectorio.

Estos parametros automatizan la asignaciéon de nombres de ficheros de

datos correspondientes a las muestras de la secuencia como Seq0001,

Seq0002, . . ., Seq000n, y su ubicacién en el nuevo subdirectorio TestSeq.

e En el grupo correspondiente al apagado, Shutdown, seleccione
Post-sequence Cmd/Macro.
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Automatizacion de los analisis

f Pulse sobre la flecha hacia abajo y seleccione STANDBY.

g Fije un valor de nRdy Timeout de 15 minutos.

Se asegura de ese modo que, en caso de producirse una condicién de error,
el sistema se apaga limpiamente transcurridos 15 minutos sin operacion.

Pulse OK para cerrar el cuadro de didlogo Sequence Parameters.



Automatizacion de los analisis )

Configuracion de la tabla de secuencia

1 Muestre la tabla de secuencia, Sequence Table (consulte la Figura 16):

Sequence > Sequence Table

Sequence Table: Instrument 1

Cunrently Running
{ Line: | | Method: | | Location: | [ ‘
Sample Info
Line Location Sample Name  Method Name Ini/Location Sample Type Cal Level Update RF Update RT Interval Samp
L] | | | [5 ampie | | | |
KN D
[ mmsen || cu || copy |[ raste || Appendiine || wndoan || tndowizad |
Insert/FillDown Wizard I uun Seqguence ” Read Bar Code I |_QK I | Cancel I I_ﬂelp I
|Samp|E location (leave empty for a non-injection blank)

Figura16 La tabla de secuencia

2 Complete la primera linea de la tabla de secuencia con la informacion
obligatoria:

a Introduzca una ubicacién para la muestra en Sample Location.

b Pulse en la celda Method, abra la lista desplegable y seleccione un
método.
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5 Automatizacion de los analisis

¢ Introduzca un nimero de inyecciones para esa ubicacion.

También puede completar los demas campos si asi lo desea. Observe que la
barra de desplazamiento horizontal le ofrece acceso a las columnas
situadas a la derecha de la tabla. Encontrara mas informacién en la ayuda
en pantalla y en el manual Understanding Your ChemStation (Entender la
ChemStation).

3 Pulse el boton Append Line para anadir una nueva linea a la tabla; complétela
como la primera.

4 Cuando haya completado una linea de la tabla de secuencia para cada una de
las muestras, pulse OK para cerrar la tabla de secuencia.

5 Guarde la secuencia con un nuevo nombre:

Sequence > Save Sequence As
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Ejecucion de la secuencia

1 Asegurese de que las muestras estan en la bandeja del inyector automatico

en las posiciones correctas de acuerdo con sus entradas en la tabla de
secuencia.

2 Pulse el botén para iniciar la secuencia.
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5 Automatizacion de los analisis
Ejecucion de la secuencia
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