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En esta guia...

En esta guia...

Este manual describe el LC Binario Agilent 1260 Infinity.

1 LC Binario Agilent 1260 Infinity: descripcion del producto

Este capitulo describe las caracteristicas del LC Binario 1260 Infinity.

2 Introduccion

Este capitulo ofrece una introduccién al sistema LC Binario Agilent 1260 Infi-
nity y a sus conceptos principales.

3 Optimizacion del LC Binario Agilent 1260 Infinity

Este capitulo explica como aplicar la teoria y como usar las funciones del sis-
tema LC para realizar separaciones optimizadas.

4 Configuracion e instalacion del sistema

Este capitulo incluye informacion sobre la instalacion del software, la instala-
cion de los médulos y la preparacion del sistema para su funcionamiento.

b Guia de inicio rapida

Este capitulo proporciona informacion sobre la adquisiciéon de datos y su ana-
lisis con el sistema LC Binario 1260 Infinity.

6 Apéndice

Este capitulo proporciona informacién adicional sobre la seguridad, los aspec-
tos legales, Internet y sobre c6mo configurar un método.
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1 LC Binario Agilent 1260 Infinity: descripcion del producto

Caracteristicas del LC Binario Agilent 1260 Infinity

El concepto de diseiio del LC Binario 1260 Infinity pretende poner a su dispo-
sicién un cromatografo de liquidos con una capacidad de separacion ultrarra-
pida y de alta resolucién que, a la vez, conserve todas las funciones de las
aplicaciones HPLC estandares. Gracias a esto, le ofrece una retrocompatibili-
dad total con los métodos de HPLC y UHPLC que tenga establecidos. El uso de
particulas de tamano inferior a 2 um (STM) requiere un aporte de presién adi-
cional para impulsar la fase mévil a través de la columna si se utilizan veloci-
dades de flujo altas o columnas largas. El paso de flujo del LC Binario 1260
Infinity se ha optimizado para generar una retropresiéon minima. Asimismo, el
disefio de la distribucion de tamanos de particula de las columnas ZORBAX de
Resolucién Rapida y Alto Rendimiento esta pensado para generar una retro-
presion significativamente menor que la que producen otras columnas con
particulas de tamano inferior a 2 um.

A continuacién se indican las caracteristicas de diseno y ventajas del LC Bina-
rio Agilent 1260 Infinity:

* El volumen de retardo configurable de la bomba binaria 1260 Infinity , que
puede reducirse hasta 120 uL, y el rango de velocidades de flujo desde 0,05
hasta 5 mL/min a presiones de hasta 600 bar lo convierten en un sistema
de aplicacion universal para columnas de didmetro estrecho (2,1 mm de
d.i.) y didmetro estandar (4,6 mm de d.i.) que se adapta a las necesidades
del LC y el LC/MS.

* La configuracion de volumen estandar de retardo de la bomba binaria 1260
Infinity le permitira utilizar tanto métodos de UHPLC como métodos de
HPLC convencionales sin que eso afecte al rendimiento o altere los patro-
nes cromatograficos.

» El disefno de altima generacién del flujo a través del inyector automatico de
alto rendimiento 1260 Infinity aporta una precisién maxima y posibilita
una variedad amplia de volimenes de inyeccién (desde 0,1 hasta 100 uL)
sin modificar los loops de muestreo. Esta disenado para ofrecer una pro-
ductividad elevada en lo que respecta a las muestras, un arrastre de conta-
minantes bajo y ciclos de inyeccién rapidos.

* La elevada temperatura (hasta 100 °C en determinadas columnas) ofrece
una selectividad y flexibilidad mayores y reduce la viscosidad del disol-
vente, lo que posibilita una separaciéon ain mas rapida.
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LC Binario Agilent 1260 Infinity: descripcion del producto 1

* En el compartimento de columna termostatizado 1290 Infinity pueden ins-
talarse diferentes elementos calentadores (1,6 uL) y refrigerantes (1,5 uL)
para reducir el volumen extracolumna. La temperatura puede ajustarse
desde 10 °C por debajo de la temperatura ambiente hasta 100 °C.

* El nuevo disefno extraible del accionamiento de la valvula y las valvulas de
cambio rapido sustituibles por el usuario del compartimento de columna
termostatizado 1290 Infinity aumentan enormemente la capacidad de uso y
allanan el camino hacia soluciones de alta productividad, de métodos multi-
ples y de desarrollo de métodos automatizados.

* El kit de tubos de dispersion baja y las celdas de flujo de volumen pequefio
minimizan la dispersién de los picos en las columnas de diametro estrecho.

* Linea de base robusta y adquisicién espectral rapida con velocidades de
muestreo de hasta 80 Hz gracias al nuevo diseiio 6ptico del detector de dio-
dos 1260 Infinity .

+ Existen distintas celdas de flujo para el detector UV que pueden utilizarse
junto con columnas de 2,1, 3,0 y 4,6 mm de diametro interno, incluida la
revolucionaria celda de flujo de cartucho Max-Light con una longitud de
paso 6ptico de 60 mm (ruido tipico: <+0,6 uAU/cm) que posibilita una
deteccion extraordinariamente sensible.

Pueden realizarse actualizaciones progresivas para pasar de un sistema de la
serie 1100 o 1200 a un LC Binario Agilent 1260 Infinity; por ejemplo, puede
utilizarse un detector de la serie 1100 o un compartimento de columna de la
serie 1200 en combinacién con una bomba binaria 1260 Infinity.

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema 9



1 LC Binario Agilent 1260 Infinity: descripcion del producto

Componentes del sistema

El LC Binario 1260 Infinity posibilita numerosas configuraciones de sistema
para poder adaptarlo a las necesidades de su aplicacion especifica. En este
manual se describen de forma detallada algunas de esas configuraciones (con-
sulte el capitulo “Configuracion e instalacion del sistema” en la pagina 73).
Los médulos que se describen en las secciones siguientes son componentes
tipicos de un LC Binario 1260 Infinity. Aparte de dichos componentes basicos,
también disponemos de soluciones concretas para aplicaciones especificas
(algunas de las cuales se describen en el capitulo "Optimizacion").
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LC Binario Agilent 1260 Infinity: descripcion del producto 1

Bomba hinaria 1260 Infinity (G1312B)

La bomba binaria se compone de dos bombas idénticas integradas en una ni-
ca carcasa. Los gradientes binarios se crean mediante una mezcla a alta pre-
sién. Se pueden desviar el amortiguador de pulsos y el mezclador para
aplicaciones con una velocidad de flujo baja o cuando se desee un volumen
transitorio minimo. Las aplicaciones tipicas son métodos de alto rendimiento
con gradientes rapidos en las columnas de 2,1 mm de alta resolucién. La
bomba puede generar velocidades de flujo de 0,1 — 5 mL/min a presiones de
hasta 600 bar. Una valvula de seleccion de disolventes (opcional) permite for-
mar mezclas binarias (isocraticas o de gradiente) desde uno de los dos disol-
ventes por canal. El lavado activo de sellos (opcional) puede utilizarse con
soluciones tampoén concentradas.

Principio de funcionamiento

La bomba binaria esta basada en un diseiio en serie de dos pistones y dos
canales que abarca todas las funciones esenciales que debe cumplir cualquier
sistema de flujo de disolventes. La medida y suministro de disolvente a la zona
de alta presioén se realiza mediante dos dispositivos que pueden generar hasta
600 bar de presion.

Cada canal consta de un dispositivo de bomba que incluye accionamiento,
cabeza, valvula de entrada activa con cartucho reemplazable y valvula de
salida. Los dos canales estan conectados a una camara de mezcla de poco volu-
men, que esta conectada por una bobina capilar de restricciéon a una unidad
de amortiguamiento y a un mezclador. Un sensor de presiéon monitoriza la pre-
sion de la bomba. Una valvula de purga con una frita de PTFE integrada esta
acoplada a la salida de la bomba para cebar adecuadamente el sistema de
bombeo.
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1 LC Binario Agilent 1260 Infinity: descripcion del producto
Componentes del sistema

Valvula de purga  Mezclador Amortiguador

Salida de la bomba

“ 4 Sensor de presion

a residuosl

Valvula de salida Valvula de salida

Valvula
de entrada

—

Valvula
de entrada

Camara
de mezcla

desde la botella
de disolvente B

desde la botella ™ ' Sellos “ Sellos

de disolvente A " R j
S S
Pistonesl . Pistones

Cabeza de la bomba A Cabeza de la bomba B

Figura 1 Paso hidraulico de la bomba binaria con el amortiguador y el mezclador
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LC Binario Agilent 1260 Infinity: descripcion del producto 1

El amortiguador y el mezclador pueden desviarse para conseguir un volumen
de retardo minimo de la bomba binaria. Se recomienda esta configuracion
para aplicaciones con una velocidad de flujo baja con gradientes bruscos.

La Figura 2 en la pagina 13 muestra el paso de flujo en modo de volumen de
retardo bajo. Para obtener instrucciones acerca de como cambiar de una confi-
guracion a la otra, consulte el manual de usuario de la bomba binaria G1312B .

No se puede desviar el mezclador mientras el amortiguador permanece en linea, ya que
puede provocar un comportamiento no deseado de la bomba binaria.

Mezclador p— Amortiguador
Valvula de purga |

-—

Salida de la bomba

<4 Sensor de presion

a residuos i

. ) Valvula de salida
Valvula de salida T

Valvula
de entrada

Valvula
de entrada

Camara
de mezcla

Sellos |

desde la botella | | L ~ Sellos | _ desde
de disolvente A la botella
_l de disolvente B
Pistonesl l Pistones
Cabeza de la bomba A Cabeza de la bhomba B

Figura 2 Paso hidraulico de la bomba binaria con el amortiguador y el mezclador des-
viados
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Desgasificador de alto rendimiento 1260 Infinity (G4225A)

El desgasificador de alto rendimiento Agilent 1260 Infinity (modelo G4225A)
comprende cuatro caAmaras de vacio individuales con tubos semipermeables,
una bomba de vacio y un dispositivo de control. Cuando el desgasificador de
vacio se enciende, el dispositivo de control enciende la bomba de vacio, que
genera una presion baja en las camaras de vacio. La presion se mide a través
de un sensor de presion. Una fuga controlada en el filtro de entrada de aire y
una regulacion de la bomba de vacio mediante el sensor de presién mantienen
la presion baja del desgasificador de vacio.

La bomba LC extrae los disolventes de las botellas a través de los tubos semi-
permeables situados en las camaras de vacio. Cuando los disolventes atravie-
san las camaras de vacio, cualquier gas disuelto en los disolventes penetra a
través de los tubos en las camaras de vacio. Al abandonar las salidas del des-
gasificador de vacio, los disolventes se desgasificaran.

Circuito
Bomba Sensor de control Egr\;labcé}o
UHPLC
4 camaras de vacio individuales
Disolvente
Contenedor de vacio

Figura 3 Descripcion (s6lo se muestra uno de los cuatro canales de disolvente)
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LC Binario Agilent 1260 Infinity: descripcion del producto 1

Inyector automatico de alto rendimiento 1260 Infinity (G1367E)

Caracteristicas

El inyector automatico de alto rendimiento 1260 Infinity presenta un mayor
rango de presion (hasta 600 bar) que permite la utilizacion de la actual tecno-
logia de columnas (columnas de diametro estrecho con tamanos de particula
inferiores a dos micrones) con el LC Binario Agilent 1260 Infinity. Las nuevas
piezas optimizadas proporcionan una mayor robustez y el diseiio permite un
funcionamiento a alta velocidad con el menor arrastre de contaminantes por
flujo posible. La mayor velocidad de la inyeccion de muestras consigue una
mayor productividad en cuanto a las muestras; dicha productividad también
aumenta gracias al uso del modo de inyeccion solapada y a un manejo cé6modo
y flexible de las muestras con diferentes tipos de contenedores de muestras,
como los viales y las placas de pocillos. El uso de las placas de 384 pocillos
permite procesar automaticamente hasta 768 muestras.

Principio de funcionamiento del inyector automatico

El procesador del inyector automatico controla continuamente todos los movi-
mientos de los componentes del inyector automatico durante la secuencia de
muestreo. Este procesador define los periodos y los rangos mecanicos especi-
ficos de cada movimiento. Si una etapa determinada de la secuencia de mues-
treo no finaliza satisfactoriamente, se genera un mensaje de error. La valvula
de inyeccion desvia el disolvente desde el inyector automatico durante la
secuencia de muestreo. La aguja se desplaza hasta la posicion de muestra
deseada y desciende hacia el liquido de la muestra para permitir que el dispo-
sitivo de medida extraiga el volumen deseado con un movimiento hacia atras
del émbolo hasta una determinada distancia. A continuacién, la aguja se eleva
de nuevo y se desplaza hacia el asiento para cerrar el loop de muestreo. La
muestra se aplica en la columna cuando la valvula de inyeccién vuelve a la
posicién de mainpass al final de la secuencia de muestreo.

La secuencia de muestreo estandar tiene lugar en el siguiente orden:

1 La valvula de inyeccién cambia a la posicién de bypass.

2 El émbolo del dispositivo de medida se mueve a la posicién de inicializa-
cion.

3 El cierre de la aguja se mueve hacia arriba.

4 La aguja se desplaza hacia la posicién deseada del vial de muestra (o de la
placa de pocillos).

b La aguja desciende hacia el vial de muestra (o la placa de pocillos).

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema 15
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6 El dispositivo de medida extrae el volumen de muestra definido previa-
mente.

7 La aguja se eleva y se aleja del vial de muestra (o de la placa de pocillos).

8 A continuacion, la aguja se desplaza hacia el asiento para cerrar el loop de
muestreo.

9 El cierre de la aguja se mueve hacia abajo.

10 El ciclo de inyeccion se completa cuando la valvula de inyeccion cambia a la
posicién de mainpass.

Si es necesario lavar la aguja, esta accion se realizara entre los pasos 7y 8.

Secuencia de inyeccion

Antes de comenzar la secuencia de inyeccién y durante el analisis, la valvula
de inyeccion esta en la posicion de mainpass. En esta posicion, la fase moévil
fluye a través del dispositivo de medida del inyector automatico, del loop de
muestreo y de la aguja. De este modo, se garantiza que todas las piezas que
entran en contacto con la muestra se laven durante el analisis y se reduce el
arrastre de contaminantes.

Cuando se inicia la secuencia de muestreo, la valvula cambia a la posicion
de bypass. El disolvente procedente de la bomba penetra en la valvula por el
puerto 1y fluye directamente hasta la columna a través del puerto 6.

El paso final de la secuencia de muestreo es el paso de "inyeccion y analisis".
La valvula de seis puertos cambia a la posicién de mainpass y conduce de
nuevo el flujo a través del loop de muestreo, que ahora contiene una cantidad
determinada de la muestra. El flujo de disolvente transporta la muestra a la
columna y comienza el proceso de separacion. Esto constituye el principio de
un analisis que forma parte de un proceso de analisis. En esta fase, todo el
hardware principal que influya en el rendimiento se lava internamente con el
flujo de disolvente. En el caso de las aplicaciones estindares, no es necesario
ningun procedimiento de lavado adicional.

Limpieza de la aguja

Antes de la inyeccién, y con el fin de reducir el arrastre de contaminantes y
obtener analisis extremadamente precisos, se puede lavar el exterior de la
aguja en un puerto de lavado ubicado en la unidad de muestreo, detras del
puerto de inyecciéon. En cuanto la aguja se encuentra en el puerto de lavado,
una bomba peristaltica suministra disolvente durante un tiempo definido para
limpiar el exterior de la aguja. Cuando este proceso finaliza, la aguja vuelve al
puerto de inyeccion.

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema
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Compartimento de columna termostatizado 1290 Infinity (G1316C)

El compartimento de columna termostatizado (TCC) Agilent 1290 Infinity con-
trola la temperatura entre 10 °C por debajo de la temperatura ambiente y

hasta 100 °C a 2,5 ml/min y 80 °C a 5 ml/min, respectivamente. La especifica-
cién de estabilidad de la temperatura es +0,05 °C y la especificaciéon de preci-

sion £0,5 °C (con calibracién)l. Esto se logra mediante una combinacion de
conduccién desde el contacto con las aspas del termostato, la temperatura de
aire inmovil en el entorno de la columna y, lo mas importante, mediante el
calentamiento (o enfriamiento) previo de la fase mévil al pasar por un inter-
cambiador de calor antes de entrar en la columna. Existen dos zonas de tem-
peratura independientes en cada TCC que pueden funcionar conjuntamente
para columnas largas de hasta 300 mm de longitud o funcionar a temperaturas
diferentes para columnas cortas de 100 mm de longitud o menos.

El médulo dispone de un intercambiador de calor de dispersién baja de 1,6 ul
y cada kit de valvulas contiene intercambiadores de calor de dispersion baja
adicionales para cada columna. Los intercambiadores de calor de dispersion
baja, hasta 4, se pueden montar de forma flexible dentro del TCC. Para el fun-
cionamiento del sistema HPLC convencional, también estan disponibles inter-
cambiadores de calor integrados de 3 ul y 6 ul.

Cada TCC puede albergar una unidad de valvula interna para facilitar aplica-
ciones de intercambio de la valvula, desde el intercambio simple entre dos
columnas hasta la regeneracion alterna de columnas, la preparacion de mues-
tras o la limpieza posterior de la columna. Cada cabeza de la valvula consti-
tuye un kit completo que contiene todos los capilares necesarios,
intercambiadores de calor adicionales de dispersién baja y otras piezas.

Las valvulas de intercambio presentan una facilidad de uso y una flexibilidad
excepcionales a la hora de realizar conexiones con la valvula: cuando se pulsa,
la unidad de accionamiento de la valvula de cambio rapido se desplaza hacia
delante para acceder facilmente (consulte la Figura 4 en la pagina 18 a la
izquierda). El usuario puede intercambiar cabezas de las valvulas alternativas
en el mecanismo de accionamiento para diferentes aplicaciones (consulte la
Figura 4 en la pagina 18 a la derecha). Tenga en cuenta la etiqueta RFID (iden-
tificacion por radiofrecuencia) de la parte superior de la cabeza de la valvula.

T Todas las especificaciones son validas para el agua destilada a temperatura ambiente de 25 °C,

con un valor de 40 °C y un rango de flujo entre 0,2 y 5 mL/min.
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Figura 4 Valvula de cambio rapido en TCC

Se pueden "agrupar" hasta tres TCC para permitir aplicaciones avanzadas,
como el intercambio entre ocho columnas para el desarrollo de métodos auto-
matizados o para que haya mas columnas disponibles para diferentes aplica-
ciones. Por tanto, la columna que se va a utilizar se convierte en un parametro
del método simple. Esto requiere dos cabezas de valvulas de 8 posiciones y 9
puertos, cada una en dos de los TCC. Los TCC agrupados se representan en el
software como una tnica unidad con una interfaz para facilitar su funciona-
miento.

Las mejoras adicionales en comparacion con los diseiios anteriores incluyen
un mejor aislamiento térmico, mejores guias de capilares y un sensor de
"puerta abierta" para que los métodos puedan definir que la puerta debe estar
cerrada (lo que es especialmente titil para los métodos de temperaturas altas o
bajas).

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema



LC Binario Agilent 1260 Infinity: descripcion del producto 1

Detector de diodos 1260 Infinity (G4212B)

El detector de diodos (DAD) 1260 Infinity presenta un disefio 6ptico nuevo
que utiliza una celda de cartucho con guias de onda optofluidicas con una
gran sensibilidad y una dispersion baja, un amplio rango lineal y una linea
base muy estable para las aplicaciones LC estandares o ultrarrapidas. La celda
de cartucho Max-Light de Agilent aumenta drasticamente la transmision de
luz mediante el principio de la reflexion interna total junto con un capilar de
cristal de silice fundida sin recubrimiento y alcanza un nivel nuevo de sensibi-
lidad sin sacrificar la resolucién a través de los efectos de dispersion del volu-
men de la celda. Este diseiio minimiza las perturbaciones de la linea base
provocadas por el indice de refraccion o los efectos térmicos y supone una
integracion mas fiable de las areas de pico.

Espejo
Red de difraccion

Guia de onda
optofluidica

Lampara de deuterio

Celda de cartucho Max-Light
Rendija
Matriz de 1024 diodos

Figura b Trayectoria de la luz a través del DAD

El mé6dulo también incluye un control electrénico de la temperatura para
mejorar ain mas la resistencia a los efectos de la temperatura ambiental. Aun-
que el volumen hidraulico de la celda de cartucho Max-Light es muy pequeiio,
la longitud de paso es de 10 mm. Sin embargo, para obtener una sensibilidad
aun mayor existe otra celda de alta sensibilidad Max-Light de Agilent con una
longitud de paso de 60 mm disponible. Las celdas se intercambian facilmente
al deslizarlas hacia dentro o hacia afuera del soporte de la celda y se alinean
automaticamente en el banco 6ptico. La fuente de luz del DAD es una lampara
de deuterio y el rango operativo de longitud de onda cubierto es de entre 190 y
640 nm. Una matriz de 1024 diodos se encarga de la deteccion. La entrada al
espectrografo se produce a través de una rendija 6ptica fija de 4 nm.

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema 19
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LC Binario Agilent 1260 Infinity: descripcion del producto

Las senales cromatograficas se extraen de los datos de los diodos dentro del
firmware del médulo. Se pueden definir hasta ocho senales individuales. Cada
una de ellas consta de una longitud de onda de seiial, una anchura de banda
de agrupamiento de diodos y, en caso necesario, una longitud de onda y una
anchura de banda de referencia. Las senales se pueden emitir a un maximo de
80 Hz (80 puntos de datos/segundo) para registrar de forma precisa los picos
cromatograficos mas rapidos (mas estrechos). Al mismo tiempo, el médulo
también puede emitir espectros de rango completo al sistema de datos a la
misma velocidad de 80 Hz.

Para los laboratorios regulados, es importante que todos los parametros de los
métodos estén registrados. El DAD 1260 Infinity no sé6lo registra los valores
del instrumento, sino también las etiquetas RFID (etiquetas de identificacion
de radiofrecuencia) incorporadas en la lampara y el cartucho de la celda de
flujo, a fin de que el sistema también registre la identidad y las variables de
estos componentes importantes.

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema
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Valvulas de cambio rapido de la serie 1200 Infinity

Las valvulas de cambio rapido Agilent 1200 Infinity pueden utilizarse para
diversas aplicaciones complejas con valvulas. Cada cabeza de la valvula consti-
tuye un kit completo que contiene todos los capilares necesarios, intercambia-
dores de calor adicionales de dispersion baja y otras piezas.

Algunas de las aplicaciones tipicas de las valvulas de cambio rapido son las
siguientes:

Seleccion de columna dual
Enriquecimiento de muestras
Limpieza de muestras
Regeneracion alterna de columnas

Aplicaciones especiales, como el desarrollo de métodos o la 2D-LC

Si desea obtener una descripcion detallada de dichas aplicaciones, consulte la
guia de usuario de soluciones de valvulas.

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema 21
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Especificaciones

22

El disefnio modular del LC Binario 1260 Infinity le permitira configurar un sis-
tema que se adapte a la perfecciéon a los requisitos especificos de sus aplicacio-
nes. Dicha configuracion puede ser distinta de la configuracion estandar que
se describe en esta guia de usuario del sistema.

A continuacién se indican las especificaciones fisicas y de rendimiento de la
bomba binaria 1260 Infinity . Puede encontrar informacion acerca de las espe-
cificaciones del resto de médulos de su sistema en los manuales de usuario de
dichos médulos.

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema
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1

Especificaciones fisicas de la bomba binaria 1260 Infinity (G1312B)

Tabla 1 Especificaciones fisicas

Tipo Especificacion Comentarios
Peso 15,5 kg

Dimensiones 180 x 345 x 435 mm

(altura x anchura x profundidad)

Voltaje de linea

Frecuencia de linea
Consumo de corriente
Temperatura ambiente operativa

Temperatura ambiente no
operativa

Humedad
Altitud operativa
Altitud no operativa

Estandares de seguridad:
IEC, CSA, UL

100-240 VAC, £10 %

50 060Hz, 5%

220 VA, 74 W / 253 BTU
4-55°C

-40-70°C

<95 % de humedad relativa a 40 °C
Hasta 2000 m
Hasta 4600 m

Categoria de instalacion Il, grado de
contaminacion 2

Capacidad de rango
amplio

Maximo

Sin condensacion

Para guardar el médulo

Salo para su utilizacion
en interiores

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema
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LC Binario Agilent 1260 Infinity: descripcion del producto

Especificaciones de rendimiento

Tabla 2

Especificaciones de rendimiento de la bomba binaria Agilent 1260 Infinity
(G1312B)

Tipo

Especificacion

Comentarios

Sistema hidraulico

Rango de flujo
ajustable

Rango de flujo

Precision del flujo

Exactitud del flujo

Rango operativo de
presion

Pulso de presion

Compensacion de la
compresibilidad

Rango de pH
recomendado

Formacion de
gradiente

Dos bombas con piston doble en serie
con motor de embolada variable
servocontrolado, transmision de potencia
mediante engranajes y husillos de bolas y
pistones pivotantes

Ajuste de valores entre 0,001 —5 mL/min,
con incrementos de 0,001 mL/min

0,05—-5,0 mL/min

<0,07 % RSD o0 <0,02 min SD, lo que sea
mayor

+1% o0 10 uL/min, lo que sea mayor

Rango operativo 0 — 60 MPa (0 — 600 bar,
0—8700 psi) hasta 5 mL/min

<2 % de amplitud (normalmente < 1,3 %)
0<0,3 MPa (3 bar), lo que sea mayor, con
un flujo de 1 mL/min de isopropanol, a
todas las presiones > 1 MPa (10 bar,

147 psi)

Configuracion de volumen de retardo
bajo:

<5 % amplitud (normalmente < 2 %)

Predefinida, basada en la compresibilidad
de la fase movil

1,0—12,5, los disolventes con pH < 2,3
no deberian contener acidos que ataquen
al acero inoxidable

Mezcla binaria de alta presion

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema

Basado en el tiempo de
retencion a temperatura

ambiente constante

Bombeo de H,0

desgasificada a 10 MPa

(100 bar)



Tabla 2

LC Binario Agilent 1260 Infinity: descripcion del producto

Especificaciones de rendimiento de la bomba binaria Agilent 1260 Infinity
(G1312B)

Tipo

Especificacion

Comentarios

Volumen de retardo

Rango de
composicion

Precision de la
composicion

Exactitud de la
composicion

Control

Control local

Salida analogica

Comunicaciones

Configuracion de volumen estandar de
retardo:

600 — 800 pL (incluye mezclador de
400 pL), en funcion de la retropresion
Configuracion de volumen de retardo
bajo:

120 pL

Rango ajustable: 0 — 100 %
Rango recomendado: 1—99 % o0 5 pL/min
por canal, lo que sea mayor

< 0,15 % RSD 0 < 0,04 min SD, lo que sea
mayor

+ 0,35 % absoluto, a2 mL/miny 10 MPa
(100 bar)

Software de control Agilent (por ejemplo,
ChemStation, EZChrom, OL o
MassHunter)

Agilent Instant Pilot

Para control de la presion, 1,33 mV/bar,
una salida

Red de area del controlador (CAN),
RS-232C, APG remoto: sefales de
preparado, inicio, parada y apagado; LAN
opcional

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema

Medicion con un flujo de
agua de 1 mL/min
(agua/cafeina como
indicador)

A 0,2y 1 mL/min; basado en
el tiempo de retencion a
temperatura ambiente
constante

Agua/cafeina como
indicador

Version B.02.00 o superior
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Tabla2  Especificaciones de rendimiento de la bomba binaria Agilent 1260 Infinity

(G1312B)

Tipo

Especificacion

Comentarios

Seguridad y
mantenimiento

Caracteristicas de
GLP

Carcasa

Dispone de un apoyo amplio para la
resolucion de problemas y el
mantenimiento a través de Instant Pilot,
Agilent Lab Advisor y el sistema de datos
cromatografico (CDS). Las funciones
asociadas a la seguridad son las
siguientes: deteccion de fugas,
tratamiento seguro de fugas, sefal de
salida de fugas para apagar el sistema de
bombeo y tensiones bajas en las areas de
mantenimiento principales.

Mantenimiento preventivo asistido (EMF)
para realizar un seguimiento continuo del
uso del instrumento en cuanto al
desgaste de los sellos y al volumen de la
fase movil bombeada; con limites
predefinidos y configurables por el
usuario y mensajes informativos.
Registros electronicos de las tareas de
mantenimiento y los errores.

Todos los materiales son reciclables.

Es necesario utilizar un desgasificador de vacio para velocidades de flujo inferiores a
500 pl/min o cuando no se utiliza un amortiguador ni un mezclador.

Todas las medidas de especificacion se llevan a cabo con disolventes desgasificados.

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema
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2  Introduccion

Teoria del uso de particulas pequeiias en la cromatografia liquida

Introduccion

En 2003, Agilent present6 las primeras columnas comerciales de silice total-
mente porosa con particulas de 1,8 um.

Estas columnas con particulas de tamafio inferior a 2 um (1,8 um) se pueden
utilizar en combinacion con el LC Binario Agilent 1260 para alcanzar dos obje-
tivos principales:

1 Una cromatografia mas rapida

Las columnas cortas con particulas inferiores a 2 um ofrecen la oportuni-
dad de reducir drasticamente el tiempo de analisis mediante el aumento de
la velocidad del flujo sin perder la eficacia de separacion.

2 Una resolucién més elevada

Las columnas largas con particulas de tamaifio inferior a 2 um proporcionan
una eficacia superior y, por tanto, una mayor resoluciéon, necesaria para
realizar la separacion de muestras complejas.

La presion necesaria para conducir el disolvente por una columna que con-
tenga particulas STM (de tamano inferior a 2 um) aumenta rapidamente a
medida que la velocidad de flujo se eleva para realizar separaciones mas rapi-
das y muy rapidamente a medida que la longitud de la columna aumenta para
obtener mas resolucion. Por tanto, la aceptacion de las columnas STM se ha
producido al mismo tiempo que el desarrollo de los sistemas UHPLC (sistemas
HPLC que ofrecen presiones superiores a la normativa de 400 bar existente
desde la aparicion de la HPLC).

En la actualidad, Agilent pone a su disposicion el LC 1290 Infinity, que da res-
puesta a los requisitos de UHPLC mas exigentes con presiones de hasta
1200 bar.

28 LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema
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La teoria

La eficacia de separacion en HPLC se puede describir mediante la ecuacién de
van Deemter (Figura 6 en la pagina 29). Dicha ecuacion se obtiene a partir del
modelo de altura de plato utilizado para medir la dispersiéon de los analitos a
medida que descienden por la columna. H es la altura equivalente a un plato
tedrico (a veces denominada HETP), d;, es el tamano de particula del material
de relleno de la columna, ug es la velocidad lineal de la fase mévily A, By C

son las constantes relacionadas con las diferentes fuerzas dispersoras. El tér-
mino A esta relacionado con la difusién turbulenta o con varios pasos de flujo
por la columna; B esta relacionado con la difusién molecular por todo el eje de
la columna (longitudinal); C esta relacionado con la transferencia de masa de
los analitos entre la fase movil y la estacionaria. La separacion alcanza su efi-
cacia maxima cuando H esta al minimo. El efecto de cada término individual y
la ecuacion combinada se muestran en la Figura 6 en la pagina 29, donde la
altura de plato se representa frente a la velocidad de flujo lineal en la
columna. Este tipo de grafica se conoce como la curva de Van Deemter y se uti-
liza para determinar la velocidad del flujo 6ptima (punto minimo de la curva)
y obtener la mayor eficacia en la separacion de una columna.

e

H=A4 (dp) + B/u + Cu(dpz)

particula
pequena

grande

plato tedrico H

Resistencia
a la transferencia de masa

T Altura de

min

\

U, Difusion longitudinal Flujo lineal u

Figura 6 Una curva de Van Deemter hipotética
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Introduccion

Las representaciones de Van Deemter en la Figura 7 en la pagina 30 muestran
que la reduccion del tamaio de las particulas aumenta la eficacia. El cambio
de los tamanos de particulas mas utilizados de 3,5 um y 5,0 um a particulas de
1,8 um ofrece una mejoras de rendimiento significativas. Las particulas de

1,8 um ofrecen valores de altura de plato dos o tres veces mas bajos y eficacias
proporcionalmente superiores. Esto permite utilizar columnas mas cortas sin
sacrificar la resolucién y, por tanto, también se reduce el tiempo del andlisis a
la mitad o a una tercera parte. La eficacia aumentada se obtiene en gran
medida de la reduccion en varios pasos de flujo como resultado del menor
tamano de las particulas; esto lleva a un término A mas pequeno (difusién tur-
bulenta). Ademas, unas particulas mas pequenas significan tiempos de trans-
ferencia de masas mas breves, lo que reduce el término C, y se puede observar
que el efecto general es una pérdida de eficacia muy reducida a medida que la
velocidad del flujo aumenta (la pendiente de la linea se reduce). Esto quiere
decir que la separacion en particulas mas pequeias se puede acelerar aiin mas
mediante el aumento de las velocidades del flujo y sin reducir la eficacia de
una manera significativa.

0,0045
0,0040
0,0035
0,0030

00025 |
}

| 5,0 um
0,0020 Q\ /

0,0015

3,5 um
0.0010 w
0.0005 s+ 18pm-
0,0000
-0,0005

HETP (cm/placa)

2 ml/min 5,0 ml/min

0.0 0,2 04 0.6 0.8 1,0 1,2 1,4 1.6
Velocidad lineal intersticial (ue- cm/sec)

Figura7 Curva de Van Deemter para diferentes tamaiios de particulas
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Una separacion cromatografica se puede optimizar en funcion de parametros
fisicos de la columna HPLC como el tamaiio de la particula, el tamaiio del
poro, la morfologia de las particulas, la longitud y el diAmetro de la columna,
la velocidad del disolvente y la temperatura. Ademas, se puede considerar la
termodinamica de una separacion y se pueden manipular las propiedades del
soluto y las fases estacionaria y moévil (porcentaje de disolvente organico,
fuerza iénica y pH) para lograr la retencién mas corta posible y la mayor selec-
tividad.

OPTIMIZA
LA TERMODINAMICA
DE LA SEPARACION

OPTIMIZA

Adsorcion o desorcion lenta

Isotermos no lineales
Equilibrio quimico (pH)

Presion
FiSICA QUIMICA
Tamafio de particula, Porosidad, Propiedades de la fase estacionaria
Dimensiones de columna, y moévil, Propiedades del soluto,
Velocidad de flujo, Temperatura Temperatura

Figura 8 Seleccion de condiciones optimas para HPLC
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Introduccion

La resolucion se puede describir como una funcién de tres parametros:

» eficacia de la columna o platos teéricos (N),

» selectividad (o),

+ factor de retencion (k).

Segiin la ecuacion de resolucion (Figura 9 en la pagina 32), la selectividad
posee el mayor impacto sobre la resolucion (Figura 10 en la pagina 32). Esto
significa que la seleccion de las propiedades y la temperatura adecuadas de las

fases movil y estacionaria es muy importante a fin de lograr una separacion
correcta.

Figura 9 Ecuacion de resolucion

R f (o)
4 |
3 1 f (N)
2.
f (k)
1
/ .
20000 40000 60000 80000 N
1.05 1.10 1.15 120 o
5 10 15 20  k

Figura10  Efecto del numero de plato, factor de separacion y factor de retencion en R

Independientemente de si el método de separacién UHPLC se ha creado
recientemente o se ha transferido de un método convencional existente, es cla-
ramente beneficioso disponer de una variedad amplia de agentes quimicos de
fase estacionaria en una gama de formatos de columna.
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Agilent pone a su disposicién mas de 140 columnas ZORBAX 1,8 um de Reso-
lucion Rapida y Alto Rendimiento (RRHT), con 14 posibilidades de selectivi-
dad, de 15 a 150 mm de longitud y didmetros internos de 2,1, 3,0 y 4,6 mm.

Ademas de las columnas ZORBAX, también le ofrecemos columnas PoroShell
con nueve posibilidades de selectividad que puede utilizar con el LC Binario
Agilent 1260 Infinity.

Esto permite seleccionar la fase estacionaria 6ptima para maximizar la selecti-
vidad. La resolucion, la velocidad de flujo y el tiempo de analisis se pueden
optimizar mediante la seleccién de la longitud de columna y el didmetro ade-
cuados. Ademas, el funcionamiento con columnas STM mas largas se ha vuelto
mas accesible que nunca.

Las columnas PoroShell reciben la denominacién de columnas con particulas
superficialmente porosas (SPP). A diferencia de las columnas de silice comple-
tamente porosa, las particulas de las columnas SPP presentan un nicleo
macizo (de 1,7 um de didmetro) recubierto por una capa de silice porosa (de
0,5 um de espesor). La velocidad y la resolucion de las columnas PoroShell son
comparables a las de las columnas con particulas de tamaiio inferior a 2 um
con una retropresion hasta un 50 % inferior. Las columnas PoroShell han expe-
rimentado un reciente resurgimiento gracias al uso de tamanos de particula
mas pequenos que los de las columnas con particulas "peliculares" mas anti-
guas. El interés actual por esta tecnologia viene impulsado por la utilizaciéon
de particulas de tamafnos mas pequefios (como los tamaios inferiores a 3 um),
que permiten aplicarla a separaciones convencionales de moléculas pequenas
en fase inversa.

Muchos laboratorios llevan a cabo un proceso de analisis minucioso para
seleccionar la mejor combinacion de la fase estacionaria, la fase mévil y la
temperatura para sus separaciones. La solucion de desarrollo de métodos
multiples de la serie Agilent 1200 Infinity facilita la automatizacién completa
de este proceso laborioso de seleccién (consiguiendo que las tareas de desa-
rrollo y transferencia de métodos resulten sencillas y fiables).

Las columnas ZORBAX de Resolucién Rapida y Alto Rendimiento (RRHT) de
1,8 um utilizan la misma quimica que las columnas ZORBAX con particulas de
3,5 y 5 um. Como resultado, para cualquier fase determinada ZORBAX, las
particulas de 5,0, 3,5 y 1,8 um proporcionan una selectividad idéntica, lo que
permite una transferencia de métodos bidireccional sencilla, rapida y segura
entre un sistema LC convencional y un sistema UHPLC.
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Ventajas de las columnas con particulas de pequeio tamaiio

34

Una cromatografia mas rapida

Existen muchas ventajas al disponer de tiempos de analisis mas cortos. Los
laboratorios de alto rendimiento poseen una mayor capacidad y pueden anali-
zar mas muestras en menos tiempo. Mas muestras en menos tiempo también
significa menos costes. Por ejemplo, si se reduce el tiempo de analisis de

20 min por muestra a 5 min, el coste de 700 muestras se reduce un 79 %
(Tabla 3 en la pagina 34).

Tabla3  Ahorro de tiempo y costes en 700 analisis

Tiempo del ciclo Tiempo del ciclo de 20 min Tiempo del ciclo de 5 min
Analisis 700 700

Coste aprox. por analisis’ $1058 $224

Coste aprox. por 700 analisis' S 7400 $1570

Ahorro de costes - $ 5830

Tiempo? 10 dias 2,5 dias

T disolventes = 27 $/1, desechos = 2 $/1, trabajo = 30 $/h

2 94 horas/dia

La calculadora de ahorro de costes de Agilent ofrece una forma sencilla de cal-
cular el ahorro de costes que se obtiene con el cambio de HPLC convencional a
UHPLC con columnas de tamaiio de particulas de 1,8 um. Esta calculadora
esta disponible en el sitio Web de Agilent Technologies junto con una calcula-
dora de transferencia de métodos (www.chem.agilent.com). Los resultados se
presentan en un grafico y en forma de tabla.

Unos tiempos de analisis mas cortos también ofrecen respuestas mas rapidas.
Esto es importante en el control de procesos y en las pruebas de liberacion
rapida. Ahora en lugar de esperar horas para liberar un tnico lote de un far-
maco, toda la adecuacion, calibracién y analisis de muestras del sistema se
puede llevar a cabo en menos de una hora. Las respuestas rapidas también
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son importantes para los quimicos sintéticos que utilizan sistemas LC/MS de
libre acceso para la confirmacion del compuesto y el control de la reaccion.
Los tiempos de analisis mas cortos también aceleran el proceso de desarrollo
del método de forma significativa.

Longitud de Eficacia de Eficacia de Eficacia de Reduccion
la columna la columna la columna la columna del tiempo
(mm) N(5 pm) N(3,5 pm) N(1.8 um) de analisis
150 12.500 21.000 35.000
100 8,500 14.000 23.250 Eficacia (N) Tiempo 33%
de analisis
75 6000 10.500 17.500 50%
Presién
50 4,200 7.000 12.000 Volumen -67%
de pico
30 N/A 4.200 6.500 Uso -80%

de disolvente

15 N/A 2.100 2.500 -90%

Figura 11  Relacion entre el tamaio de particulas, la eficacia y el tiempo de analisis

El tiempo de analisis puede reducirse mediante la optimizacién del tamaiio de
particula y la presion, sin que eso afecte a la eficacia de la columna.
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Una resolucion mas elevada

Las columnas largas con particulas mas pequenas generan una eficacia y una
resolucion mas elevadas. Esto es importante para el andlisis de muestras com-
plejas procedentes de estudios metabolémicos y proteémicos. Ademas, las
aplicaciones como la determinacion del perfil de impurezas pueden benefi-
ciarse de una potencia de separaciéon mayor. Incluso los analisis LC/MS de far-
macos en fluidos biolégicos se pueden beneficiar de la capacidad de picos
superior, gracias a la interferencia reducida por la supresion de iones. En
general, una potencia de separacion mayor ofrece mas confianza en los resul-
tados analiticos.

, ‘ ‘ . ‘ Capacidad de pico = 694
L1 | I
| ‘ | L | h ‘ |
1 ‘ [ | ‘ l |
A L " A ,|t, IL' lll | ’ l'l.'.-..l.'l N /i -I-‘-I-I' AU -'r.\ll Wy W

"LC con resolucion GC"

5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo [min]

Figura12 Se pueden obtener capacidades de pico de mas de 700 mediante una columna

ZORBAX RRHT SB-C18 (2,1 x 150 mm, 1,8 pm) para analizar una digestion trip-
tica de BSA
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Calentamiento derivado de la friccion

Si se fuerza la fase mévil por la columna a una gran presiéon y a una velocidad
de flujo elevada, se genera calor. Los gradientes de temperatura resultantes
(radiales y longitudinales) pueden tener un impacto en la eficacia de la
columna.

Power = F » p
donde F es la velocidad del flujo y p es la presion.

La termostatizacion potente de la columna (por ejemplo, mediante un baiio de
agua) genera un gradiente de temperatura radial fuerte, lo que provoca una
pérdida significativa de la eficacia de la columna. La termostatizacion de la
columna de aire inmévil reduce el gradiente de temperatura radial y, por
tanto, reduce la pérdida de eficacia. No obstante, se debe aceptar una tempe-
ratura de salida de la columna mas elevada. La temperatura elevada puede
afectar a la selectividad. Con una retropresiéon inferior se minimizan las pérdi-
das de rendimiento debido al calor por friccién, de forma que las columnas
con particulas de tamaio inferior a 2 um con un diametro interno de 4,6 o

3 mm ofrecen eficacias superiores en comparacion con las respectivas colum-
nas de 2,1 mm de diametro interno.

En resumen, el uso de un material de relleno inferior a 2 um ofrece una mayor
eficacia, una resolucién mas elevada y separaciones mas rapidas.

Las caracteristicas del LC Binario Agilent 1260 Infinity se tratan en el capitulo
Descripcion del producto. Asimismo, en el capitulo Optimizacion se indica
como debe aplicarse la teoria y deben utilizarse dichas caracteristicas para
optimizar las separaciones.
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Como configurar el volumen de retardo optimo

40

Volumen de retardo y volumen de extracolumna

El volumen de retardo se define como el volumen del sistema entre el punto
de mezcla en la bomba y la parte superior de la columna.

El volumen extracolumna se define como el volumen entre el punto de inyec-
cién y el punto de deteccion, excluyendo el volumen en la columna.

Volumen de retardo

En las separaciones de gradiente, este volumen provoca un retardo entre el
cambio de la mezcla en la bomba y la llegada de dicho cambio a la columna. El
retardo depende de la velocidad de flujo y del volumen de retardo del sistema.
En realidad, esto significa que, en cada sistema HPLC, existe un segmento iso-
cratico adicional en el perfil de gradiente al inicio de cada analisis. Por regla
general, el perfil de gradiente se indica en términos de los ajustes de mezcla de
la bomba y el volumen de retardo no se cita aunque afectara a la cromatogra-
fia. El efecto sera mas significativo a velocidades de flujo bajas y a volimenes
de columna pequefos. Asimismo, puede afectar significativamente a la trans-
feribilidad de los métodos de gradiente. Por lo tanto, para las separaciones de
gradiente rapidas es importante tener volimenes de retardo pequeios, espe-
cialmente en el caso de las columnas de didmetro estrecho (es decir, con un
diametro interno de 2,1 mm) que se suelen utilizar en la detecciéon espectro-
métrica de masas.

Como ejemplo, en métodos de HPLC que emplean material de relleno de 5 um,
se suelen utilizar velocidades de flujo de 1 ml/min en una columna con un
diametro interno de 4,6 mm y de aproximadamente 0,2 ml/min en una
columna con un diametro interno de 2,1 mm (misma velocidad lineal en la
columna). En un sistema con un volumen de retardo tipico de 1000 ul y con
una columna de 2,1 mm de didmetro interno, se generaria un segmento iso-
cratico inicial "oculto" de 5 min, mientras que en un sistema con un volumen
de retardo de 600 pl, el retardo seria de 3 min. Estos volimenes de retardo
serian demasiado altos para los tiempos de analisis de uno o dos minutos. Con
materiales de relleno de tamaio inferior a 2 um, la velocidad de flujo 6ptima
(obtenida a partir de la curva de van Deemter) es un poco mas alta, por lo que
la cromatografia rapida puede utilizar velocidades de flujo que son entre tres y
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cinco veces superiores. De esta forma, se generan tiempos de retardo de
aproximadamente un minuto. Sin embargo, el volumen de retardo debe redu-
cirse mas para conseguir tiempos de retardo correspondientes a una fracciéon
del tiempo de analisis deseado. El LC Binario Agilent 1260 Infinity permite
conseguir esto gracias al volumen de retardo bajo del paso de flujo de la
bomba y al volumen bajo del paso de flujo a través del inyector automatico.

Volumen de extracolumna

El volumen extracolumna es una fuente de dispersion de picos que reducira la
resolucion de la separacion y, por lo tanto, deberia minimizarse. Las columnas
con diametro mas reducido requieren volimenes extracolumna proporcional-
mente mas pequeiios para mantener al minimo la dispersion de picos.

En un cromatégrafo de liquidos, el volumen extracolumna dependera de los
tubos que conecten el inyector automatico, la columna y el detector, asi como
del volumen de la celda de flujo del detector. El volumen extracolumna se ha
minimizado en el LC Binario Agilent 1260 Infinity gracias a los tubos de diam-
etro estrecho (0,12 mm de didmetro interno), a los intercambiadores de calor
de volumen bajo del compartimento de columna y a la celda de cartucho
Max-Light del detector.
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Volumenes de retardo del LC Binario Agilent 1260 Infinity

Tabla 4 en la pagina 42 y la Tabla 5 en la pagina 42 muestran los volimenes de
componentes que contribuyen al volumen de retardo en el sistema LC Binario
Agilent 1260 Infinity .

Tablad4  Volumenes de retardo de los médulos del LC Binario 1260 Infinity

Componentes Volumen de retardo (pl)
Bomba binaria’ 120

Bomba binaria’ 600800

Mezclador de volumen bajo 200

Mezclador 400

Inyector automatico 270

Intercambiador de calor de dispersion baja 1,6

Intercambiador de calor incorporado 3y6

' Enla configuracion de volumen de retardo bajo, con derivaciones con respecto al amortiguador y al

mezclador.

2 Enla configuracion de volumen estandar de retardo.

Tabla5 Volimenes de retardo de las configuraciones del LC Binario 1260 Infinity

Configuraciones del sistema Volumen de retardo (pl)

Configuracion de volumen de retardo bajo Bomba: 120
Inyector automatico:

Configuracion de volumen de retardo medio Bomba: 320

Configuracion de volumen estandar de retardo Bomba: 600 — 800

Los cambios de configuracién pueden realizarse de dos formas:

* manualmente, mediante la desconexién y posterior conexién de los capila-
res,

* automaticamente, utilizando una valvula 2PS/6PT de 600 bar (opcional).
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Configuracion optima del instrumento para columnas de 2,1 mm
de d.i.

Configuracion de volumen de retardo bajo para conseguir un retardo de
gradiente minimo que posibilite unas separaciones de gradiente
ultrarrapidas

En la configuracién de volumen de retardo bajo de la bomba binaria Agilent
1260 Infinity se realiza una derivaciéon con respecto al amortiguador y al mez-
clador para reducir el volumen de retardo de la bomba hasta aproximada-
mente 120 uL. En la Figura 13 en la pagina 44 se muestran las conexiones de
paso de flujo asociadas a esta configuracién. Esto consigue un retardo de gra-
diente minimo y posibilita unas separaciones de gradiente ultrarrapidas. Para
poder aprovechar todas las ventajas del control de amortiguacion electrénico,
que sustituye a la amortiguaciéon de volumen fisico, resulta importante selec-
cionar la funcién Enhanced Solvent Compressibility en el submenu auxiliar del
menu de la bomba.

Para conseguir minimizar la dispersion de los picos debe instalarse el kit de
dispersion baja (Kit de dispersion baja (G1316-68744)). Este kit incluye capila-
res cortos de 0,12 mm de d.i. e intercambiadores de calor de dispersion baja
(de 1,6 uL y 1,6 uL) para el compartimento de columna termostatizado. Para
mantener la resolucion en el detector UV se deberia utilizar una celda de flujo
de volumen bajo. Consulte el apartado “Eleccion de la celda de flujo” en la
pagina 68 para conocer las recomendaciones acerca de las celdas de flujo.
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Paso de flujo
La desconexion Gnicamente
debe realizarse aqui Conector
de tipo T
de mezcla
Sensor
de presion
Sensor
- de presion
Volumen de retardo bajo Valvula de
Retardo de 120 pl
Valvula
de purga

Figura13  Configuracion de retardo bajo para columnas de 2,1 mm de diametro interno

Es importante acordarse de ajustar el parametro correcto en el subment auxi-
liar de la bomba. Esto garantiza la aplicacién en todo momento de valores de
compresibilidad correctos para las fases moéviles utilizadas. Existen curvas de
calibracion para los disolventes mas comunes.
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Configuracion de volumen de retardo medio para conseguir una

sensibilidad UV maxima

3

Para aplicaciones que requieran una sensibilidad UV alta, puede instalarse un
mezclador adicional de 200 uL. (Mezclador de volumen bajo (200 uL)
(56067-1565)) para reducir el ruido de mezcla residual. Este mezclador de
pequeno tamaiio ofrece la linea base de ruido UV mas baja posible incluso en
condiciones de gradiente extremas. Consulte la Figura 14 en la pagina 45.

Volumen de retardo medio
de 320 pl que ofrece
una sensibilidad UV ultrarrapida y
superior con columnas
de 2,1 mm de d.i.

Sensor
de presion

Conector
de tipo T
de mezcla

Sensor
de presion

Mezclador
de 200 pl

Valvula
de purga

Figura14  Configuracion de volumen de retardo medio para columnas de 2,1 mm de d.i.
para conseguir una sensibilidad UV maxima
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Configuracion optima del instrumento para columnas de 3y 4,6 mm
de d.i.

Configuracion de volumen estandar de retardo para conseguir una
sensibilidad UV maxima y una transferibilidad de métodos directa

Los volimenes de columna relativos de las columnas de 3 mm y 4,6 mm de dia-
metro interno son entre dos y cinco veces mayores, respectivamente, que los
de las columnas de idéntica longitud y 2,1 mm de didmetro interno, por lo que
las velocidades de flujo utilizadas también son proporcionalmente mayores.
Por tanto, el volumen estandar de retardo de la bomba binaria no generara un
retardo de gradiente significativamente mayor.

La desconexion unicamente Paso de flujo

debe realizarse aqui Mezclador
de 400 pl

Conector de tipo T
de mezcla

Sensor
de presion

Sensor de presion

Volumen estandar de retardo

600-800 pl
" Amortiguador

Mezclador de 400 pl

Valvula de purga

Figura15 Configuracion de volumen estandar de retardo para columnas de 3y 4,6 mm
de d.i. con una sensibilidad UV maxima
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La configuracion de volumen estandar de retardo también permite una trans-
feribilidad de métodos directa desde los sistemas LC de las series Agilent 1100

y 1200 al si
pagina 47 s

stema LC Binario 1260 Infinity o viceversa. En la Figura 16 en la
e muestran dos cromatogramas superpuestos de un método de ana-

lisis del paracetamol y las impurezas asociadas a este. El método se transfirio

desde un si

stema LC de la serie Agilent 1200 a un sistema LC Binario Agilent

1260 Infinity y las condiciones cromatograficas (columna, fase mévil, configu-
racion de la bomba, volumen de inyeccién, temperatura de la columna y confi-
guracion del detector) no se modificaron. Tal como puede observarse, se trata

de un método que permite una transferencia perfecta.
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] Paracetamol
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60
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Figura16  Comparacion entre un sistema de la serie Agilent 1200 y otro sistema LC Agi-
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Como conseguir volumenes de inyeccion mas elevados

48

La configuracion estandar del inyector automatico Agilent 1260 Infinity per-
mite inyectar un volumen maximo de 100 uL con el capilar del loop estandar.
Para aumentar el volumen de inyeccion se puede instalar el Kit de actualiza-
cion de extraccion miltiple (G1313-68711). Con este kit puede anadir un maxi-
mo de 400 uL o 1400 uL al volumen de inyeccion de su inyector. En ese caso, el
volumen total ascendera a 500 uL o 1500 uL en el caso del inyector automatico
1260 Infinity con la cabeza analitica de 100 uL. Tenga en cuenta que el volu-
men de retardo del inyector automatico aumenta cuando se utilizan los capila-
res de asiento extendidos del kit de extracciéon miultiple. Cuando calcule el
volumen de retardo del inyector automatico, debera doblar el volumen de los
capilares extendidos. El volumen de retardo del sistema debido al inyector
automatico aumentara en consecuencia.

Cada vez que se reduzca un método de una columna mayor a una columna
menor, es importante que la traslaciéon del método prevea la reduccion del
volumen de inyeccién en proporcioén al volumen de la columna con el fin de
mantener el rendimiento del método. El objetivo es mantener el volumen de la
inyeccién al mismo volumen de porcentaje con respecto a la columna. Esto es
especialmente importante si el disolvente de inyeccion es mas fuerte (mas
eluotropico) que la fase mévil inicial y cualquier incremento afectara a la
separacion, especialmente en los primeros picos del analisis (factor de reten-
cién bajo). En algunos casos, puede generar la distorsion de los picos y la regla
general es mantener el disolvente de inyeccion sin variacion o mas débil que la
composicion de gradiente inicial. Esto influye en la decisién de si puede incre-
mentarse el volumen de inyeccion y en qué medida. El usuario debe compro-
bar si hay signos de mayor dispersion (picos mas anchos o sesgados y una
resolucion reducida del pico) al intentar incrementar el tamaiio de la inyec-
cion. Si la inyeccion se realiza en un disolvente débil, es probable que el volu-
men pueda incrementarse porque el efecto consistira en concentrar el analito
en la cabeza de la columna al inicio del gradiente. Por el contrario, si la inyec-
cion se realiza en un disolvente mas fuerte que la fase moévil inicial y se incre-
menta el volumen de inyeccion, la banda del analito se extendera hacia la
parte inferior de la columna antes que el gradiente, lo que dara lugar a una
dispersion de los picos y una pérdida de resolucion.

Quizas la principal consideracion a la hora de determinar el volumen de inyec-
cion sea el diametro de la columna, ya que este afectara en gran medida a la
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dispersion de los picos. Las alturas de los picos pueden ser mas elevadas en
una columna estrecha que con una inyeccién mayor en una columna mas
ancha. Esto se debe a que la dispersion de los picos es menor. En el caso de
columnas tipicas con un diametro interno de 2,1 mm, los volimenes de inyec-
cion tipicos podrian oscilar entre 5y 10 ul, pero depende en gran medida de la
quimica del analito y de la fase mévil, tal como se indic6é anteriormente. En
una separacion de gradiente, se podrian alcanzar voliimenes de inyeccion de
aproximadamente un 5 % del volumen de la columna manteniendo una resolu-
cion y una dispersiéon de los picos buenas.
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Como conseguir tiempos de ciclo mas cortos

50

Pueden conseguirse tiempos de ciclo mas cortos mediante la seleccién de una
columna corta con buena selectividad. Las dimensiones de la columna tam-
bién vienen determinadas por el sistema de deteccion que se utilice. Las
columnas de 3,0 mm de didmetro interno resultan idéneas para la deteccién
UV, ya que son las que permiten obtener velocidades lineales mas altas. Con
las columnas de 4,6 mm de diametro interno también pueden obtenerse veloci-
dades lineales altas, pero la velocidad de flujo maxima queda limitada a

5 mL/min.

Para las columnas de 4,6 mm y 3,0 mm de didmetro interno deberia utilizarse
la configuracion de volumen estandar de retardo de la bomba (consulte la
Figura 13 en la pagina 44). Por otra parte, para las columnas de 2,1 mm de
diametro interno deberia emplearse la configuracion de volumen de retardo
bajo. Asimismo, cuando se utilicen columnas de 2,1 mm de didmetro interno
deberia instalarse el kit de dispersion baja, para aportar el mayor volumen
extracolumna posible. Para conseguir una sensibilidad UV maxima, se reco-
mienda utilizar también el mezclador corto (Mezclador de volumen bajo (200
uL) (5067-1565)).

Las condiciones cromatograficas dependen enormemente de los compuestos
que vayan a analizarse; no obstante, pueden aplicarse algunas reglas generales
para conseguir tiempos de analisis cortos:

* Las velocidades de flujo deberian ser tan altas como sea posible, en funciéon
de la resolucién requerida, la retropresion y el sistema de deteccién utili-
zado.

* Deberian utilizarse gradientes pronunciados.

* Le recomendamos utilizar temperaturas elevadas en la columna para per-
mitir velocidades de flujo altas que permitan reducir atin mas el tiempo de
analisis. Pueden utilizarse columnas ZORBAX SB a temperaturas de hasta
90 °C con valores de pH bajos.

Regeneracion alterna de columnas

Pueden obtenerse tiempos de analisis atin mas cortos utilizando una valvula
de regeneracion de columnas combinada con una bomba de regeneracion. Esta
configuracioén posibilita regenerar la columna previamente usada mientras se

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema



Optimizacion del LC Binario Agilent 1260 Infinity 3

realiza el analisis en la segunda columna. Con esto se reducen notablemente
los tiempos de ciclo.

La utilizaciéon de dos columnas, dos bombas y una valvula de 2 posiciones y 10
puertos permite cambiar de columna y minimizar los tiempos de ciclo mini-
mos entre inyecciones. Habitualmente, las columnas con la misma quimica y
del mismo lote ofrecen una precisiéon en lo que respecta al tiempo de retencion
que posibilita procesar los datos utilizando una misma tabla de calibraciéon.

Consulte la guia de usuario de soluciones de valvulas para obtener mas deta-
lles acerca de la regeneracion alterna de columnas.
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Reduccion automatica del volumen de retardo (ADVR)

El inyector automatico de alto rendimiento Agilent 1260 Infinity ofrece la
posibilidad de realizar inyecciones solapadas (OI) y/o conseguir una reduc-
ciéon automatica del volumen de retardo (ADVR). Esto significa que la valvula
de inyeccion se desconecta del paso de flujo una vez que la muestra ha alcan-
zado la parte superior de la columna. Con esto se reduce notablemente el volu-
men de retardo (consulte la Figura 17 en la pagina 52).
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Figura17 Reduccion del volumen de retardo

Cuanto menor sea la velocidad de flujo, mayores seran los efectos negativos
que pueda ejercer el volumen de retardo. En la Figura 17 en la pagina 52 se
utiliz6 una columna de 2,1 mm de didmetro interno con una velocidad de flujo
de 0,6 mL/min. El volumen de retardo se redujo paso a paso desde la linea mas
baja hasta la linea mas alta. La influencia sobre el tiempo de andlisis total y los
efectos que genera (en especial sobre la anchura y la altura de los primeros
picos) resultan evidentes.

El inconveniente de la inyeccién solapada y la reducciéon automatica del volu-
men de retardo es que el inyector automatico no permanece en el paso de flujo
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durante todo el tiempo de analisis. En el caso de los compuestos muy pegajo-
sos, esto podria dar lugar a un arrastre de contaminantes y/o una discrimina-
cion de compuestos mayores.

El arrastre de contaminantes es el porcentaje del compuesto que queda en las
piezas del instrumento que entran en contacto con la muestra y no se intro-
duce en la columna para su analisis. Esto también implica que dicho porcen-
taje se pierde para la medicion cuantitativa (es decir, que se produce una
discriminacion). El arrastre de contaminantes puede medirse inyectando
disolvente puro tras la finalizaciéon del analisis de la muestra. La discrimina-
cién y el arrastre de contaminantes adquieren una importancia ain mayor si
los compuestos del analito son apolares y en la parte inicial del gradiente se
utiliza un elevado porcentaje de agua. En el caso mas desfavorable, se produci-
ra la precipitacion del compuesto apolar sobre la superficie de contacto. La
colocaciéon de pequerios tapones (por ejemplo, de dimetisulf6xido) antes y des-
pués del tapon de la muestra puede ayudar a minimizar este problema.

En la inyeccién solapada o la reducciéon automatica del volumen de retardo, el
tiempo que debe transcurrir antes de que la valvula de inyeccién cambie al
modo de bypass debe aumentarse elevando el valor del factor de lavado hasta
20. De esta forma, se incrementa el tiempo durante el cual el volumen de
retardo del inyector automatico se lava con fase moévil.

Como conseguir un alto rendimiento

La inyeccion se puede optimizar en términos de velocidad recordando que
dibujar la muestra demasiado deprisa puede reducir la reproducibilidad. Se
pueden obtener ganancias marginales en este sentido, ya que los volimenes de
muestra utilizados tienden hacia el extremo mas pequeiio del rango en todo
caso. Los movimientos de la aguja desde el vial hasta el puerto de lavado con-
sumen una parte significativa del tiempo de inyeccion. Estas manipulaciones
se pueden efectuar mientras se lleva a cabo la separacién previa. Esto es lo
que se conoce como "inyeccién solapada"y puede activarse facilmente desde la
pantalla de configuracion del inyector automatico en el software de control. Se
puede indicar al inyector automatico que cambie el flujo a través suyo a
bypass una vez que se haya realizado la inyeccién y seguidamente tras, por
ejemplo, 3 minutos en un analisis de 4 minutos, para que inicie el proceso de
aspiracion de la siguiente muestra y la preparacion de la inyeccion. Esta estra-
tegia puede ahorrar entre 0,5 y 1 minuto por inyeccion.
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Como conseguir un arrastre de contaminantes minimo

54

El arrastre de contaminantes se mide cuando los picos residuales de una
inyeccion de activos anterior se muestran en una inyecciéon de disolvente en
blanco posterior. El arrastre de contaminantes entre las inyecciones de activos
puede producir resultados erréneos. El nivel de arrastre de contaminantes se
representa como el area del pico en la solucion en blanco y se expresa como
un porcentaje del area en la inyeccién de activos anterior. El inyector automat-
ico Agilent 1260 Infinity se ha optimizado para conseguir un arrastre de con-
taminantes minimo gracias al cuidado diseno del paso de flujo y al uso de
materiales en los que se minimiza la adsorciéon de la muestra. Se deberia poder
alcanzar un nivel de arrastre de contaminantes de 0,002 %, incluso si el detec-
tor es un espectrometro de masas de cuadrupolo triple. Los ajustes de funcio-
namiento del inyector automatico permiten al usuario definir los parametros
adecuados para minimizar el arrastre de contaminantes en cualquier aplica-
cion que utilice compuestos que se puedan adherir facilmente al sistema.

Las siguientes funciones del inyector automatico se pueden utilizar para mini-
mizar el arrastre de contaminantes:

* Lavado interno de la aguja

* Lavado externo de la aguja

* Retrolimpieza del asiento de la aguja

* Limpieza de la valvula de inyecciéon

El paso de flujo, incluido el interior de la aguja, se lava continuamente durante
el funcionamiento normal, lo que proporciona una buena eliminacién del
arrastre de contaminantes en la mayoria de las situaciones. La reduccién auto-
matica del volumen de retardo (ADVR) reducira el volumen de retardo, pero
también disminuira el lavado del inyector automatico, por lo que no se deberia

utilizar con analitos para los que el arrastre de contaminantes pudiera supo-
ner un problema.

Para garantizar un arrastre de contaminantes minimo, aplique las recomenda-
ciones siguientes:

+ Utilice siempre el inyector automatico con la valvula de inyeccién en la
posicién de mainpass.

* Lave el exterior de la aguja con un disolvente adecuado en el puerto de
lavado. El tiempo de lavado deberia ser como minimo de 10 s.
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* Si es posible, reduzca la velocidad de extracciéon a 10 uL/min.

» Utilice los viales tapados de 2 mL de Agilent (Tornillo del vial del capilar, 2
mL (5182-0556)).

* Si el asiento esta contaminado, lleve a cabo un procedimiento de lavado del
asiento adecuado.

* Emplee disolventes de lavado que puedan disolver los componentes de la
muestra.

+ Utilice fases moéviles acidas para los compuestos basicos.

Lavado y limpieza del inyector automatico para conseguir un arrastre de
contaminantes practicamente nulo

Durante la rutina de inyeccion, el loop de la muestra, el interior de la aguja, el
capilar del asiento y el canal principal de la valvula de inyecciéon estaran en el
paso de flujo y permaneceran en este a lo largo de la duracién integra del anal-
isis. Esto quiere decir que dichos componentes se ven sometidos a un lavado
continuo con fase mo6vil durante toda la duracién del andlisis. La valvula de
inyeccién tinicamente se desconecta del paso de flujo durante la aspiracion de
la muestra. En esta posicion, el efluente de la bomba se dirige directamente
hacia la columna. Antes de la inyeccion, la superficie exterior de la aguja se
lava con disolvente limpio. Para ello se utiliza el puerto de lavado del inyector
automatico, lo que evita la contaminacién del asiento de la aguja. El puerto de
lavado del inyector automatico se rellena con disolvente limpio por medio de
una bomba peristaltica instalada en la carcasa de dicho inyector. El puerto de
lavado tiene un volumen aproximado de 680 uL, mientras que la bomba pro-
duce un flujo de 6 mL/min. Al ajustar el tiempo de lavado a 10 s, el volumen
del puerto de lavado se rellena mas de una vez con disolvente limpio, lo que
resulta suficiente para limpiar el exterior de la aguja en la mayoria de los
€asos.

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema 55



3

Optimizacion del LC Binario Agilent 1260 Infinity

Como conseguir una resolucion mas elevada

56

Una separacion con una resoluciéon mas elevada mejorara el analisis cuantita-
tivo y cualitativo de los datos, permitira separar un nimero mayor de picos u
ofrecera un alcance mayor para acelerar el proceso de separaciéon. Este apar-
tado explica el modo en el que se puede aumentar la resolucién y tiene en
cuenta los siguientes puntos:

* Optimizacion de la selectividad

* Relleno con particulas de menor tamaiio

* Columnas mas largas

* Gradientes menos pronunciados, flujo mas rapido

* Volumen extracolumna minimo

* Optimizacion del disolvente y el volumen de inyeccién

* Recogida de datos suficientemente rapida

La siguiente ecuacion de resolucion describe la resoluciéon entre dos picos:

1 (o =1) (k, +1)
Rs=—/N =222
' 4\/_ o k,

donde:

* R =resolucion,

* N =recuento de placas (medida de la eficacia de la columna),

* o = selectividad (entre dos picos),

* kg =factor de retencion del segundo pico (anteriormente denominado "fac-
tor de capacidad").

La selectividad (o) es el elemento que tiene un efecto mas significativo sobre la

resolucion y, en la practica, la variacion de este elemento implica un cambio

en el tipo de fase estacionaria (C18, C8, fenil, nitrilo, etc.), en la fase mé6vil y en

la temperatura con el objetivo de maximizar las diferencias de selectividad

entre los solutos que se desee separar. Esto constituye una parte importante

del trabajo y se realiza mejor con un sistema automatizado de desarrollo del

método, el cual permite un amplio abanico de condiciones en lo que respecta a
columnas y fases méviles diferentes para su evaluacién en un protocolo orde-
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nado de exploraciéon. En este apartado se describe la manera de obtener una
mayor resolucion con cualquier fase moévil o estacionaria seleccionada. Si se
emplea un sistema automatizado de desarrollo del método para adoptar la
decision sobre las fases, es probable que se utilicen columnas cortas para un
analisis rapido en cada paso de la exploracion.

La ecuacién de resolucién muestra que el namero de platos o la eficiencia (N)
es el segundo elemento mas importante. Este elemento se puede optimizar de
diferentes maneras. N es inversamente proporcional al tamaiio de las particul-
as y directamente proporcional a la longitud de una columna; por lo tanto, un
tamafno pequefio de las particulas y una columna mas larga daran lugar a un
numero de placas mas elevado. La presion aumenta con el inverso del cua-
drado del tamafio de las particulas y, de una manera proporcional, con la lon-
gitud de la columna. La resolucién aumenta con la raiz cuadrada de N; por lo
tanto, si se dobla la longitud de la columna, la resolucién aumentara en un fac-
tor de 1,4 . El resultado obtenido depende de la viscosidad de la fase moévil, ya
que esta directamente relacionado con la presiéon. Las mezclas de metanol
generaran una retropresion mayor que las mezclas de acetonitrilo. A menudo
se prefiere el acetonitrilo, ya que las formas de los picos son mejores y mas
estrechas, ademas de contar con una baja viscosidad; no obstante, el metanol
produce, por lo general, una selectividad mejor (en el caso de moléculas
pequenas de menos de 500 Da). Se puede reducir la viscosidad si se aumenta
la temperatura, pero se debe tener en cuenta que este aumento puede modifi-
car la selectividad de la separacion. El experimento mostrara si esto causa un
aumento o un descenso de la selectividad. A medida que el flujo y la presion
aumentan, se debe tener en cuenta que el calentamiento dentro de la columna
como consecuencia de la friccion aumentara. Como consecuencia, se podria
originar un ligero aumento en la dispersiéon, ademas de un cambio pequefo en
la selectividad (ambos efectos podrian considerarse como una reduccion de la
resolucion). La reduccion de la temperatura del termostato en unos pocos gra-
dos podria compensar este tltimo efecto. De nuevo, los resultados se revela-
rian de nuevo tras el experimento.

La curva de Van Deemter muestra que la velocidad de flujo 6ptima a través de
una columna inferior a dos micrones es mayor que para las particulas mas
grandes y que es bastante plana a medida que la velocidad de flujo aumenta.
Por lo general, las velocidades de flujo mas 6ptimas para las columnas inferio-
res a dos micrones son: 2 ml/min para columnas con un diametro interno de
4,6 mm y 0,4 ml/min para columnas con un didmetro interno de 2,1 mm.
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En las separaciones isocraticas, el aumento del factor de retencion (k) tiene
como resultado una mejor resolucion, ya que se retiene el soluto durante un
periodo mayor. En las separaciones de gradiente, la retenciéon se describe

. * . . 2
mediante k en la siguiente ecuacion:

oo o F 100

“A%B V. S

m

donde:

- Kk =valork medio,

* tg=duracién del gradiente (o segmento del gradiente) (min),
* F =flujo (mL/min),

* Vp, = volumen de retardo de la columna,

* A%B = cambio en la fraccién del disolvente B durante el gradiente,

* S = constante (alrededor de 4 0 5 en el caso de moléculas pequenas).

Esto muestra que k y, en consecuencia, la resoluciéon, pueden aumentar si se
tiene un gradiente menos pronunciado (un cambio de 2 a 5 %/min constituye
una referencia), una velocidad de flujo mayor y una columna de volumen
menor. Ademads, la ecuaciéon muestra como se puede acelerar un gradiente
existente: si se dobla el flujo, pero el tiempo del gradiente se reduce a la mitad,

* ., .
k permanece constante y la separacién presenta el mismo aspecto aunque
ocurra en la mitad de tiempo.

Una reduccién del volumen extracolumna disminuira la dispersion y ofrecera
una mejor resolucion. Esto ya se ha optimizado en el sistema LC Binario 1260
Infinity mediante los capilares de diametro estrecho (diametro interno de
0,12 mm; compruebe que la longitud mas corta se utilice entre la columna y el
detector) y la celda de flujo de cartucho Max-Light.

Finalmente, se deben mantener las ganancias en la resolucién mediante una
recopilacién de datos que sea lo suficientemente rapida para perfilar picos
estrechos con precision.

En resumen, para aumentar la resoluciéon deberian tenerse en cuenta los
siguientes pasos:

* El primer paso para mejorar la resolucién siempre debe ser la realizacion
de pruebas con distintas fases estacionarias y la seleccion de la columna
que ofrezca una mejor separacion. Este es el parametro mas importante
asociado a la resolucion.
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* El segundo paso es utilizar columnas largas o incluso columnas acopladas
para aumentar el nimero de platos.

» El tercer paso seria desplazar los picos hacia factores de retencién mas
altos. Para valores de k entre 5 y 10, el efecto es significativo. Para valores
de k mas elevados, el efecto es muy bajo.

En la practica, esto se traduce en que el uso de columnas mas largas con una
selectividad apropiada mejora la resolucion.
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Configuracion optima del instrumento para conseguir una alta
resolucion

Compartimento de las columnas

La version estandar del compartimento de las columnas puede utilizarse para
columnas de 4,6 mm de didmetro interno. Con velocidades de flujo mayores de
2 mL/min y temperaturas superiores a 60 °C, el efluente de la columna debe-
ria refrigerarse hasta alcanzar la temperatura del detector utilizando el enfria-
dor/calentador de 1,5 uL del compartimento de las columnas. Con esto se
garantiza un nivel de ruido minimo cuando se usen detectores UV, incluso con
una velocidad de flujo de 5 mL/min y una temperatura de 80 °C (consulte la
Figura 18 en la pagina 60).
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Figura 18 Influencia de la refrigeracion posterior a la columna (PCC) sobre el ruido de la
linea base

Si se utilizan columnas de 2,1 mm de didmetro interno con velocidades de

flujo bajas, se deberia utilizar el dispositivo calentador pequefio para minimi-
zar el volumen extracolumna.
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Volumen extracolumna

Para que la columna pueda mantener una resolucion alta, el volumen extraco-
lumna (en especial después de la columna) deberia ser tan bajo como resulte
posible.

Para las columnas de 4,6 mm de didmetro interno deberia utilizarse la con-
figuracion estandar de retardo para la bomba (consulte la Figura 15 en la
pagina 46).

Para las columnas de 2,1 mm de didmetro interno, deberia utilizarse la con-
figuracion de retardo bajo para la bomba y deberia instalarse el kit de dis-
persion baja en el compartimento de las columnas. Para obtener una
sensibilidad UV maxima se recomienda utilizar también el mezclador corto
(consulte la Figura 13 en la pagina 44 y la Figura 14 en la pagina 45).

El volumen de inyeccién también es importante, en especial si la muestra se
encuentra disuelta en un disolvente organico. En ese caso, el gradiente
deberia comenzar con un porcentaje bajo de fase organica para concentrar
los componentes en la parte superior de la columna. Esto evitara la disper-
sién de los picos a causa de la inyeccion.

La celda de cartucho Max-Light de 10 mm presenta un volumen de disper-
sion bajo (c del volumen = 1,0 uL)) y no requiere ningin tipo de optimiza-
cién adicional del volumen.

Cuando se utilice la celda de sensibilidad alta Max-Light alternativa de

60 mm para obtener una sensibilidad mas elevada, el volumen de la celda se
optimizara de forma que pueda usarse con columnas de 3 mm y 4,6 mm de
diametro interno.
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Velocidad de muestreo

El valor de la velocidad de muestreo del detector UV debe seleccionarse
correctamente. Si se selecciona una velocidad de muestreo demasiado baja, se
producira un aumento de la anchura de los picos y se reducira la resoluciéon
(consulte la Figura 19 en la pagina 62).
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Figura19 Representacion de la anchura de pico frente a la velocidad de muestreo UV

La Tabla 6 en la pagina 63 muestra la dependencia de la anchura de los picos,
la resolucion y la capacidad de picos con respecto a la velocidad de muestreo.
Para conseguir una LC rapida o ultrarrapida deben utilizarse velocidades de
muestreo altas; de lo contrario, la separacioén que se consigue en la columna se
perdera en el detector.
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Tabla6  Relacion entre la velocidad de muestreo y el rendimiento cromatografico

Velocidad de muestreo  Anchura de pico Resolucion Capacidad de picos
80 Hz 0,300 2,25 60
40 Hz 0,329 2,05 55
20 Hz 0416 1.7 45
10 Hz 0,666 117 29
5Hz 1,236 0,67 16

Al comparar la velocidad de muestreo de 80 Hz con la de 20 Hz se observan
mejoras en los aspectos siguientes:

* Anchura de pico:
-30%
* Resolucion:
+30 %
* Capacidad de picos:
+40 %
* Eficacia aparente de la columna:
+70 %

Condiciones cromatograficas

Tal como se indic6 previamente, las condiciones cromatograficas dependen de
los compuestos que deban analizarse. No obstante, en este caso también exis-
ten algunas reglas generales:

* Deberian utilizarse velocidades de flujo moderadas; sin embargo, algunos
experimentos realizados recientemente han demostrado que las velocida-
des de flujo altas también pueden resultar ventajosas para mejorar la sepa-
racién. Para columnas de 4,6 mm de didmetro interno rellenas con
particulas de tamafo inferior a 2 um, se recomienda utilizar una velocidad
de flujo inicial de 2 mL/min. Para columnas de 2,1 mm de didmetro interno
con particulas de tamaiio inferior a 2 um, una velocidad de flujo de
0,4 mL/min podria ser un buen punto de partida.

* Deberian utilizarse gradientes moderados; por ejemplo, un cambio de gra-
diente del 2 — 5 % por minuto.
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Como conseguir una resolucion mas elevada

* La temperatura de la columna es otro parametro adicional de optimizacién.
La temperatura puede influir sobre la separacion, por lo que es un factor
que no deberia pasarse por alto.
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Como conseguir una sensibilidad mas elevada

La sensibilidad de un método de separacion va ligada a la eleccion de las fases
estacionaria y movil, ya que se desea una buena separacién con picos estre-
chos y una linea base estable con un ruido minimo. La eleccion de la configu-
racion del instrumento tendra un efecto directo, mientras que la configuraciéon
del detector es esencial.
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Configuracion optima del instrumento para conseguir una
sensibilidad elevada

Consideraciones generales

Para conseguir una linea base de ruido lo mas baja posible, se recomienda
utilizar la configuraciéon de volumen estandar de retardo para la bomba
binaria 1260 Infinity .

De nuevo, el volumen de inyeccién y el disolvente utilizado para disolver las
muestras son factores importantes. Es importante que los compuestos se
enfoquen en la parte superior de la columna, para evitar la dispersiéon de
picos debido a la inyeccion, que reduciria la altura de los picos. Para ello, la
muestra deberia disolverse en un disolvente cuya composicion presente
una fuerza de elucién mas baja que la de la fase mévil.

La temperatura de la columna no deberia ser demasiado baja, para evitar
una retencién prolongada de los picos en la columna. Eso daria lugar a
picos dispersos y de menor altura.

La velocidad de muestreo del detector UV deberia seleccionarse en funciéon
de la anchura de pico real. No deberian utilizarse velocidades de muestreo
mas altas de lo necesario, ya que generarian mayores niveles de ruido.

Los detectores UV disponibles son el detector de diodos Agilent 1260 Infi-
nity (G4212B) y el detector de longitud de onda variable Agilent 1260 Infi-
nity (G1314F), con unas velocidades de muestreo de 80 Hz y unos niveles de
ruido y deriva significativamente mas bajos.

En el apartado “Eleccion de la celda de flujo” en la pagina 68 se incluye un
resumen de las celdas de flujo disponibles para el detector de diodos (DAD)
G4212B . Para obtener informacion acerca de las celdas de flujo utilizadas

con el detector G1314F , consulte el manual de usuario del detector de lon-
gitud de onda variable Agilent 1260 Infinity .

Condiciones cromatograficas

Para conseguir una relacién seinal-ruido 6ptima, resulta ventajoso que los
picos se eluyan rapidamente.

Para conseguir eluir los picos con valores de k bajos deberian utilizarse

velocidades de flujo altas.

También pueden utilizarse gradientes mas rapidos para eluir los picos con

valores de k bajos.
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Columnas

La sensibilidad se especifica como una relacion senal-ruido, de ahi la necesi-
dad de maximizar la altura de los picos y de minimizar el ruido de la linea
base. Cualquier reducciéon en la dispersion de los picos contribuira a mantener
la altura de los picos. Por lo tanto, el volumen extracolumna se deberia mini-
mizar mediante el empleo de un didmetro interno estrecho y corto, de capila-
res de conexion y de conexiones instaladas correctamente. El uso de columnas
con un didmetro interno mas pequeno deberia dar lugar a una altura mayor de
los picos y, por consiguiente, seria perfecto en el caso de aplicaciones con can-
tidades de muestra limitadas. Si se puede inyectar la misma cantidad de mues-
tra en una columna con un didmetro interno mas pequena, la dilucién debida
al diametro de la columna sera menor y la sensibilidad aumentara. Por ejem-
plo, si se reduce el didAmetro interno de la columna de 4,6 mm a 2,1 mm, se
obtendra una ganancia tedrica en la altura de los picos de 4,7 times como con-
secuencia de la menor dilucién de la columna. En el caso de un detector espec-
trométrico de masas, las velocidades de flujo menores de las columnas
estrechas pueden producir eficacias de ionizacién mas elevadas y, por tanto,
una mayor sensibilidad.

Parametros del detector

El detector dispone de varios parametros que se utilizan para optimizar su
rendimiento. Los siguientes apartados describen cémo afectan los parametros
del detector a las caracteristicas de rendimiento:

* La celda de flujo afecta a la sensibilidad.

* La longitud de onda y la anchura de banda afectan a la sensibilidad, la
selectividad y la linealidad.

* La anchura de rendija afecta a la sensibilidad, la resolucién espectral y la
linealidad.

* La anchura de pico afecta a la sensibilidad y la resolucion.
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Eleccion de la celda de flujo

Existen varios tipos de celdas de flujo de cartucho Max-Light disponibles (con-
sulte la Tabla 7 en la pagina 68).

Tabla 7 Especificaciones de las celdas de flujo de cartucho Max-Light
Celdas de + Celda de cartucho Max-Light (10 mm, V(s) 1,0 pL) (G4212-60008)
cartucho + Celda de cartucho Max-Light bioinerte (10 mm, V(s) 1,0 pL) (G5615-60018)

Celda de cartucho Max-Light (60 mm, V(s) 4,0 pL) (G4212-60007)

Celda de cartucho Max-Light bioinerte (60 mm, V(s) 4,0 uL) (G5615-60017)
Celda de cartucho Max-Light HDR (3,7 mm, V(s) 0,4 pL) (G4212-60032)
Celda de cartucho Max-Light ULD (10 mm, V(s) 0,6 pL) (G4212-60038)
Celda de test de cartucho Max-Light (G4212-60011)

Presion maxima  presisn de funcionamiento maxima (MOP) de 70 bar (1015 psi)’
Presion incidental maxima (MIP) de 150 bar (2175 psi)2

Rango de pH 1,0-12,5 (en funcion del disolvente)

! Presion de funcionamiento maxima (MOP): presion maxima a la que el sistema puede funcionar de

forma continua en condiciones normales.

2 Presion incidental maxima (MIP): presion maxima que puede soportar el sistema durante un
periodo de tiempo breve.

Aplicaciones normales

También se puede acceder a la Celda de cartucho Max-Light (10 mm,
V(s) 1,0 uL) (G4212-60008) abarca una amplia gama de aplicaciones:

* columnas de todos los diametros, de hasta 2,1 mm ID o incluso inferiores,

» aplicaciones con una dispersion de pico (anchura de pico x flujo) de hasta
~2 uL (ejemplo: una anchura de pico de 0,04 min con un flujo de
0,1 mL/min da lugar a una dispersion de pico de 0,04 min x 0,1 mL/min =
0,004 mL =4 pL).

Sensihilidad alta

Si se necesita una sensibilidad superior, se puede utilizar la Celda de cartucho
Max-Light (60 mm, V(s) 4,0 uL.) (G4212-60007) . Esta celda mejora el rendi-
miento del detector al reducir el limite de deteccion (LOD) en un factor
aproximadamente igual a tres (segin la aplicacion).
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Dispersion ultrabaja (ULD)

La celda de cartucho Max-Light ULD se puede utilizar con los detectores de
diodos G4212A y G4212B . Esta celda es un requisito de la solucion del kit de
dispersion ultrabaja que actualmente existe como Kit de dispersion ultrabaja
1290 Infinity (5067-5189). La celda debe formar parte de la solucion de disper-
sién ultrabaja.

Rango dinamico elevado (HDR)

La celda de cartucho Max-Light HDR se puede utilizar con los detectores de
diodos G4212A y G4212B . La celda es un requisito para la solucién de rango
dinamico elevado (HDR) que se presentara en marzo o abril de 2013.

Para proteger la celda de flujo frente a la sobrepresion (p. ej., en sistemas con LC/MS),
instale Kit de valvulas de liberacion de presion en linea (G4212-68001); consulte el manual
del detector de diodos Agilent Serie 1200 Infinity.
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Como evitar los bloqueos de columnas

70

Las columnas rellenas con particulas inferiores a 2 um también necesitan fri-
tas con un tamano de poro pequeno para evitar que el material de relleno se
arrastre. Esto aumenta inmediatamente el riesgo de bloqueo de las fritas con
particulas de la muestra, de la fase mévil y/o del propio instrumento. Para
proteger la columna, pueden instalarse filtros pequeiios adicionales (Figura 20
en la pagina 71) en la parte frontal de esta. También resulta recomendable fil-
trar la muestra a conciencia y/o centrifugarla, asi como evitar la presencia de
material particulado en las fases moéviles.

Para garantizar unos resultados 6ptimos, cumpla estas simples directrices de
uso:

1

Instale y ejecute la columna tinicamente en la direccion de flujo indicada en
la columna.

2 Utilice inicamente disolventes de gran calidad y grado cromatografico.

Filtre todos los tampones acuosos y todas las muestras con un filtro ade-
cuado de 0,2 um antes de utilizarlos.

Sustituya las botellas de disolucion tampon de la fase mévil cada 24 — 48 h
(no anada fase movil a la botella; utilice siempre una botella nueva).

No utilice una fase movil con sal de tampones elevada (> 50 mM) junto con
concentraciones de acetonitrilo elevadas, ya que existe el riesgo de produ-
cirse una precipitacion.

Se recomienda utilizar un filtro en linea para atrapar las particulas y
aumentar la vida ttil de la columna. Utilice el filtro en linea 1260 Infinity
mas adecuado para su columna: Filtro en linea LC 1260 Infinity, 2,1 mm,
tamano de poro de 0,2 um, presiéon max. de 600 bar, capilar de conexion de
acero inoxidable de 70 x 0,12 mm (5067-1551) para columnas de 2,1 de d.i.,
Filtro en linea LC 1260 Infinity, 4,6 mm, tamaiio de poro de 0,2 um, presion
max. de 600 bar, capilar de conexion de acero inoxidable de 90 x 0,17 mm
(56067-1553) para columnas de 4,6 mm o 3,0 mm de d.i. Cambie el filtro
cuando la presién aumente un 10 %.

Purgue las bombas (las conexiones hasta la columna) de cualquier tampoén
que contenga fases moviles y lavelas con 5 mL de disolvente antes de conec-
tar la columna al instrumento.
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8 Lave la columna con una fase mévil compatible, utilizando inicialmente una
velocidad de flujo lenta de 0,1 mL/min si se trata de una columna de
2,1 mm de diametro interno, 0,2 mL/min si se trata de una columna de
3,0 mm de didametro interno y 0,4 mL/min si se trata de una columna de
4,6 mm de didametro interno. Aumente la velocidad del flujo durante 5
minutos hasta el flujo deseado.

9 Una vez estabilizada la presion, conecte la columna al detector.

10 Equilibre la columna y el detector con volimenes de fase mévil equivalen-
tes a 10 columnas antes de su uso (1 - 5 mL en funcién del tamafo de la
columna).

11 Evite la sobrepresiéon. Compruebe el rango de presion del gradiente (que
puede ser de 100 — 130 bar o mayor) antes de iniciar una secuencia.

Para las fritas
de 2,1 mm
deben utilizarse
insertos con
cono pequefo

Para las fritas de 4,6 mm
deben utilizarse insertos
con cono grande

Figura20 Proteccion para columnas de 4,6 y 2,1 mm de d.i. rellenas con particulas de
1,8 pm, con una frita de entrada con un tamafio de poro de 0,2 pm
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Este capitulo incluye informacion sobre la instalacion del software, la instala-
cion de los modulos y la preparacion del sistema para su funcionamiento.
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Instalacion del software

Instalacion del controlador del software y el sistema de datos

Para obtener mas informacién sobre los procedimientos de instalaciéon del
software, consulte el manual del detector y los manuales del software.
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Instalacion del software Agilent Lab Advisor

Para obtener mas informacién sobre los procedimientos de instalacién del
software Agilent Lab Advisor, consulte la documentacién del software en el
DVD de Lab Advisor.

Agilent Lab Advisor sustituye y amplia las funciones de diagnéstico que sé6lo
se encontraban disponibles previamente en el software ChemStation.

Agilent Lab Advisor es una aplicacién basada en Windows que supervisa de
forma continua los instrumentos del laboratorio en tiempo real y aumenta la
productividad mediante la notificacion automatica de la necesidad de realizar
el mantenimiento o el servicio a través del uso de contadores avanzados. Esto
permite arreglar un problema antes de que este influya en los resultados. El
software incluye un conjunto extenso de informaciéon y documentaciéon del
usuario, un conjunto de calculadoras y herramientas para ayudar durante la
configuracion, la calibracién y el mantenimiento del instrumento, y pruebas y
diagnésticos periddicos para verificar el funcionamiento adecuado. Agilent
Lab Advisor también proporciona comentarios y soluciones para cualquier
error que pueda surgir en el instrumento. El software funcionara con o sin los
sistemas de datos de Agilent.

El software controla:
* el estado del médulo LC,

* el mantenimiento preventivo asistido (para estimar la necesidad de realizar
una actualizacion o sustitucion).

Ademas, el software:
* automatiza pruebas tutiles,

* intenta identificar instrumentos basados en LAN compatibles que estén
encendidos y conectados al PC o a la red del laboratorio,

* sugiere automaticamente piezas de sustitucion y tareas de resolucion de
problemas para algunos problemas comunes del instrumento.
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Instalacion de los modulos

Instalacion de los madulos del sistema

Para obtener mas informacién sobre los procedimientos de instalacion de los

moédulos, consulte los manuales de los médulos individuales. Estos manuales

también contienen informacién sobre las especificaciones, el mantenimiento y
las piezas.

Integracion en la red

Para integrar el sistema en la red, consulte los manuales de usuario de los
modulos (capitulo Configuracion LAN).
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Conexiones de los capilares y los tubos en el paso de flujo

En funcién de la configuracion del sistema, se utilizaran capilares de diferen-
tes longitudes y diametros. Dichos elementos se describen a continuacion.

Consulte los manuales de los médulos para obtener mas informacién acerca
de las conexiones internas de los capilares y tubos de estos.
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Configuracion e instalacion del sistema
Instalacion de los modulos

Conexiones para la configuracion de volumen estandar de retardo

En la Figura 21 en la pagina 78 se muestran las conexiones de los capilares y
tubos en el paso de flujo para la configuraciéon de volumen estandar de retardo
del LC Binario 1260 Infinity.

Cabina de disolventes

Desgasificador

S

Bomba

Inyector automatico

Termostato 2
Compartimento de columna 3
termostatizado

4
Detector (DAD)

5

Figura21 Conexiones de los capilares y tubos en el paso de flujo (configuracion de volu-
men estandar de retardo)
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Elemento Referencia

1 G1312-87303
1 G1312-87304
2 G1367-87304
2 01090-87306
3 G1316-87300
4 G1315-87311
5 5062-2462

5 5062-8535
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Descripcion

Capilar de acero inoxidable, 0,17 mm x 400 mm
(entre la bomba y el inyector automatico)

Capilar de acero inoxidable, 0,17 mm x 700 mm
(entre la bomba y el inyector automatico refrigerado)

Capilar de acero inoxidable, 0,17 mm x 250 mm
(entre el inyector automatico y el TCC)

Capilar de acero inoxidable, 0,17 mm x 380 nm
(entre el inyector automatico refrigerado y el TCC)

Capilar de acero inoxidable, 0,17 x 90 mm
(entre el TCC y la columna)

Capilar de acero inoxidable, 0,17 mm x 380 mm
(entre la columna y el detector DAD)

Tubo de PTFE, 0,8 mm x 2 m, pedido: 5 m
(entre el detector DAD y el sistema de residuos)

Kit de accesorios para residuos
(entre el detector VWD vy el sistema de residuos)

79



4  cConfiguracion e instalacion del sistema

Instalacion de los modulos

Conexiones para las configuraciones de volumen de retardo medio y bajo

En la Figura 22 en la pagina 80 se muestran las conexiones de los capilares y
tubos en el paso de flujo para las configuraciones de volumen de retardo
medio y bajo del LC Binario 1260 Infinity.

Cabina de disolventes

Desgasificador

by & |——FTf
lE=—— =

[

|

B! T |—pry
[T =

Bomba

Inyector automatico

Termostato

Compartimento de columna
termostatizado

Detector (DAD)

Figura 22

80

2
3
e 4
S =
rt T 7 =
5
=] o e |
6

Conexiones de los capilares y tubos en el paso de flujo (configuraciones de
volumen de retardo medio y bajo)
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Elemento Referencia

1 G1312-87303
1 G1312-87304
2 G1313-87304
2 01090-87610
3 G1316-80002
3 (G1316-80003
4 01090-87611

5 G1315-87312
6 5062-2462
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Descripcion

Capilar de acero inoxidable, 0,17 mm x 400 mm
(entre la bomba y el inyector automatico)

Capilar de acero inoxidable, 0,17 mm x 700 mm
(entre la bomba y el inyector automatico refrigerado)

Capilar de acero inoxidable, 0,12 mm x 180 mm
(entre el inyector automatico y el TCC)

Capilar de acero inoxidable, 0,12 mm x 280 mm
(entre el inyector automatico refrigerado y el TCC o el elemento
n.° 3, si esta instalado)

Longitud hacia arriba del calentador (0,12 mm de d.i. 1,6 pL de
volumen interno)

Longitud hacia abajo del calentador (0,12 mm de d.i. 1,6 pL de
volumen interno)

Capilar de acero inoxidable, 0,12 mm x 105 mm
(entre el TCC y la columna; no es necesario si esta instalado el
elemento n.° 3)

Capilar de acero inoxidable, 0,12 mm x 150 mm
(entre la columna y el detector DAD)

Tubo de PTFE, 0,8 mm x 2 m, pedido: 5 m
(entre el detector DAD y el sistema de residuos)

4
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Cebado del sistema

Cebado inicial

Cuando Antes de poder utilizar un desgasificador o los tubos de disolvente, es necesario cebar el sistema.
Se recomienda usar isopropanol como disolvente de cebado dada su miscibilidad con
practicamente todos los disolventes del sistema HPLC y sus excelentes propiedades humectantes.

Piezas necesarias Numero Descripcion
1 Isopropanol

Preparaciones Conecte todos los madulos hidraulicamente segun se describe en los diferentes manuales de los
modulos.

Rellene cada botella de disolvente con 100 mL de isopropanol.

Encienda el sistema

ADVERTENCIA A_I abrir las conexiones capilares o tubulares, puede derramarse parte del
disolvente.

El tratamiento de disolventes y reactivos toxicos y peligrosos puede entraiar
riesgos para la salud.

-> Siga los procedimientos de seguridad adecuados (lleve gafas, guantes y ropa
protectora) descritos en las especificaciones sobre el tratamiento de materiales y
normas de seguridad que suministra el proveedor del disolvente, especialmente
cuando se utilicen productos toxicos o peligrosos.

Se puede utilizar la herramienta de purga de Lab Advisor para purgar la bomba
automaticamente.

Si la bomba no puede aspirar el disolvente de las botellas, utilice una jeringa para trasladar
el disolvente de forma manual a través de los tubos y el desgasificador.
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Cuando se ceba el desgasificador de vacio con una jeringa, el disolvente pasa muy deprisa
a través de sus tubos. Por lo tanto, el disolvente a la salida del desgasificador no estara
completamente desgasificado. Bombee durante 10 minutos aproximadamente a la
velocidad de flujo deseada, antes de empezar cualquier analisis. Esto permitira que el
desgasificador de vacio desgasifique apropiadamente el disolvente en sus tubos.

Abra la valvula de purga de la bomba
Establezca la velocidad de flujo en 5 mL/min.
Seleccione el canal Al

Restablezca el flujo

ST BW N -

Observe si el disolvente esta avanzando a través de los tubos desde el canal
Al hacia la bomba. Si no es asi, desconecte los tubos del disolvente de la
valvula de seleccién del disolvente, coloque la jeringa con su adaptador y
haga pasar el liquido a través del desgasificador. Vuelva a colocar los tubos
en la valvula de seleccion del disolvente.

6 Bombee 30 mL de isopropanol para eliminar las burbujas de aire residua-
les.

71 Conecte al siguiente canal de disolvente y repita los pasos 5 y 6 hasta que se
hayan purgado todos los canales.

8 Cierre el flujo y la valvula de purga.
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Cebado regular

Cuando Cuando el sistema de bombeo se mantiene apagado durante cierto tiempo (por ejemplo, una
noche), el aire se redifunde en el canal de disolvente entre el desgasificador de vacio y la bomba. Si
los disolventes que contienen componentes volatiles se dejan en el desgasificador sin flujo durante
un largo periodo de tiempo, se producira una ligera pérdida de estos componentes volatiles.

Preparaciones Encienda el sistema

Se puede utilizar la herramienta de purga de Lab Advisor para purgar la bomba
automaticamente.

1 Abra la valvula de purga de la bomba girandola en el sentido contrario a las
agujas del reloj y fije la velocidad de flujo a 5 mL/min.

2 Limpie el desgasificador de vacio y todos los tubos con 10 mL de disolvente,
como minimo.
Repita los pasos 1 y 2 para otro(s) canal(es) de la bomba.
Fije la composicion y la velocidad de flujo necesarias para la aplicacion y
cierre la valvula de purga.

5 Bombee durante 10 minutos aproximadamente antes de comenzar la aplica-
ciéon.
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Piezas necesarias

Preparaciones

Configuracion e instalacion del sistema 4

Cambio de disolventes

Cuando se deba sustituir el disolvente de un canal por otro disolvente que no es compatible (los
disolventes son inmiscibles o un disolvente contiene un tampon), es necesario seguir el
procedimiento que aparece a continuacion para evitar la obstruccion de la bomba debido a la
precipitacion de sal o a las gotas de liquido residuales en algunas partes del sistema.

Nimero Referencia Descripcion
1 Purgado de disolventes, consulte Tabla 8 en la pagina 86
1 5022-2184 Union ZDV

Desmonte la columna y sustitiyala por una conexion ZDV.
Prepare las botellas con disolventes intermedios adecuados (consulte Tabla 8 en la pagina 86)

1 Si el canal no se llena con el tampén, lleve a cabo el paso 4.
Coloque el filtro de recogida de disolvente en una botella de agua.

Limpie el canal a una velocidad de flujo adecuada para los tubos instalados
(normalmente 3 — 5 mL/min) durante 10 min.

4 Modifique el paso de flujo de su sistema tal como se requiere para su aplica-
cion.
La sal de los tampones acuosos se puede precipitar en isopropanol residual.

La precipitacion de sal puede obstruir los capilares y el filtro.

-> Limpie las lineas de disolvente que contengan una alta concentracion de sales con
agua antes de introducir el disolvente organico.

-> Norealice los pasos del b al 7 para los canales que utilicen tampones acuosos como
disolvente.

b Sustituya la botella de disolvente por una botella de isopropanol.

6 Limpie el canal a una velocidad de flujo adecuada para los tubos instalados
(normalmente 3 — 5 mL/min) durante 5 min.

7 Cambie la botella de isopropanol por una botella de disolvente para su apli-
cacion.

8 Repita los pasos del 1 al 7 en el resto de canales de la bomba.
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9 Instale la columna deseada, ajuste la composicién necesaria y la velocidad
de flujo de su aplicacion y equilibre el sistema durante aproximadamente
10 minutos antes de iniciar un analisis.

Tabla8  Opcion de disolventes de cebado para distintos propdsitos

Actividad Disolvente Comentarios

Después de una instalacion Isopropanol El mejor disolvente para
extraer el aire del sistema

Cuando se cambia entre la Isopropanol Miscible con practicamente

fase reversa y la fase normal
(en ambas ocasiones)

Después de una instalacion

Para limpiar el sistema cuando
se utilizan soluciones tampon

Después de cambiar
disolventes acuosos

Después de la instalacion de
los sellos de la fase normal
(Sellos de PE (paquete de 2)
(0905-1420))

Etanol o metanol

Agua de grado HPLC

Agua de grado HPLC

Hexano + 5 % de isopropanol

todos los disolventes

Opcion alternativa al
isopropanol (segunda
eleccion) si no se dispone de
isopropanol

El mejor disolvente para
redisolver los cristales de las
soluciones tampoén

El mejor disolvente para
redisolver los cristales de las
soluciones tampon

Propiedades humectantes
optimas
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Este capitulo proporciona informacion sobre la adquisicion de datos y su analis-
is con el sistema LC Binario 1260 Infinity.
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Sobre la guia de inicio rapida

88

Este capitulo proporciona informacion sobre la utilizacién del sistema LC
Binario Agilent 1260 Infinity. Se puede utilizar como guia para llevar a cabo
un primer analisis rapidamente tras la instalacion, de manera que sirve tanto
de ejemplo de tutorial como de una comprobacién del funcionamiento general
del sistema. También incluye informacién mas detallada sobre los parametros
del método.

Este ejemplo muestra como configurar y realizar un analisis utilizando las
columnas y la muestra de comprobaciéon suministradas con el sistema LC
Binario Agilent 1260 Infinity. El ejemplo hace referencia a los menus y los
comandos de OpenLLAB CDS ChemStation Edition, pero también existen fun-
ciones idénticas disponibles en las opciones de control alternativas, como
OpenLAB CDS EZChrom Edition y el software MassHunter.

En adelante, los términos ChemStation y EZChrom haran referencia en todos
los casos a las herramientas Agilent OpenLAB CDS ChemStation Edition y
Agilent OpenLAB CDS EZChrom Edition, respectivamente.

Como punto de partida, se asume que el sistema se ha instalado, encendido y cebado una

primera vez (consulte “Cebado inicial” en la pagina 82). La lampara UV debe estar
encendida al menos 30 minutos antes de iniciar cualquier trabajo cuantitativo.
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Preparacion del sistema

Encendido del sistema

Si el sistema no esta completamente encendido y el software no muestra el
estado Preparado, siga estos pasos:

1 Encienda el sistema informatico y espere a que aparezca el escritorio de
Windows.

2 Active la alimentacion eléctrica de los médulos LC mediante el botén de la
parte inferior izquierda de cada médulo.

Se mostrara una luz verde de encendido en el centro del botén.

3 Para iniciar el software de control en el ordenador, haga clic sobre el icono
(si esta configurado). O bien, puede seleccionar Start > All Programs > Agilent
Technologies > OpenLAB > OpenLAB Control Panel. Seleccione el instrumento
correspondiente en el panel de navegacion bajo Instruments y haga clic sobre
Launch online.

El software ChemStation aparece en la vista Method and Run Control. Inicial-
mente, los médulos estan en modo de espera y en el estado No preparado,
excepto el inyector automatico, que se inicia inmediatamente con el estado
Preparado.

4 Para encender cada médulo de forma individual, haga clic con el botén
derecho del ratén en el icono correspondiente y seleccione Switch [module
name] on en el menu contextual.

También puede encender todos los médulos de forma simultianea en el sis-
tema si hace clic sobre el bot6n System On/0ff en la parte inferior derecha
del diagrama del sistema. El estado del sistema cambia de No preparado
(en amarillo) a Preparado (en verde) tras un breve periodo durante el cual
se obtienen los valores.
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Carga del método predeterminado

ChemStation posee un método predeterminado llamado DEF_LC.M que se carga
en la primera ejecucion o siempre que sea necesaria una nueva plantilla de
método en blanco. Contiene los ajustes predeterminados para todos los mo6d-
ulos.

Puede cargar el método DEF_LC.M con el procedimiento siguiente. Puede utili-
zarlo para configurar todos los parametros segin los ajustes predeterminados
o para obtener una plantilla de método en blanco antes de configurar un
nuevo método.

1 Acceda a la vista Method and Run Control de ChemStation.

2 En la barra de menii, seleccione Method > New Method... y seleccione
DEF_LC.M en el mena contextual.

O bien, puede utilizar el icono Load Method “J situado bajo la barra de meni
o puede hacer doble clic en el nombre del método DEF_LC.M en la pestana
Methods del panel de navegacion.

File RunControl Instrument Method Sequence ‘iew Abort Help

Q@ M@ PHENONES2.M ~  Sequences L3 kL oeFics
Roady/Reprocess DataMode [N I

ethod and 0 Q| Method and Run Contral

Main | Automation Controls

T OEROCALTH
() DEMOCALZ.M
() DGALSTST.M

() DGCALAS.M

() DGCALOQL.M
) DGCALOQ2.M
() DGCALOQ3.M
() DGCALOQ4.M
() DGCALOQS.M
() DGCALOQE.M

MInGraes M

El método predeterminado (DEF_LC.M) posee un conjunto de parametros pre-
determinados que pueden modificarse para crear un nuevo método. Por ejem-
plo, la velocidad de flujo esta establecida en cero y los campos Method
Information e Method History estan en blanco.

Tenga en cuenta que este método no se puede sobrescribir con nuevos parametros. Por
tanto, si hace clic en Save accedera a la funcion Save As..., por lo que debera introducir un
nombre de método diferente.
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Preparacion del sistema

Configuracion del grafico en linea

1 Sila ventana Online Plot no esta visible: haga clic en View > Online Signals >
Signal Window 1 para mostrar la ventana.

| DADMA, DAD: Signal A

a0
20—5
LE
a DI5 1‘ 1'5 2I 2'5 min‘
::I Change... | Adjust |1|ﬂ
2 Para configurar las sefales deseadas en la ventana Online Plot, haga clic en
Change....

Se abre la pagina Edit Signal Plot.

Edit Signal Plot

Available Signals Selecked Signals

PMP1E, BinPurnp: Pressure s DaD1A, DAD: Signal &
PIP1iC, BinPump: Flow

PP 1D, BinPump: Solvent Ratio &
PrP1E, BinPump: Solvent Ratio B
HrM1a, TCC: Left Temperature

HM1E, TCC: Right Temperature < Remave |
DAD1E, DAD =

DADLC, DAD: Signal [w]

—indow —Dalb1a, Dal: Signal &

x-axis I 3 il mir Type: acquired  ¥-axis range: I 100 ::| Ll
[ draw zero line [ auko y-adjust fosetil 10 ::| %

—Fraction Colleckor ————————— —Method Settings

[T Show Fraction collection ticks [ Use method settings Apply to Method |
(o] 4 | Cancel | Help |
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3 En el cuadro Available Signals, destaque las senales necesarias y haga clic en
Add para moverlas al cuadro Selected Signals.

4 Para configurar los ajustes individuales de cada sefial, destaque la sefial en
el cuadro Selected Signal y establezca los valores necesarios en la mitad infe-
rior de la pagina.

Ademas de las sefiales del detector, también se pueden mostrar como grafico las trazas de
parametros como la temperatura y la presion. Con Apply to Method, se pueden almacenar
los ajustes de esta pagina en el método.

La ventana Online Plot funciona como cualquier editor de graficos electrénico y
registra continuamente la salida del detector y otros parametros de salida. Las
senales se dibujan en la parte derecha de la ventana y se desplazan hacia la
izquierda. Se puede acceder hasta un maximo de 90 min de datos antiguos.
Esto es util para comprobar la linea base y consultar inyecciones previas. Las
escalas de los ejes X e Y se pueden ajustar directamente con los botones
arriba/abajo de cada eje.

El bot6n Adjust de la ventana Online Plot mueve el punto actual de la senal
seleccionada a la linea cero. La senal seleccionada esta indicada por el color
de las etiquetas del eje Y. Puede seleccionar una senal determinada si hace clic
sobre la senal o sobre la descripcion de la senal correspondiente en la parte
superior del grafico.

Al pulsar el boton Balance se ponen a cero todos los detectores.

Los cambios realizados en la pagina Online Plot no afectan de ningtin modo a los datos
almacenados en los ficheros de datos individuales.
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Purga de la homba

Purgue la bomba si...
* La bomba se ha cebado por primera vez.

* La bomba se va a purgar con disolvente nuevo antes de utilizar el sistema o
cuando se va a cambiar el disolvente por otro.

* La bomba ha estado inactiva durante una horas o mas tiempo (se reco-
mienda realizar la purga, ya que puede haber entrado aire en las lineas de
disolvente).

* Los depo6sitos de disolvente se vuelven a llenar y la bomba requiere que se
realice la purga para llenar el sistema con disolvente nuevo. Si se van a uti-
lizar disolventes diferentes, asegiurese de que el nuevo disolvente se pueda
mezclar con el disolvente anterior y, si es necesario, utilice un paso inter-
medio con un disolvente miscible conjuntamente (el isopropanol suele ser
una buena opcién; consulte la tabla de miscibilidad de disolventes).

Para obtener informacion sobre el procedimiento de purga, consulte “Cebado
regular” en la pagina 84.
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Adquisicion de datos en la vista Control del método y el analisis

94

Parametros del método para la comprobacion del sistema con una
muestra de comprobacion isocratica

Para realizar la comprobacién del LC Binario 1260 Infinity se llevara a cabo un
analisis de prueba con una mezcla de prueba isocratica (Muestra de verifica-
cion isocratica de Agilent (01080-68704)), utilizando para ello la columna
pedida y suministrada junto con su sistema.

Muestra de verificacion isocratica de Agilent (01080-68704) contiene los
siguientes componentes disueltos en metanol:

+ dimetilftalato,

+ dietilftalato,

* bifenilo,

* o-terfenilo.

Los parametros del método de separaciéon de esta mezcla de prueba se resu-
men en la Tabla 9 en la pagina 95 (para la configuracion de volumen estandar

de retardo) y la Tabla 10 en la pagina 96 (para la configuracién de volumen de
retardo bajo).

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema



Guia de inicio rapida

5

Tabla9  Parametros del método para el primer analisis de separacion (configuracion de
volumen estandar de retardo)

Madulo Parametro Configuracion

Bomba Disolvente A Agua
Disolvente B Acetonitrilo
Velocidad de flujp 4,0 mL/min

Composicion del
disolvente

Tiempo de parada
Inyector automatico Inyeccion

Compartimento de  Columna
las columnas

Temperatura

Detector Senal A

40% A, 60 % B

1 min (tiempo de post-analisis: 1 min)
1L

»  Columna Eclipse Plus C18, 4,6 x 100 mm, 3,5 ym
(959961-902)

*  Columna Poroshell 120 EC-C18, 3,0 x 50 mm, 2,7 pm
(699975-302)

» Columna Poroshell 120 EC-C18, 4,6 x50 mm, 2,7 pm
(699975-902)

40°C

Longitud de onda: 250 nm; anchura de banda: 4 nm
Longitud de onda de referencia: 360 nm; anchura de
banda de referencia: 100 nm
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Tabla 10 Parametros del método para el primer analisis de separacion (configuracion de
volumen de retardo bajo)

Modulo Parametro Valores y componentes a utilizar
Bomba Disolvente A Agua
Disolvente B Acetonitrilo
Velocidad de flujo 0,75 mL/min
Composicion del 40 % A, 60 % B
disolvente
Tiempo de parada 1,2 min (tiempo de post-analisis: 1 min)
Inyector Inyeccion 1L
automatico
Compartimento de  Columna Columna: SB-C18, 4,6x 50 mm, 1,8 um, 600 bar
las columnas (827975-902)
Temperatura 40°C
Detector Senial Longitud de onda: 250 nm; anchura de banda: 4 nm

Longitud de onda de referencia: 360 nm; anchura de
banda de referencia: 100 nm

Especificaciones de la comprobacion:

* En el cromatograma deben observarse cuatro picos.

* Intensity Test: aprobado.

+  Wavelength Calibrationt1 nm.
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Preparacion de la comprobacion

1

Llene la botella del disolvente A con agua de calidad HPLC. Llene la botella
del disolvente B con acetonitrilo de calidad HPLC.

Si se ha instalado el desgasificador en linea, purgue cada canal de este utili-
zando la jeringa suministrada.

Abra la valvula de purga de la bomba y purgue cada canal utilizando una
velocidad de flujo de 5 mL/min.

Esto deberia bastar para eliminar el aire existente en el sistema.

4 Instale la columna suministrada en el compartimento de las columnas.

Lave la celda de flujo con agua de calidad HPLC durante 5 min.

6 Realice una calibraciéon de la longitud de onda y un test de intensidad, si

procede.

Deje que el sistema alcance la situacion de equilibrio (de acuerdo con las
condiciones de comprobacion especificadas en la Tabla 9 en la pagina 95 y
la Tabla 10 en la pagina 96) durante 10 min.

Prepare un vial de la muestra de comprobacion isocratica.
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Configuracion del método

Requisitos

98

Esta seccion muestra como configurar rapidamente las condiciones del mét-
odo para un analisis.

El método predeterminado DEF_LC.M se ha cargado y esta listo para preparar el nuevo
método. Ahora se pueden editar los parametros principales para crear el nuevo método.

1 Para acceder rapidamente a la pagina Method para cada médulo, haga clic
con el botén derecho del ratén en el grafico del sistema del médulo y selec-
cione Method... en el meni contextual.

Cada uno de los médulos se configurara de esta forma.

2 Haga clic con el botén derecho del ratéon en la zona de la bomba y seleccione
Method... en el meni contextual.

a En la pagina Method de la 1260 Infinity Binary Pump, introduzca los siguien-
tes parametros:

Velocidad de flujo: 4,0 ml/min

Disolvente A: seleccione Water de la lista desplegable de compresibili-
dad.

Disolvente B: seleccione la casilla para activar el Disolvente B.
Ajuste el valor "% B" al 60 %.

Tiempo de parada: 1 min

Tiempo de post-analisis: 1 min

b El resto de los parametros pueden permanecer en sus ajustes predeter-
minados. Haga clic en 0K para salir de la ventana.

Los cambios se envian al médulo de la bomba.

3 Haga clic con el bot6n derecho del ratéon en la zona del inyector automatico

y seleccione Method... en el meni contextual.

a En la pagina Method del 1260 Infinity Autosampler, introduzca los siguientes
parametros:

Volumen de inyeccién: 1,0 ul
Inyecciéon con lavado de aguja
Modo Puerto de lavado, tiempo: 6 s

b El resto de los parametros pueden permanecer en sus ajustes predeter-
minados. Haga clic en 0K para salir de la ventana.
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Los cambios se envian al médulo del inyector automatico.

4 Haga clic con el botén derecho del raton en la zona del Compartimento ter-
mostatizado de columna (TCC) y seleccione Method... en el ment contextual.

a En la pagina Method del 1290 Infinity TCC, introduzca los siguientes para-
metros:

Temperatura de la izquierda a 40 °C
Temperatura de la derecha combinada

b El resto de los parametros pueden permanecer en sus ajustes predeter-
minados. Haga clic en OK para salir de la ventana.

Los cambios se envian al médulo TCC.

5 Haga clic con el boton derecho del ratén en la zona del Detector de diodos y
seleccione Method... en el ment contextual.

a En la pagina Method del 1260 Infinity DAD, introduzca los siguientes param-
etros:

Use Signal: desmarque las casillas para apagar todas las senales,
excepto la Signal A.

Sefnal A: 254 nm, 4 nm de anchura de banda, ref. 550 nm, 100 nm de
anchura de banda

Anchura de pico: 0,02
b En la secci6on Advanced, ajuste Spectrum Store en All.

¢ El resto de los parametros pueden permanecer en sus ajustes predeter-
minados. Haga clic en 0K para salir de la ventana.

Los cambios se envian al médulo del DAD.

6 Ya se han introducido todos los parametros del médulo necesarios. Selec-
cione Method > Save Method As... e introduzca
IS0-1.M para guardar el método con un nombre nuevo.

ChemStation no permite guardar el método como DEF_LC.M para evitar que
se modifique la plantilla del método predeterminado.

7 Permita que el sistema se equilibre durante al menos 10 min y compruebe
que la linea base del Online Plot sea estable antes de iniciar el analisis.
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Ejecucion del método para una inyeccion individual

Esta seccion muestra como ejecutar una inyecciéon individual de la mezcla de
comprobacién isocratica con las condiciones introducidas en la seccién ante-
rior.

Los analisis en ChemStation se pueden realizar de dos maneras:

Run Method: inyecciones individuales, por ejemplo, en el desarrollo del mét-
odo interactivo, mediante los ajustes de parametros actuales en ese
momento.

Run Sequence: series automatizadas de inyecciones desde varios viales, posi-
blemente con varios métodos. Para obtener mas informacién, consulte los
manuales de ChemStation.

Haga clic en el icono Select Run Method Task = .

Si las condiciones del método necesarias no estan cargadas en ese

momento, seleccione Method > Load Method o el icono “J situado bajo la
barra de menu para cargarlas.

Si se han realizado cambios en un método cargado y todavia no se han guardado, esto se
indica mediante un asterisco amarillo en el icono de estado del método. La inyeccion se
puede realizar sin haber guardado primero los cambios de los parametros. ChemStation
siempre almacena una copia de los parametros de adquisicion en el fichero de datos como
ACQ.TXT para garantizar la conservacion de los parametros del método originales.

100

Coloque el vial de muestra en la posicion 1 (esta es la posicion frontal de las
posiciones de los viales 10 x 2 ml situados en el lado derecho de la bandeja
de muestras).

Seleccione Run Control > Sample Info e introduzca los parametros necesarios
de la muestra.

Por ejemplo:
Subdirectory (opcional)
Name Pattern
Vial/Location
Sample name

Comment
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5 Si el sistema ya esta equilibrado y la linea base es estable, haga clic en Run
Method en la pagina Sample Info para iniciar la inyeccion. También puede
hacer clic en 0K y, cuando esté listo, seleccionar Run Control > Run Method. El
elemento se anadira a la Run Queue y, a continuacion, se ejecutara automat-
icamente desde esta.

6 Se realiza la inyeccién y el cromatograma aparece en el Online Plot. La adqui-
sicion de datos se detendra cuando se alcance el Stop Time.

El cromatograma deberia tener un aspecto similar al que se incluye a conti-
nuacion:

[ DAD1 A, Sig=254 4 Ref=550,100 (DEMC\005-0105.D)

100

1.023

80—

2671

5866

20—

min
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Analisis de datos

Analisis de datos

Un método en ChemStation contiene todos los parametros para la adquisicion
de datos (control del sistema) y el analisis de datos (procesamiento de los
datos para ofrecer resultados cuantitativos y cualitativos). Esta seccién trata
brevemente la integracion y los informes del analisis de datos para que las
separaciones realizadas anteriormente en este capitulo se puedan integrar e
imprimir. Para obtener mas informacion sobre el analisis de datos y el uso de
la calibracién para la cuantificacién, consulte el manual de ChemStation.

Fuente del método

Tabla de navegacion

Tarea de integracion

Tarea del espectro

Panel de navegacion

UL REr b e

T
e

B P oty T AR
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Vista Analisis de datos

Para abrir un cromatograma en la vista Data Analysis:
1 Inicie ChemStation sin conexioén.
2 Haga clic en Data Analysis en la parte inferior izquierda de la pantalla.

3 En el panel de navegacion, busque el directorio de datos que contenga los
ficheros de datos. Todas las inyecciones individuales de datos estan repre-
sentadas como un subgrupo denominado Single Runs. Haga doble clic en
Single Runs para cargar estos ficheros de datos en la tabla de navegacion.

4 Seleccione un fichero en la tabla de navegacion y haga doble clic sobre €él
para cargar el cromatograma en el visor.
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Integracion de una seial

1 Seleccione la herramienta de tareas de integraciéon (consulte la figura que
aparece a continuacién). El icono Integrate y el icono Set Integration Events
Table estan destacados en la figura que se muestra a continuacién.

‘@Imeglanon 5@ Calibration MSIQHS\ U’MPMW QSpecmAm

Jia i U | Repor:  shor [0 B G 8
i DAD1A, 5ig=254..MO005-0105.0) 7 | &, S | ) 4 P T A JA] B4 [o] b
‘ DAD1 A, Sig=254,4 Ref=550,100 (DEMO\005-0105.0) B
mal | &
Method Manual Events [ 100-
Iritial Evverits For &1l Signals: ] 8
80 -
Integration Events value
Tangent Skim Mods Standard 5
Tail Peak Skim Height Ratio 0.00 20—
Front Peak Skim Height Ratio 0.00 1
skim Valley Ratio 20.00 ]
Baseline Correction Advanced <0- -
Peak to Valley Ratio 500.00 ] &
o o
8
20— o
o
Speciic Events For Signak -
o
DAD Default A q
T T T T T T
1 2 3 4 5 8 min| | ||
1 D}
Time Integration Events Value # Time Area Height Width Area% Symmetry
Initial Slope Sensitivity 5 1 0.747 301 105.9 0.0452 29.738 0.718
Inital Peak width 0.02 2 1.023 275.9 768 0,053 27.257 | 0.6%
Initial Ares Reject 5 3 2.571 178.2 2.9 0.1013 17.604 0.634
Initial Height Reject L 4 5.85 257.1 16.9 02255 | 25401 | 0.676
Initial Shoulders oFF

Haga clic en el icono Set Integration Events Table I8 para abrir la tabla.
Ajuste Baseline Correction a Advanced para los andlisis de gradientes.
Ajuste el valor de la Slope Sensitivity a 5 .

Los valores mas elevados integraran los picos mas pronunciados e ignora-
ran los picos menos pronunciados.

5 Configure el valor Peak Width al pico de interés mas estrecho (aproximada-
mente 0,02 en este caso).

6 Area Reject y Height Reject se pueden configurar para rechazar los picos mas
pequenos.
7 Haga clic en el icono Integrate ﬂ para actualizar los resultados con estos

nuevos ajustes.

8 Salga de la tabla de Integration Events empleando el icono con la marca verde

E]

104 LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema



Especificacion del informe

Guia de inicio rapida B

1 En la barra del meni, haga clic en Report > Specify Report para mostrar la
ventana que aparece en la figura siguiente.

Specify Repo nstrument 1

{ Reporting settings {| Quaritation settings |

X

Report mode

() Use Inteligent Reparting

Style

(%) Use Classic Reporting

Report style: | gpan

o]

Quantitative result sorted by

[] Sample infa on each page
Add chromatogram output

[] &4dd sample custom fields to sample info

Report layout for uncalibrated peaks

Add fraction table and ticks
[] Add summed peaks table

[[] Add compound custom fields

Chromatagram output

& Potrait

() Landscape

() Multi-page [Landscape]

Size

*% of pages

Time:

Pages

) Separately (&) 'with calibrated peaks ) Do not repart _

-

Destination File setting
[[] Brinter
File prefiz: FDF [ csy [IHTH [JoiF
Seresn
File Urique PDF file name IRHT xS ] EMF
[ oK ] [ Cancel ] [ Help
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Specify Report: Instrument 1 rX|

Reparting settings | Duantitation ettings |

Calculation mode

ISTD comection

Use multiplier and dilution factor with ISTDs

Calculation factors

Use sample data: | From Data File ~ # Compaund ISTD Amount

Multiplier: l:l

[ oK ][ Cancel H Help ]

2 Con los ajustes de ejemplo que se muestran en las figuras anteriores, puede
crear un informe de porcentaje de area en la pantalla.

3 En la seccion Destination, seleccione Printer para obtener una copia en papel
y seleccione File y PDF para obtener un fichero PDF del informe y almace-
narlo en un fichero de datos (el fichero de datos con el sufijo .D es un direc-
torio. El fichero del informe se puede visualizar directamente en
ChemStation o se puede encontrar en el directorio utilizando el explorador
de ficheros habitual de Windows).

4 Guarde el método de nuevo para garantizar que la configuraciéon de infor-
mes se almacene y para que el método la utilice en el futuro.

Cuando el método se vuelva a utilizar, estos parametros de integracion y la
configuracion de informe se utilizaran para crear el informe.

Con esta seccion se finaliza el apartado sobre el analisis de datos del software
ChemStation. Consulte los manuales de ChemStation y el sistema de ayuda en
linea para obtener mas informacioén sobre las funciones potentes de ChemSta-
tion.
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Informacion sobre seguridad

Informacion de seguridad

ADVERTENCIA

Las siguientes precauciones generales deben aplicarse durante el funciona-
miento, mantenimiento o reparacion de este instrumento. Si no se cumplen
estas normas o los avisos especificos que aparecen en diversas partes de este
manual, se invalidan los estandares de seguridad de disefo, fabricacion y utili-
zacion de este instrumento. Agilent Technologies no se responsabiliza del
incumplimiento de estos requisitos por parte del usuario.

Asegurarse de que el equipo se utiliza correctamente.
La proteccion proporcionada por este equipo puede verse perjudicada.

-> El operario de este instrumento tiene que utilizar el equipo tal y como se describe en
este manual.

Estandares de seguridad

Este es un instrumento de seguridad de Primera Clase (dotado de un terminal
de toma de tierra) y ha sido fabricado y comprobado de acuerdo con las nor-
mas internacionales de seguridad.

Funcionamiento

108

Antes de conectar el instrumento a la red, siga atentamente las instrucciones
de la seccion de instalaciéon. Ademas, debe tener en cuenta lo siguiente.

No retire las cubiertas del instrumento mientras esté funcionando. Antes de
encender el instrumento, todos los terminales protegidos con toma a tierra,
los alargadores, los autotransformadores y los dispositivos conectados a él se
deben conectar a un enchufe con toma a tierra. Cualquier interrupcién de la
toma a tierra de proteccién supondra un riesgo potencial de descarga que
puede provocar lesiones personales graves. Siempre que exista la posibilidad
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de que la proteccion no funcione, se debe apagar el instrumento y evitar cual-
quier funcionamiento previsto.

Asegurese de utilizar como recambio solo fusibles con la corriente nominal
necesaria y del tipo especificado (fusién normal, fusién retardada, etc.). Se
debe evitar el uso de fusibles reparados y de portafusibles con cortocircuitos.

Algunos de los ajustes descritos en este manual deben hacerse con el instru-
mento conectado a la red y con alguna de las cubiertas de proteccién abierta.
El alto voltaje existente en algunos puntos puede producir dafios personales si
llegan a tocarse estos puntos.

Siempre que sea posible, debe evitarse cualquier ajuste, mantenimiento o
reparacion del instrumento abierto y conectado a la red. Si no lo es, debe rea-
lizarlo el personal especializado consciente del riesgo existente. No intente lle-
var a cabo este tipo de trabajo si no esta presente otra persona capaz de
proporcionarle primeros auxilios, en caso necesario. No cambie ningin com-
ponente con el cable de red conectado.

No ponga en marcha el instrumento en presencia de gases o vapores inflama-
bles. El encendido de cualquier instrumento eléctrico en estas circunstancias,
constituye un riesgo para la seguridad.

No instale componentes que no correspondan al instrumento, ni realice modi-
ficaciones no autorizadas.

Los condensadores que contiene el aparato pueden mantener su carga aunque
el equipo haya sido desconectado de la red. El instrumento posee voltajes peli-
grosos, capaces de producir danos personales. Extreme las precauciones
cuando proceda al ajuste, comprobacién o manejo de este equipo.

Cuando se trabaje con disolventes, se deben observar los procedimientos de
seguridad (por ejemplo, gafas, guantes y ropa protectora) descritos en la infor-
macion sobre tratamiento de material y datos de seguridad, suministrada por
el vendedor de disolventes, especialmente cuando se utilicen productos toxi-
cos o peligrosos.
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Simbolos de seguridad

Tabla11 Simbolos de seguridad

Simbolo Descripcion

El aparato incluye este simbolo cuando el usuario debe consultar el
f manual de instrucciones para evitar cualquier riesgo de lesion al operarioy
proteger al aparato de los dafios.

Indica voltajes peligrosos.

Indica un terminal de conexion a tierra protegido.

Pueden producirse dafos oculares al mirar directamente la luz de la

?@ lampara de deuterio utilizada en este equipo.

El aparato incluye este simbolo cuando el usuario esta expuesto a
superficies calientes que no deben tocarse cuando estén a gran
& temperatura.

Ty UnAviso

advierte de situaciones que podrian causar daifios personales o la muerte.

-> No continuar tras un aviso, hasta haber entendido y cumplido totalmente las
condiciones indicadas.

Una PRECAUCION

advierte de situaciones que podrian causar una pérdida de datos o dafiar el equipo.

-> No continuar tras un mensaje de este tipo hasta haber comprendido y cumplido
totalmente las condiciones indicadas.
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Informacion sobre disolventes

Siga las siguientes recomendaciones en la utilizaciéon de disolventes.

» Siga las recomendaciones para evitar el crecimiento de algas, consulte los
manuales de la bomba.

* Las pequeias particulas pueden bloquear permanentemente los capilares y
las valvulas. Por tanto, filtre siempre los disolventes a través de filtros de
0,4 um.

+ Evite o minimice el uso de disolventes que puedan corroer algunas partes
del paso de flujo. Tenga en cuenta las especificaciones del rango de pH
determinado por diferentes materiales como las celdas de flujo, los materia-
les de las valvulas, etc. y las recomendaciones de los apartados siguientes.

Informacion sobre materiales

Los materiales que se encuentran en el paso de flujo se seleccionan cuidadosa-
mente a partir de la experiencia de Agilent, obtenida a lo largo de varias déca-
das, en el desarrollo de instrumentos de gran calidad destinados al analisis de
HPLC. Estos materiales muestran una robustez excelente en las condiciones
de HPLC habituales. En el caso de condiciones especiales, consulte el apar-
tado de informaciéon sobre los materiales o pongase en contacto con Agilent.

Descargo de responsabilidad

Los siguientes datos se han recopilado de fuentes externas y solo deben consi-
derarse como referencia. Agilent no garantiza que dicha informacién sea
correcta ni que esté completa. Los datos se basan en bibliotecas de compatibi-
lidad que no son especificas para estimar la duracién a largo plazo y en condi-
ciones determinadas pero muy variables de los sistemas UHPLC, los
disolventes, las mezclas de disolventes y las muestras. La informaciéon no se
puede generalizar debido a los efectos cataliticos de las impurezas, como los
iones metalicos, los ligandos, el oxigeno, etc. Aparte de la corrosiéon quimica
pura, se deben tener en cuenta otros efectos, como la corrosion eléctrica, la
carga electrostatica (especialmente en el caso de disolventes organicos no con-
ductores), la expansion de las piezas de polimeros, etc. La mayoria de los
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datos disponibles hacen referencia a la temperatura ambiente (normalmente,
20 - 25 °C, 68 — 77 °F). Si es posible que aparezca corrosion, se suele acelerar
a temperaturas mas altas. En caso de duda, consulte la documentacion técnica
sobre la compatibilidad quimica de los materiales.

PEEK

El PEEK (polieteretercetona) posee unas propiedades excelentes con respecto
a la resistencia quimica y la estabilidad mecanica y térmica. Es estable en un
rango de pH entre 1y 12,5 y es inerte a un gran niimero de disolventes comu-
nes. Existen ciertas incompatibilidades conocidas con agentes quimicos como
el cloroformo, el cloruro de metileno, THF, DMSO > 1 %, los acidos fuertes (aci-
do nitrico > 10 %, acido sulftirico > 10 %, acido tricloroacético, acidos sulféni-
cos), los halégenos o las disoluciones halégenas acuosas y el fenol y sus
derivados (cresoles, acido salicilico, etc.). Cuando se utiliza por encima de la
temperatura ambiente, el PEEK es sensible a las bases y a varios disolventes
organicos que causan que se expanda.

Poliimida
Agilent utiliza poliimida semicristalina en los sellos de los rotores de las valvu-
las y en los asientos de las agujas de los inyectores automaticos. Uno de los

proveedores de poliimida es DuPont, cuya marca de poliimida es Vespel. Agi-
lent utiliza esta marca.

La poliimida es estable en un rango de pH entre 1 y 10 y en la mayoria de los
disolventes organicos. No es compatible con los acidos minerales concentrados
(por ejemplo, el acido sulftirico), el acido acético glacial, DMSO y THF. Sustan-
cias nucleofilicas como el amoniaco (por ejemplo, las sales aménicas en condi-
ciones basicas) o los acetatos pueden degradarlo.

Polietileno (PE)

Agilent utiliza mezclas de PTFE/PE de peso molecular ultraalto (UHMW) para
los pistones amarillos y los sellos de lavado, que se utilizan en las bombas 1290
Infinity y en las aplicaciones de fase normal de las bombas 1260 Infinity.

El polietileno posee una buena estabilidad en los disolventes organicos mas
comunes, como los acidos y las bases en un rango de pH entre 1y 12,5 . Es
compatible con muchos disolventes organicos utilizados en sistemas cromato-
graficos, como el metanol, el acetonitrilo y el isopropanol. Tiene una estabili-
dad limitada con los hidrocarburos alifaticos, aromaticos y halogenados, con
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THF, con el fenol y sus derivados y con los acidos y las bases concentrados. En
las aplicaciones de fase normal, la presion maxima debe estar limitada a
200 bar.

Tantalio (Ta)

El tantalio es inerte a los disolventes de HPLC mas comunes y a casi todos los
acidos, excepto el acido fluorhidrico y los acidos con triéxido de azufre libre.

Las bases fuertes (por ejemplo, disoluciones de hidréxido > 10 %, dietilamina)
pueden corroerlo. No se recomienda su uso con acido fluorhidrico y fluoruros.

Acero inoxidable

El acero inoxidable es inerte a algunos de los disolventes mas comunes. Es
estable en presencia de acidos y bases en un rango de pH entre 1 y 12,5 . Los
acidos con un pH inferior a 2,3 lo pueden corroer. Los siguientes disolventes
también pueden corroerlo:

* Disoluciones de halidos alcalinos y sus respectivos acidos (por ejemplo,
ioduro de litio, cloruro de potasio, etc.) y disoluciones acuosas de hal6ge-
nos.

» Altas concentraciones de acidos inorganicos como acido nitrico o sulfirico
y de disolventes organicos, especialmente a temperaturas elevadas (susti-
tuirlos, si el método cromatografico lo permite, por acido fosférico o una
solucion tampoén de fosfato, que son menos corrosivos para el acero inoxi-
dable).

* Disolventes o mezclas halogenados que formen radicales y/o acidos, por
ejemplo:

2 CHCl + 05 — 2 COCl,, + 2 HCI

Esta reaccion, en la que el acero inoxidable probablemente actiia como
catalizador, ocurre rapidamente con cloroformo seco si el proceso de
secado elimina el alcohol estabilizante.

- Eteres de calidad cromatografica que puedan contener peréxidos (por
ejemplo, THF, dioxano, diisopropiléter). Estos éteres deben filtrarse con
6xido de aluminio seco, ya que adsorbe los per6xidos.

* Disoluciones de acidos organicos (acido acético, acido férmico, etc.) en
disolventes organicos. Por ejemplo, una disolucién del 1 % de acido acético
en metanol atacaria el acero.
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» Disoluciones que contengan ligandos fuertes (por ejemplo, EDTA, etilendia-
minotetraacético).

* Mezclas de tetracloruro de carbono con 2-propanol o THF.

Carbono tipo diamante (DLC)

El carbono tipo diamante es inerte a casi todos los acidos, las bases y los disol-
ventes comunes. En el caso de las aplicaciones de HPLC, no existe ninguna
incompatibilidad documentada.

Silice fundida y cuarzo (Si0,)

La silice fundida se utiliza en las celdas de flujo y los capilares del sistema
1290 Infinity. El cuarzo se utiliza en las ventanas de las celdas de flujo clasi-
cas. Es inerte a todos los disolventes y los acidos comunes, excepto el acido
fluorhidrico y los disolventes acidos que contengan fluoruros. Las bases fuer-
tes lo corroen y no se debe utilizar a temperatura ambiente con un pH mayor
que 12. La corrosion de las ventanas de las celdas de flujo puede afectar nega-
tivamente a los resultados de medicion. En el caso de un pH mayor que 12, se
recomienda el uso de celdas de flujo con ventanas de zafiro.

Oro

El oro es inerte a todos los disolventes, los acidos y las bases comunes de
HPLC en el rango de pH especificado. Los cianuros que actian como ligandos
y los acidos concentrados, como el agua regia, lo pueden corroer.

Oxido de circonio (Zr0,)

El 6xido de circonio es inerte a casi todos los acidos, las bases y los disolven-
tes comunes. En el caso de las aplicaciones de HPLC, no existe ninguna incom-
patibilidad documentada.

Platino/iridio

El platino/iridio es inerte a casi todos los acidos, las bases y los disolventes
comunes. En el caso de las aplicaciones de HPLC, no existe ninguna incompa-
tibilidad documentada.

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema



Apéndice 6

Polimeros fluorados (PTFE, PFA, FEP y FFKM)

Los polimeros fluorados como el PTFE (politetrafluoroetileno), el PFA (per-
fluoroalcoxi) y el FEP (propileno-etileno fluorado) son inertes a casi todos los
acidos, las bases y los disolventes comunes. El FFKM es una goma perfluorada
que también es resistente a la mayoria de los productos quimicos. Al tratarse
de un elastomero, puede expandirse en algunos disolventes organicos, como
los hidrocarburos halogenados.

Los tubos de copolimero de TFE/PDD, que se utilizan en todos los desgasifica-
dores Agilent excepto en el modelo G1322A, no son compatibles con los disol-
ventes fluorados (p. €j., Freon, Fluorinert o Vertrel). Presentan una vida util
limitada en presencia de hexafluoroisopropanol (HFIP). Para garantizar una
vida 1util lo mas extensa posible cuando se utilice HFIP, la solucién mas ade-
cuada es dedicar una camara especifica a este disolvente, no cambiar de disol-
vente y no permitir que la cAmara se seque. Para optimizar la vida ttil del
sensor de presion, no deje HFIP en el interior de la camara tras apagar la uni-
dad.

Zafiro, rubi y ceramica con base de Al,03

El zafiro, el rubi y la ceramica con base de 6xido de aluminio Al;Og4 son inertes

a casi todos los acidos, las bases y los disolventes comunes. En el caso de las
aplicaciones de HPLC, no existe ninguna incompatibilidad documentada.
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Agilent Technologies en Internet

Para conocer las novedades mas recientes sobre nuestros productos y servi-
cios, visite nuestro sitio web en la direccién de Internet:

http://www.agilent.com
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Configuracion de un método mediante la opcion Editar método
completo

Un método en ChemStation contiene todos los parametros para la adquisicion
de datos (control del sistema) y el analisis de datos (procesamiento de los
datos para ofrecer resultados cuantitativos y cualitativos). Se puede acceder a
estos parametros a través de una serie de pantallas que se centran en un
moédulo o funcién. Puede acceder a estas pantallas si hace clic en un icono de
la interfaz grafica de usuario (GUI) o mediante la barra de menu con sus
menus desplegables. Se puede crear un método nuevo cargando y editando un
método existente, o se puede crear cargando y editando el método de plantilla
vacia DEF_LC.M.

Para cambiar s6lo unos pocos parametros, puede acceder directamente a las
paginas de configuracion correspondientes para modificarlos. Puede que a los
usuarios con menos experiencia les resulte mas facil utilizar la funcién Edit
Entire Method, ya que de esta forma se pasa automaticamente por las paginas.
Se puede acceder a esta funcién a través del ment Method > Edit Entire Method,
lo que lleva a abrir el cuadro de dialogo Check Method Sections to Edit:

T

Chieck Method Sections to Edic

[ ethad Iréaimation]
[] insteumant A quisition
[] Data Analpsis

[] Bur Time Checkist

Figura23 Marque las seccion del método que desee editar.

Este cuadro de didlogo resume las secciones que se van a ver y ofrece una
oportunidad para omitir ciertas secciones al desmarcarlas.
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En funcién de los apartados seleccionados, la funcién mostrara varias panta-
llas de forma secuencial:

* Method Information contiene una descripcion textual sobre el método.
+ Instrument/Acquisition contiene:
parametros del inyector,
parametros de la bomba,
parametros del horno,
parametros del detector y
curvas del instrumento.
» Data Analysis contiene:
detalles de la senal,
parametros de integracién y
parametros de creaciéon de informes.

* Run Time Checklist contiene las partes del método que se van a ejecutar.
Durante Edit Entire Method, si hace clic en OK se cerrara la pantalla de introduccién actual
y se pasara a la siguiente pantalla. Es un proceso de una Gnica direccion.

Si ha pulsado OK sin darse cuenta antes de haber realizado todas las entradas, utilice
Cancel y reinicie Edit Entire Method. O bien, contintie y vuelva a la pantalla incompleta del
final. Si hace clic en el boton Cancel, aparecera un boton para Skip las pantallas restantes.
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Informacion del método

También se puede acceder a la pantalla Method Information a través del mena
Method > Method Information o haciendo clic con el botén derecho del ratén en
la interfaz grafica del usuario.

En este cuadro se puede introducir informacién sobre el método. Esta infor-
macion se mostrara sobre el diagrama del sistema en la pantalla Method and
Run Control siempre que se cargue el método y esté guardado en la memoria.

Methud Information: Instrument” 2 W

Method Comments:

Thiz methind rune the test sample to demonstrate bow to run an analesis,

[ 0k ] [ Cancel ] [ Help

Figura24 Informacion del método
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Instrumento/Adquisicion

Meétodo de instrumento de configuracion

Se puede acceder directamente a la pantalla Setup Method a través del menti
Instrument > Setup Instrument Method... 0 haciendo clic con el botén derecho del
raton sobre cualquier icono de la interfaz grafica del usuario y, a continuacion,
seleccionando Method... en el meni contextual. Esta etapa siguiente en Edit
Entire Method es la pantalla Setup Method con seis pestanas divisorias para los
diferentes moédulos o funciones.

Las pestafnas son:

+ Inyector automatico de alto rendimiento (HiP-ALS)

+ HiP-ALS Injector Program

* Bomba binaria (BinPump)

+ Compartimento termostatizado de columna (TCC)

+ Detector de diodos (DAD)

* Instrument Curves

Para cambiar de pestaiia, haga clic sobre el nombre de la pestaiia en la parte
superior de la pantalla. Cuando se hayan introducido los cambios de paramet-
ros, se pueden enviar inmediatamente al instrumento haciendo clic en Apply;
cuando todas las pestanas se hayan rellenado, si se hace clic en 0K se enviaran

todos los parametros a los médulos, se cerrara la pantalla y se continuara con
la siguiente etapa.

Las pestafas de introducciéon de parametros son parecidas en todos los pro-
gramas de control (ChemStation, EZChrom, MassHunter, etc.) debido al con-
cepto de Agilent de controladores RC.Net comunes para los médulos de los
instrumentos.

Para ejecutar la separacion del ejemplo, como con la mayoria de los métodos,
no es necesario cambiar todos los parametros disponibles, pero se describen
en las siguientes secciones para ofrecer una informacién completa.
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Pestaiia Inyector automatico

& Method of GL36TE (PPAANDDOOS) =] 3]
Injection Mode B advanced -
Injection volume: 100 5 L Ay =
@ Standard injection Diaw speed 1000 | plimin
O Injection with needle wash Eject speed 1000 S pLimin
Diraw position: 00 | mm
T Equilibration time 20 7| sec
Sample flush out factor 50 © | times injection wolume
Made:
] Vial/well bottom sensing
Time: sec
Location; High throughput
Repeat times Automatic delay volume reduction
Stopline — Enable overlspped injection
when Sample |5 Flushed Out
© As Pump/ho Limit © o Aiter Peiod OF Times
P i} P min
i
4 | LI—I
|+] Injection Cleaning -

[ ok || cenes |

Figura2b Pantalla Método de configuracion: pestafa Inyector automatico de alto rendi-
miento

* Injection Mode
Injection volume ajusta el volumen que se va a inyectar (por ejemplo, 1 ul).
Standard injection indica que no se ha realizado ningin lavado de aguja
externo.
Injection with needle wash se utiliza para reducir el posible arrastre de con-
taminantes. Esta es la opciéon recomendada y se configura en la entrada
siguiente.

* Needle Wash (si se ha seleccionado anteriormente).
Mode determina la forma en que se enjuagara la parte exterior de la
aguja: ya sea de forma activa en el Flush Port o introduciéndola en un
Wash Vial especifico.
Time en segundos durante el que la bomba peristaltica conectada al

puerto de lavado bombeara el disolvente de lavado. A continuaciéon, bom-
bea durante 15 s mas para limpiar el puerto de lavado.
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Location determina qué vial o placa de pocillos se utilizara, si se ha selec-
cionado Wash Vial.

Los viales no deben disponer de un tabique, es decir, deben estar abiertos para evitar
transferir el material arrastrado al tabique.

Repeat determina el niimero de veces que la aguja se introduce en el vial
(predeterminado 3, maximo 5), si se ha seleccionado la opcién Vial de
lavado.

Stop Time / Post Time se establecen como No Limit / Off (estos valores se ajus-
tan en la pestana de la bomba).

Advanced - Auxiliary

Draw speed es la velocidad a la que la muestra se introduce en la aguja. El
valor predeterminado es 100 ul/min. Se debe ralentizar para muestras
viscosas o para obtener una mayor precisiéon con voliimenes de muestra
pequenios (<2 uL).

Eject speed es la velocidad de suministro desde la aguja.

Draw pesition es la compensacion vertical de la posicién de inyecciéon
nominal de 10 mm sobre la parte inferior del vial. Esto es poco mas de la
mitad de un vial de 2 ml, asi que se debe proporcionar una compensacion
negativa para tomar la muestra de cerca de la parte inferior del vial, por
ejemplo, un valor de -7 mm colocaria la punta de la aguja 3 mm por
encima de la parte inferior del vial.

Equilibration time es un tiempo de retardo entre la extraccién de la mues-
tra y el movimiento de la aguja.

Sample flush out factor determina el tiempo que el inyector automatico
esperaria tras la inyeccion antes de permitir que la valvula volviera a la
posicion de bypass. Esto garantiza que la aguja, el asiento y la valvula de
inyeccion se han alejado de la zona de la muestra. El valor predetermi-
nado es b.

Vial/Well bottom sensing es una opcién alternativa al uso de la compensa-
cion de la posicion de extraccion. La aguja desciende lentamente hasta
que toca la parte inferior del vial o pocillo y, a continuacion, se eleva

1 mm. Esta es una forma versatil de garantizar que la aguja esté cerca de
la parte inferior del vial, pero tarda un poco mas en realizar la inyeccién
y no se debe utilizar si hay particulas en el fondo del vial, ya que pueden
bloquear la aguja.
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* Advanced - High Throughput

Automatic delay volume reduction (ADVR) cambia la valvula de inyeccion de
la posicién de mainpass a la de bypass tras haber realizado la inyeccion y
después de que un volumen definido por el factor de evacuacion de la
muestra haya pasado por el inyector. Esto reduce el volumen de retardo
del sistema aproximadamente 70 ul y permite que los cambios de gra-
diente lleguen a la columna antes.

Enable overlapped injection también cambia la valvula de inyeccién de la
posicién de mainpass a la de bypass después de que la inyeccion se haya
realizado y tras evacuar la muestra del inyector o en un momento poste-
rior determinado en el analisis. El inyector aspirara a continuacion la
muestra siguiente preparada para la préxima inyecciéon y, por tanto,
reduce el tiempo de ciclo general y aumenta la productividad de la mues-
tra.

+ Injection Valve Cleaning
Injector Cleaning permite limpiar el sistema de inyeccién con el disolvente.

Injection Valve Cleaning permite cambiar la valvula a los valores programa-
dos durante el analisis para minimizar el arrastre de contaminantes
cuando se inyectan componentes problematicos.
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Configuracion de un método mediante la opcion Editar método completo

Pestaiia Inyector automatico de alto rendimiento (gama de inyectores
HiP-ALS)

Setup Method
Qo HP-ALS | Or HPALS Iriector Program | [} BirPurp | 8¢ TCC| 97 DAD | ¢ Instnert Curves

! Parameter

: Erraw default volume. from sample with defau

:| Append ] | Inzert | | Delete | | Clear all | | Mave up |

| Cut | | Copy | | Paste | Mave dovin |

ok [ eeey [ Ceesl |[ Hep |

Figura26 Pantalla Método de configuracion: pestafia Programa del Inyector automatico
HiP

Esto permite crear procedimiento de inyeccion especializados que implican la
manipulacién de partes alicuotas de varios viales como, por ejemplo, la deri-
vatizacion previa a la columna. Los reactivos quimicos se mezclan automatic-
amente con la muestra para mejorar la detectabilidad o la sensibilidad. Un
ejemplo utilizado habitualmente es la derivatizaciéon de aminoacidos con reac-
tivos OPA y FMOC. Para obtener mas informacion, consulte el manual del
tnyector automdtico de alto rendimiento Agilent 1260 Infinity.
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Pestaiia Bomba binaria
:ﬁB Dl% Samplerl % Sampler njector Ploglaml uf‘ Colurnn Comp, I L4 DADI 22 Irstrument Curvesl
Flow [+] Advanced
E‘ Timetable {empty)
0.000 | mldmin
function centric «
Solvents = :
Time[min] < |A[x] [Brz] |[lw | Mak Brescure
o * h om0 100 0o .00 40000
B: 4
Pressure Limits
Min 000 > bar tax 40000 © bar
Stoptime Paszttime
& Az Injector/No Limit @ Of
« min [ it
| Add || Remeve ||  Clearsl || ClearEmpty |
| Cut || Copy || Paste || Shift Times | min
4| I -l
[~ Show timetable graph
ag | Apply | Cancel | Help |
Figura 27 Pantalla Método de configuracion: pestaiia Bomba binaria

Flow ajusta la velocidad del flujo hasta 5 mL/min. Para la separacién del
ejemplo se utiliza un valor de 4 mL/min. Si la retropresiéon alcanza breve-
mente la presiéon maxima, el flujo disminuira durante unos segundos para
reducir la presion. Si esta limitacion de la presién persiste, se generara un

error y el flujo se detendra.

Solvents define las fases méviles disponibles y las proporciones porcentua-
les bombeadas en los dos canales (A y B). En cada canal, un cuadro desple-
gable permite seleccionar un disolvente de una lista para que el control de
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la bomba utilice los ajustes de compresibilidad 6ptimos. Esto optimizara las
caracteristicas del flujo tal y como se describe en “Configuracion 6ptima del
instrumento para columnas de 2,1 mm de d.i.” en la pagina 43. Un segundo
cuadro de texto permite introducir una descripciéon de la fase mévil. Si la
valvula de seleccién de disolvente esta instalada en la bomba, cada canal
tendra dos opciones de disolventes y la opcién correcta para el método se
seleccionara con la casilla de la parte izquierda de la descripcion del disol-
vente. La bomba formara mezclas binarias de los canales A y B selecciona-
dos, por ejemplo A2 y B1. No es posible mezclar A1 con A2 o B1 con B2. El
valor introducido para las proporciones de A y B define la composicion de
un método isocratico o las condiciones de inicio de un método de gradiente
y las condiciones de equilibrio entre los analisis de gradiente. Unicamente
se debe introducir el valor de B (el valor de A se actualizara acto seguido,
indicando la diferencia entre el 100 % y el valor de B al mover el cursor).
Para la separacion del ejemplo, seleccione el agua como disolvente A y el
acetonitrilo como disolvente B, indicando un porcentaje del 60 % para este
altimo. El valor de A sera del 40 %.

Timetable indica los cambios que pueden ocurrir durante el analisis en la
composiciéon del porcentaje de A y B en la fase mévil o, si es necesario, en la
velocidad del flujo y la presion maxima permitida. La tabla de tiempos rea-
liza cambios lineales en los parametros entre los valores proporcionados.
Los ajustes realizados en otros puntos de esta pantalla actdan como las con-
diciones iniciales y s6lo cambiaran si se realiza una entrada en la tabla de
tiempos. Por ejemplo, si el flujo es constante durante el analisis, no hay por-
qué realizar una entrada sobre el flujo en la tabla de tiempos. Para realizar
una entrada en la tabla de tiempos, haga clic en el botén Add para anadir
una linea en la tabla de tiempos; introduzca el tiempo del valor, seleccione
el tipo de entrada de la lista desplegable (composicién, flujo o presiéon) y
haga clic en el cuadro Parameter para visualizar el cuadro de entrada del
valor. Si las entradas de la tabla de tiempos se realizan en una secuencia
légica, estas se reordenaran automaticamente segin el tiempo. Las lineas
de la tabla de tiempos se pueden editar directamente y los botones Cut,
Paste y Remove se pueden utilizar para agregar o eliminar lineas. Se pueden
agregar varias lineas para ofrecer segmentos de gradiente lineales y crear
perfiles de gradiente. Para configurar un gradiente simple, vacie en primer
lugar la tabla de tiempos utilizando el boton Clear all si atin no esta vacia; a
continuacion, afiada una linea e introduzca el tiempo y la composicién del
disolvente requeridos. Si se necesita un gradiente de paso, se puede crear
realizando dos entradas con los ajustes "antes del paso" y "después del
paso" separados por 0,01 min. Esto se utiliza habitualmente para eluir rapi-
damente los picos fuertemente retenidos de una columna hacia al final de

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema



Apéndice 6

un analisis mediante el aumento del disolvente mas fuerte y/o la velocidad
de flujo en un gradiente de paso; por ejemplo, el % B puede pasar del 75 % al
95 %. No es necesario introducir el ajuste para el tiempo 0,00 min en la tabla
de tiempos, estos valores se obtienen de otros valores en esta pantalla. Sin
embargo, algunos usuarios quieren ver una lista "completa" en la tabla de
tiempos y crean una entrada para 0,00 min. Esto no supone ningin pro-
blema. No obstante, si las condiciones iniciales se cambian, se deben intro-
ducir los nuevos ajustes en la tabla de tiempos y los valores en la seccion
Solvents de la pantalla.

+ Show timetable graph muestra los cambios en la tabla de tiempos de forma
grafica cuando se selecciona la casilla.

+ Stop Time define el tiempo total de la separacion o el analisis y algunos usua-
rios se refieren a él como "tiempo de analisis". Este es el tiempo (que se
cuenta en minutos desde el momento de la inyeccion) en el que finaliza el
analisis, lo que significa que la adquisicién de datos se detendra, el flujo, la
composicion y el resto de ajustes del sistema volveran a los valores iniciales
para el método y el sistema estara disponible para realizar la siguiente
inyeccién. Siempre deberia tener la misma duracién que la altima entrada
en la tabla de tiempos o, de lo contrario, el analisis se detendra y volvera a
las condiciones iniciales antes de que finalicen los eventos de la tabla de
tiempos. Stop Time se puede establecer como No Limit en cuyo caso el usuario
debe detener manualmente el analisis. Aunque todos los médulos del sis-
tema tienen parametros de Stop Time, el Stop Time de la bomba se considera
el modelo y el resto de mo6dulos suelen configurarse para que sigan este
valor.

* Post Time define un periodo de cuenta atras tras el final de un analisis
durante el cual se evita la siguiente inyeccién. Proporciona tiempo al sis-
tema para que se vuelva a equilibrar tras un analisis de gradiente. Para un
método isocratico se puede establecer en Off. Para un método de gradiente,
el valor se puede determinar de forma experimental observando el compor-
tamiento de la linea base, pero normalmente requerira tiempo para el volu-
men de retardo del sistema y para lavar este haciendo pasar a través de él
un volumen de entre tres y cinco veces el volumen de la columna.

+ Pressure Limits controlan el comportamiento de la bomba en lo que respecta
a la presion. La presion maxima de la bomba binaria 1260 Infinity es de
600 bar, pero algunas columnas sé6lo son capaces de soportar una presion
inferior, por lo que al configurar este valor se protege la columna. La bomba
generara un error si esta presion se supera. Todo analisis en curso se deten-
dra y la bomba pasara al modo de espera sin que exista flujo alguno. Se pro-
porciona informacién sobre la presién maxima para una columna
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determinada con la columna. Las columnas ZORBAX RRHT de Agilent
resultan adecuadas para aplicaciones a 600 bar. El limite de presién infe-
rior esta "Desconectado" cuando el valor es cero, pero con cualquier otro
valor la bomba generara un error si la presién cae por debajo de este valor
durante el funcionamiento. Esto se utiliza como prevencién alternativa
cuando la columna no se encuentra dentro de un médulo con un sensor de
fugas o en caso de que el sistema se bombee en seco. Es habitual seleccionar
un valor de entre 10 y 20 bar como limite inferior de presion.

Pestaiia Compartimento termostatizado de columna (TCC))

SetupMethod

n HiP-ALS | 8 HIP-ALS Injector Program " TCC %7 DaD Instrument Curves

Temperature:
Leit:

) Mot Contralled
@ 400 0
0 A Detector Cel

Column Switching ' alve
[Part1 2

Stoptime

@ As Pumpdniectar

® 100 o

Timetable
FRiight: Advanced

0 Mot Controlled Enable Analysis

200 - [¥] when front door open

Az Detectar Cell Left: Right:

0 With any temperature With any temperature
@ when temperature is within @ ‘when temperature is within

Lo (1) G Al08) -1 °C

Posttime

[ ok =T [ Concel | [ bep |
Figura28 Pantalla Método de configuracion: pestafia Compartimento termostatizado de
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columna

Temperature define la temperatura de los soportes de columna izquierdos y
derechos que se pueden controlar de forma independiente o unir marcando
la casilla Combined. Cuando estén combinados, los ajustes del lado izquierdo
controlaran ambas secciones y esto es necesario cuando la columna tiene
mas de 15 cm y necesita el apoyo de ambas secciones. Los dos lados se pue-
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den manejar de forma separada cuando sea necesario tener dos columnas
funcionando a temperaturas diferentes (esto se puede implementar cuando
esté instalada también una valvula de intercambio de columna para cam-
biar entre las dos). Otro uso de las zonas de temperatura individuales esta
destinado al momento en el que la columna se maneja a gran temperatura
(p. €j., por encima de los 60 °C) en un lado y el intercambiador de calor del
otro lado se utiliza para enfriar el eluyente antes de que se introduzca en el
detector, lo que reduce asi el ruido debido a los efectos térmicos de la celda
de flujo. Si selecciona la opcion As Detector Cell, se leera automaticamente la
temperatura de la celda en el detector.

La temperatura de cada zona se puede ajustar de -5 °C a 100 °C y el usuario
deberia comprobar que la columna es adecuada para funcionar a esa tempe-
ratura. (Las fases ZORBAX RRHT StableBond de Agilent se pueden utilizar
en el extremo mas elevado del rango). La temperatura se controla de *

0,15 °C a 10 °C por debajo de la temperatura ambiente, aunque debe tener
en cuenta que existen muy pocas aplicaciones que funcionen por debajo de
los 12-15 °C. Evite el uso del TCC a una temperatura tan baja en la que se
produzca condensacion de agua debido al aire humedo, ya que esto activa-
ria el sensor de fugas.

+ Column Switching Valve constituye una opcién activa anicamente cuando
existe una valvula entre los soportes de columna. Existen tres tipos de valv-
ulas disponibles:

De 2 posiciones y 6 puertos: se utilizan para el cambio entre dos colum-
nas.

De 2 posiciones y 10 puertos: se utilizan para alternar la regeneracién de
columna.

De 8 posiciones y 9 puertos: se utilizan para la seleccion de varias colum-
nas en MDS.

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema 129



6 Apeéndice

Pestaiia Detector de diodos

Y Binary F'umpl & Samplell s sampler Injector Programl 6 Calumn Comp. 9 DAD

% |nstument Curves I

Signals E‘ Advanced
Use  ‘wave Eand Feference  Reference Spectium
Signal  length width Wavelength  Bandwidth
Store | Mone -

Signal & V2540 40 ¥/ 3800 > 1000 nm

Signal B V2100 40 V3800 1000 D nm Range fram: to Him
Sighal C v 2140 40 o ¥/ 3800 > 1000 nm Step o

Sighal D V2300 40 - V3800 > 1000 D nm N -

Signal E v 2600 © | 40 ° ¥/ 300 S 1000 ° om e

Signal F iy Analog Dutput

Signal G nm Dutput 1

Sighal H nm

Zei Offset: 5 %
Peakpidth Atteruation: | 1000 - mal
50,10 min [2.0 s responze time] [2.5 Hz) - :
b argin for negative Absorbance
Stoptime Pasttime 100 © mal
@ As Pump/lnjsctor o Of Autobalance Lamps on required for acquisition
o min o mir V| Premun WU Lamp
Postrun
E‘ Timetable {empty}
[ Show timetable graph
ak | Apply | Cancel | Help
Figura29 Pantalla Método de configuracion: pestafia Detector de diodos

» Signals: se pueden grabar hasta 8 senales (cromatogramas) diferentes. Para
marcar una sefial para su recogida, marque la casilla Use Signal para la senal
relevante, defina la longitud de onda y la anchura de banda y, si se necesita
una senal de referencia, marque y defina esa casilla.

Wavelength define la longitud de onda central (nm) de la senal.

Bandwidth define el ancho (nm) de la senal.
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Reference Wavelength define la longitud de onda central (nm) de la banda
de referencia que se sustrae de la senal analitica.

Reference Bandwidth define el ancho (nm) de la banda de referencia.
* Peakwidth define la velocidad de recogida de datos y el filtrado de la sefnal.

+ Para los parametros Stoptime y Posttime se seleccionan las opciones As
Pump/Injector y Off, respectivamente; dichos valores se ajustan habitual-
mente a través de la pestaiia Pump. Sin embargo, si fuese necesario, puede
configurarse un tiempo de parada del detector distinto del tiempo de
parada de la bomba,; esto permite detener el analisis de datos antes de que
se alcance el final del analisis segin se haya definido en la bomba. Este
puede ser el caso cuando se ha determinado una rampa de equilibrado de
gradiente al final del gradiente. Por ejemplo, el valor del % B puede aumen-
tar hasta el 95 % a los 10 min, momento en el que se prevé que todos los
picos se hayan eluido de la columna. El analisis basicamente habra finali-
zado, pero puede anadirse un segmento de gradiente adicional que haga
que el % B vuelva a su valor inicial a lo largo de dos minutos, con el fin de
iniciar el reequilibrado de la columna suavemente. No se esperan datos tti-
les durante esta rampa descendente, por lo que el tiempo de parada del
detector se ajusta en 10 min (tras lo cual la recogida de datos se detiene),
mientras que el tiempo de parada de la bomba sera de 12 min para permitir
que finalice la rampa descendente. Esto se trata de una eleccién del usuario
y algunos aceptan que los minutos finales del cromatograma no contengan
datos ttiles, pero permiten que se registren igualmente para evitar el incon-
veniente de tener un tiempo de parada diferente para el detector. El tiempo
de parada del detector no anula la bomba y provoca que el analisis finalice,
tal como haria un tiempo de parada mas corto en cualquier otro médulo; de
ahi la comodidad de seleccionar para el tiempo de parada la opciéon As
Pump/Injector.

+ Timetable funciona igual que en el resto de médulos: puede anadir una linea,
seleccionar la funcién que desee modificar e introducir los nuevos valores
para dicha funcién. Los cambios del detector tendran lugar inmediata-
mente en el tiempo especificado. Las siguientes funciones se pueden cam-
biar durante el analisis:

Balance

Change Signal

Change Threshold

Change Peak —detector Peakwidth
Change Spectra Acquisition Mode
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Change Contacts
Advanced - Spectrum

Se pueden guardar los espectros durante el analisis de forma continua o
controlada por picos (esto se aplica al software ChemStation. Algunos
paquetes de software, p. ej. EZChrom, s6lo admiten la recogida continua de
todos los espectros y no aparecen las opciones de control de picos). La reco-
gida de espectros y de sefiales son operaciones independientes realizadas
por el detector de firmware y no dependen del software informatico de
extraccion de datos de la matriz de datos 3D. La velocidad a la que se toman
los espectros viene determinada por el ajuste Peakwidth; en el tiempo espe-
cificado en Peakwidth se toman ocho espectros. El firmware realiza la detec-
cién de picos en la seial A para determinar cuando se deberian guardar los
espectros controlados por picos. Para varias senales, puede ser necesario
definir la sefial A como un detector de banda ancha para garantizar que los
espectros de picos estén disponibles para todas las senales de longitud de
onda diferentes.

Store controla el modo de recogida de espectros con las siguientes opcio-
nes:

None: no se almacenan espectros.

Apex+Baselines: se toman 3 espectros al inicio, en el maximo y al final del
pico.

Apex+Slopes+Baselines: se toman 5 espectros al inicio, en la pendiente
ascendente, en el maximo, en la pendiente descendiente y al final del
pico.

All in Peak: se almacenan todos los espectros disponibles en un pico.
All: se almacenan todos los espectros durante el analisis.

Every 2nd Spectrum: se almacenan tinicamente espectros alternos adquiri-
dos durante el analisis.

Range: los espectros se pueden guardar en todo el rango del detector, de
190 nm a 640 nm, o en un rango reducido que el usuario considere ade-
cuado. (Esto también reduce el niimero de datos que se van a almace-
nar).

Step: controla el intervalo (nm) de datos almacenados en un espectro y,
por tanto, afecta a la resoluciéon espectral. El valor predeterminado de
2 nm es una buena elecciéon para la mayoria de aplicaciones.

Threshold: determina que los espectros no se almacenen para alturas de
pico por debajo de este valor (mAU).
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+ Advanced - Analog Output

El1 DAD 1260 Infinity posee un conector de seifial analégica de salida para
utilizarlo con sistemas de datos que no acepten una entrada digital. Se debe
configurar lo siguiente:

Zero Offset coloca el nivel cero en un porcentaje definido de la senal de
salida y, por tanto, permite un alcance de deriva negativa.

Attenuation reduce la absorbencia definida a la salida total.
+ Advanced - Margin for Negative Absorbance

El ajuste predeterminado es 100 mAU, lo que significa que el detector posee
un rango dindmico suficiente, teniendo en cuenta el punto en el que se esta-
blecié el nivel cero, para realizar la medicion segin este valor. Para medir
picos negativos mayores o seguir una linea base con una gran deriva nega-
tiva, el valor se debe ajustar a la baja para evitar obtener una sefial plana al
final del rango. Sin embargo, no se debe cambiar sin una buena razon, ya
que si se hace mas negativo aumentara el ruido de la linea base y reducira
el rango disponible para medir picos positivos.

* Advanced - Autobalance define el nivel de absorbencia a cero en todas las lon-
gitudes de onda (es decir, equilibra todos los puntos en el espectro a cero)y,
por tanto, también pone a cero la seiial de la linea base. Prerun esta seleccio-
nado para realizar el equilibrio justo antes del inicio del analisis, que es la
situacion habitual. A veces se selecciona Postrun de forma alternativa para
realizar el equilibrado al final del analisis, una vez concluido el tiempo de
post-analisis. Por ejemplo, si la seiial siempre muestra una deriva negativa y
el usuario prefiere que el analisis finalice en absorbancia cero, se establece-
ra el nivel cero correcto para el siguiente analisis. No cambiara a posteriori
el analisis al final del cual realizé el equilibrio.

+ Advanced - Lamps on required for acquisition: el DAD 1260 Infinity posee una
lampara UV que debe estar encendida para realizar el analisis, por lo que
esta casilla debe estar marcada.

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema 133



6 Apéndice
Configuracion de un método mediante la opcion Editar método completo

Pestaiia Instrument Curves

Setup Method

X Instrument Curves

[ << <]

(o J[ gody J[ Concsl |[ eb ]

Figura30 Pantalla Método de configuracion: pestaina Curvas del instrumento

La pestaia Curvas del instrumento permite almacenar con los datos corrien-
tes de datos monitorizadas distintas a las senales del detector mediante la
casilla correspondiente. Principalmente se utilizan con propésitos de diagnés-
tico. Son:

* Bomba:
* Presion
* Flujo

+ Composicion A/B: puede ser 1til para superponer el perfil del gradiente
en un cromatograma.

* Compartimento termostatizado de columna:
* Temperatura izquierda/derecha

* Detector:
* Temperatura de la placa
+ Temperatura de la unidad 6ptica

+ Voltaje anédico de la lampara UV
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Analisis de datos

Detalles de la seial

También se puede acceder directamente a la pantalla Signal Details en la vista
Method and Run Control: haga clic con el botén derecho del ratén sobre el icono

Calibration de la interfaz grafica de usuario y, a continuacién, seleccione Signal
Details en el menu contextual. En la vista Analisis de datos, se puede acceder

mediante el menu Calibration > Signal Details.

La pantalla Signal Details es el siguiente paso en Edit Entire Method y le dice al
analisis de datos qué senal adquirida debe procesar. El cuadro desplegable
enumera las senales disponibles, incluidas las sefiales analiticas definidas en
los ajustes del detector y los parametros registrados como la temperatura, el
flujo, la composicién, la presion y las trazas de diagnéstico. Seleccione una
senal y haga clic en Add to Method para transferirla a la tabla Signal Details que
se muestra en la parte inferior de la pantalla. Puede seleccionar una o todas
las senales del detector adquiridas para el procesamiento. Si no se selecciona
ninguna seial, la tabla esta vacia; en esta situacion ChemStation procesara de
forma predeterminada todas las senales del detector adquiridas.

A menudo, el usuario edita un método existente para crear un nuevo método y
se encuentra con un error de Parameter Mismatch cuando intenta ejecutar el
método. Lo que sucede es que, en el método antiguo, los Signal Details conte-
nian una seial especifica, por ejemplo 250 nm con 8 nm de anchura de banda,
y esto cambia en el nuevo método a 254 nm/12 nm, por ejemplo. La tabla
Signal Details todavia contiene los detalles originales y se le solicita que pro-
cese una seinal que no se ha adquirido. El problema se corrige destacando la
sefial antigua en la tabla y utilizando el botén Delete Row.

Si un sistema utiliza varios detectores como el detector de diodos y un espec-
tréometro de masas, las lineas Signal Description permiten introducir tiempos de
retardo para el detector en la direccion del flujo de forma que el software
pueda alinear los picos de los diferentes detectores.
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I Signal DetailsTinstrument 2

Available Signals

0,100 Ref=off _iidd to Method

Insert Row I Append Row Delete Row

Signal Description Start End Delay Align Peak 1 Peak 2 Align Window

I Ok, i[_ggpcel H _Help ]

Figura 31 Detalles de la seial
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Edicion de los parametros de integracion

También se puede acceder a la pantalla Edit Integration Events en la vista Method
and Run Control haciendo clic con el botén derecho del ratén en el icono Para-
metros de integracion de la interfaz grafica del usuario y, a continuacion,
haciendo clic en Edit Integration Events en el ment contextual. En la vista Data
Analysis, se puede acceder a ella mediante el ment Integration > Integration
Events... o el icono Edit Integration Events.

&b Calibration [] Signal [ Pt
‘M ﬁ |ﬁ Report:  Short —}l _l
DaD1 A, Sig=242,..0ME-MIZ-008.0) - Lg % C%

(% 55 B Bt P )

Method Marusl Everts [

Initial Events For All Signals:

Integration Events Value
Tangent Skim Mode Standard

Tail Peak Skim Height Ratio 0.00
Front Peak Skim Height Ratio 0.00
Skim Yalley Ratio 20,00

Baseling Comection Claszical

Peak toYalley Ratio a00.00

Specific Events For Signal:

DAD Default -

Time Integration Events Yalue
Initial Slope Senaitivity 5
Initial Peak ‘width 0.05
Initial Area Reject g
Initial Height Reject 1
Iniizl Shoulders OFF

Figura 32 Pantalla Editar parametros de integracion

Integracion, calibracion y creacion de informes forman parte del analisis de
datos del método. Los parametros de integracion y la tabla de calibracién son
mas faciles de configurar una vez se hayan adquirido los datos y se estén revi-
sando en la vista Analisis de datos. Los parametros de integraciéon se pueden
optimizar en ese momento y los ajustes predeterminados se suelen utilizar
para los andlisis de adquisicién iniciales.

LC Binario 1260 Infinity: guia de usuario del sistema 137



6

138

Apéndice

La pantalla Edit Integration Events tiene dos tablas:

+ Initial Events For All Signals contiene parametros (parametros de integracion)
que se aplican a todas las senales adquiridas con el método.

+ Specific Events For Signal contiene parametros que son especificos para un
tipo de detector o especificos para diferentes sefiales del mismo detector.

Los parametros clave de esta tabla son:

Slope Sensitivity representa la pendiente y la curvatura de la linea base
necesaria para marcar el inicio y el final de un pico.

Peak Width: se debe introducir la anchura a media altura del pico de inte-
rés mas estrecho. Esto ayuda al integrador a distinguir entre ruido y
picos muy pequeios.

Los valores Area Reject / Height Reject que controlan el rechazo de los
resultados de los picos cuya area o altura estan por debajo de estos valo-
res.

Integration OFF/ON suprime la integracion entre los limites establecidos.
Casi siempre se utiliza para inhibir la integracion en la region desde la

inyeccion hasta la parte frontal del disolvente o el marcador del pico no
retenido.

Se anaden lineas como Integration OFF/0N a la tabla mediante los iconos de la
parte superior de la ventana.

Haga clic en 0K para salir y se abrira la siguiente pantalla en el proceso Editar
método completo.
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También se puede acceder directamente a la pantalla Specify Report en la vista
Method and Run Control haciendo clic con el botén derecho del ratén en el icono
Informe de la interfaz grafica del usuario y, a continuacion, seleccionando
Specify Report en el ment contextual. En la vista Data Analysis se puede acceder
mediante el ment Report > Specify Report o el icono Especificar informe.

Specify Report: Instrument 1
¢ Fieporting setfings || Quantitation settings
Repoit mode

() Use Inteligent Reparting (%) Use Classic Reporting

Style

Report style: [gpan v‘

Quantitative result sorted by

[] Sample infa on each page
Add chromatogram output [[] Add summed peaks table

[] &4dd sample custom fields to sample info

Report layout for uncalibrated peaks

Add fraction table and ticks

[] Add compound custom fields

3

Chromatagram output
Size
% of pages

Time: --1 LU

(® Paortrait

(O Landscape

Respanss

) Multi-page [Landscape)

) Separately (&) With calibrated peaks () Do nat report . .
Destination File setting
[] Printer
File prefix: FDF [Jcsy [CIHTH [JoiF
Sereen
File Urique FOF fils name INT s CIEMF
oK ] [ Cancel ] [ Help
Figura 33  Pantalla Especificar informe

Para configurar informe con un porcentaje de area simple con el Creador de
informes clasico, que imprime informes en una impresora o en un fichero PDF,
introduzca los siguientes ajustes en estas secciones de la pantalla Especificar

informe:

En la pestaia Reporting settings:

* Report mode: Usar creador de informes clasico

+ Style
Report Style: Corto
Quantitative results sorted by: Senal
Add Chromatogram Output: Marcado
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+ Chromatogram Output: Retrato
+ Size:
Eje Time el 100 % de la pagina
Eje Response el 40 % de la pagina
* Destination
Printer: Marcado
Screen: Sin marcar
File: Marcado
+ File Setting:
PDF: Marcado
Unique PDF file name: Marcado
En la pestafia Quantitation settings:
+ Calculation mode
Calculate: Porcentaje
Based on: Area

Haga clic en OK para salir y se abrira la siguiente pantalla en el proceso Editar
método completo.
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Curvas del instrumento

Instrument Curves: Instrament'2 T

Select curves to overlay:

Instrument Data Curves:

3;.'}.' ry
=B

ZC[C]

ZD[C2)

Flo

T emperature
High Prezsure
kS0 lon Polarity
kS0 Palarity - 1 j

Figura 34 Pantalla Curvas del instrumento

L A Y

Las casillas de verificacion de Instrument Curves permiten que estos parametros
registrados se superpongan como un grafico en el cromatograma.
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Lista de comprobacion del tiempo de analisis

También se puede acceder directamente a la Run Time Checklist mediante el
mentd Method > Run Time Checklist... o haciendo clic en el icono Run Time Checklist
situado en la parte superior derecha de la pantalla.

[' me Checkhstrinstrument W

Check Method Sections to Fun

[CliPre-Run Command / M acre

Data Acquizition

Standard D ata Analysis

] Custamized D ata Analysis M acro
[]5ave GLF Data

[ Post-Bun Command ¢ Macro

[[] 5ave Method with Data

i Ok i [ Cancel ] [ Help

Figura 35 Pantalla Lista de comprobacion del tiempo de analisis

La Run Time Checklist selecciona si el método deberia ejecutar tanto la adquisi-
ci6n de datos como el analisis de datos, ademas de ofrecer una oportunidad
para enlazar los comandos de macros o los programas en el flujo de trabajo en
varios puntos. En la mayoria de los casos, se marcan las casillas de verifica-
cién Data Acquisition y Standard Data Analysis. Si no es necesario analizar los
datos, por ejemplo, en una serie de analisis del desarrollo del método, se
puede desmarcar la opcion Standard Data Analysis para que no se creen infor-
mes y los datos se puedan evaluar visualmente mas tarde en la vista Data Anal-
ysis.

Para enlazar un programa de macros a uno de los puntos de acceso, se marca
la casilla correspondiente y se escribe el nombre de la macro en el cuadro de
texto de la derecha. El software busca la macro en el directorio C:\Chem32\
Core; incluya la ruta si esta ubicado en otro lugar.
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Los puntos de acceso en el flujo de trabajo del método son:
* Pre-Run Command / Macro
+ Customized Data Analysis Macro

* Post-Run Command / Macro

Save Method with Data guarda una copia del método en el fichero de datos y le
pone el nombre RUN.M. Esto no es necesario si se utiliza ChemStation con la
configuraciéon habitual, ya que el software siempre guarda el método en el
fichero de datos (en todas las versiones desde B.02.01). Esta opcién s6lo sera
relevante si ChemStation se ha configurado de forma que la opcién Unique
Sequence Folder Creation esté desactivada y, por tanto, los métodos no se copien
de forma rutinaria en el fichero de datos.

Puesto que esta es la pantalla final del proceso, si hace clic en 0K saldra de la
Run Time Checklist y del proceso Edit Entire Method. E1 método se deberia guardar
en el directorio de métodos modelo (el predeterminado es C:\Chem32\1\Meth-
ods) mediante File > Save As > Method o Method Menu > Save Method As.
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Glosario Ul

1

1260 Infinity Autosampler

inyector automatico 1260 Infinity
1260 Infinity Binary Pump

bomba binaria 1260 Infinity
1260 Infinity DAD

DAD 1260 Infinity
1290 Infinity TCC

TCC 1290 Infinity

A

Add
Agregar
Add Chromatogram Output
Agregar salida cromatografica
Add to Method
Agregar al método
Adjust
Ajustar
Advanced
Avanzado
Advanced - Analog Output
Avanzado - Salida anéloga
Advanced - Autobalance
Avanzado - Autoequilibrio
Advanced - Auxiliary
Avanzado - Auxiliar
Advanced - High Throughput
Avanzado - Alto rendimiento

Advanced - Lamps on required for acquisi-

tion
Avanzado - Lamparas encendidas
requeridas para la adquisicion
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Advanced - Margin for Negative Absor-
bance

Avanzado - Margen para la absorben-
cia negativa
Advanced - Spectrum
Avanzado- Espectro
All
Todo
All'in Peak
Todos en el pico
All Programs
Todos los programas
Apex+Baselines
Maximo-+lineas base
Apex+Slopes+Baselines
Méaximo+pendientes+lineas base
Apply
Aplicar
Apply to Method
Aplicar al método
Area Reject
Rechazo de drea
Area Reject / Height Reject
Rechazo de &rea/Rechazo de altura
As Detector Cell
Como la celda del detector
As Pump/Injector
Como bomba/inyector
Attenuation
Atenuacion
Automatic delay volume reduction
Reduccion automatica del volumen de
retardo
Available Signals
Sefales disponibles

Balance
Equilibrio
Bandwidth
Anchura de banda
Based on
Basado en
Baseline Correction
Correccion de linea base
BinPump
Bomba bin.

c

Calculate
Célculo

Calculation mode
Modo de célculo

Calibration
Calibracion

Cancel
Cancelar

Change Contacts
Cambiar contactos

Change Peak —detector Peakwidth
Cambiar pico (detector de anchura de
pico)

Change Signal
Cambiar sefial

Change Spectra Acquisition Mode
Cambiar modo de adquisicion de
espectros

Change Threshold
Cambiar umbral
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Change...
Cambiar...

Check Method Sections to Edit
Comprobar las secciones de método
para editar

Chromatogram Output
Salida cromatografica
Clear all
Borrar todo
Column Switching Valve
Valvula de intercambio de columnas
Combined
Combinado
Comment
Comentario
Customized Data Analysis Macro

Macro del andlisis de datos personali-
zado

Cut
Cortar

D

Data Acquisition

Adquisicion de datos
Data Analysis

Andlisis de datos
Delete Row

Borrar fila
Destination

Destino
Draw position

Posicion de extraccion
Draw speed

Velocidad de extraccion

E

Edit Entire Method
Editar método completo

Edit Integration Events

Editar parametros de integracion
Edit Signal Plot

Editar grafico de sefal
Eject speed

Velocidad de eyeccion
Enable overlapped injection

Habilitar inyeccion solapada
Enhanced Solvent Compressibility

Compresibilidad del disolvente mejo-
rada

Equilibration time
Tiempo de equilibrio

Every 2nd Spectrum
Cada 2.° espectro

F
File

Fichero
File Setting

Opciones de fichero
Flow

Flujo
Flush Port

Puerto de lavado

H

Height Reject
Rechazo de altura

HiP-ALS Injector Program
Programa del Inyector HiP-ALS

Initial Events For All Signals
Parametros iniciales para todas las
sefiales

Injection Mode
Modo de inyeccion
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Injection Valve Cleaning

Limpieza de la valvula de inyeccion
Injection volume

Volumen de inyeccion
Injection with needle wash

Inyeccion con lavado de aguja
Injector Cleaning

Limpieza del inyector
Instrument

Instrumento
Instrument Curves

Curvas del instrumento
Instrument/Acquisition

Instrumento/Adquisicion
Instruments

Instrumentos
Integrate

Integrar
Integration

Integracion
Integration Events

Parametros de integracion
Integration Events...

Parametros de integracion...
Integration OFF/ON

Apagar/Encender integracion
Intensity Test

Test de intensidad

L

Launch online
Iniciar en linea
Load Method
Cargar método
Location
Ubicacion
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M

Method
Método
Method and Run Control
Control del método y el andlisis
Method History
Historial del método
Method Information
Informacion del método
Method Menu
Menu de método
Method...
Método...
Methods
Métodos
Mode
Modo

N

Name Pattern

Patron de nombre
Needle Wash

Lavado de aguja
New Method...

Nuevo método...
No Limit

Sin limites
No Limit / Off

Sin limite/Desconectado
None

Ninguno

0

Off

Desconectado
0K

Aceptar
Online Plot

Grafico en linea
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Online Signals
Sefales en linea
OpenlLAB Control Panel
Panel de control de OpenLAB

P

Parameter
Parametro
Parameter Mismatch
Parametro incorrecto
Paste
Pegar
Peak Width
Anchura de pico
Peakwidth
Anchura de pico
Post Time
Tiempo posterior
Postrun
Post-analisis
Post-Run Command / Macro
Comando post-analisis/Macro
Posttime
Tiempo de post-analisis
Prerun
Pre-analisis
Pre-Run Command / Macro
Comando pre-analisis/Macro
Pressure Limits
Limites de presion
Printer
Impresora
Pump
Bomba

Q

Quantitation settings
Opciones de cuantificacion

Quantitative results sorted by
Resultados cuantitativos ordenados
por

Range
Rango
Reference Bandwidth
Anchura de banda de referencia
Reference Wavelength
Longitud de onda de referencia
Remove
Eliminar
Repeat
Repetir
Report
Informe
Report mode
Modo de informe
Report Style
Estilo de informe
Reporting settings
Opciones de informe
Response
Respuesta
Run Control
Control del andlisis
Run Method
Ejecutar método
Run Queue
Lista de espera de analisis
Run Sequence
Ejecutar secuencia
Run Time Checklist
Lista de comprobacion del tiempo de
analisis
Run Time Checklist...

Lista de comprobacion del tiempo de
andlisis...
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Sample flush out factor
Factor de evacuacion de la muestra
Sample Info
Informacion de la muestra
Sample name
Nombre de la muestra
Save
Guardar
Save As
Guardar como
Save As...
Guardar como...
Save Method As
Guardar método como
Save Method As...
Guardar método como...
Save Method with Data
Guardar método con datos
Screen
Pantalla
Select Run Method Task
Seleccionar la tarea Ejecutar método
Selected Signal
Sefial seleccionada
Selected Signals
Sefales seleccionadas
Set Integration Events Table
Configurar la tabla de parametros de
integracion
Setup Instrument Method...

Método de instrumento de configura-

cion...
Setup Method

Método de configuracion
Show timetable graph

Mostrar grafico de la tabla de tiempos

Signal A
Sefial A

Signal Description
Descripcion de la sefial
Signal Details
Detalles de la sefal
Signal Window 1
Ventana de sefial 1
Signals
Sefiales
Single Runs
Andlisis individuales
Size
Tamafio
Skip
Omitir
Slope Sensitivity
Sensibilidad de pendiente
Solvents
Disolventes
Specific Events For Signal
Parametros especificos para la sefial
Specify Report
Especificar informe
Spectrum Store
Almaceén del espectro
Standard Data Analysis
Andlisis de datos estandar
Standard injection
Inyeccion estandar
Start
Inicio
Step
Paso
Stop Time
Tiempo de parada
Stop Time / Post Time
Tiempo de parada/Tiempo posterior
Stoptime
Tiempo de parada
Store
Almacenar
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Style
Estilo
Subdirectory
Subdirectorio
Switch [module name] on
Encender [nombre del mddulo]
System On/0ff
Encender/apagar el sistema

T

TCC)

TCC
Temperature

Temperatura
Threshold

Umbral
Time

Tiempo
Timetable

Tabla de tiempos

U

Unique PDF file name
Nombre de fichero PDF tnico
Unique Sequence Folder Creation
Creacion de carpeta de secuencia
Unica
Use Signal
Usar sefial

vV

Vial/Location

Vial/posicion
Vial/Well bottom sensing

Percepcion del final del vial/pocillo
View

Vista

147



Glosario Ul

W

Wash Vial

Vial de lavado
Water

Agua
Wavelength

Longitud de onda
Wavelength Calibration

Calibracion de la longitud de onda:

z

Zero Offset
Compensacion cero
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