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En esta guia...

Esta guia esta destinada a usuarios avanzados, administradores de sistemas y
personas encargadas de la validacion del software Agilent OpenLab ChemStation.
Contiene informacion de referencia sobre los principios de funcionamiento, los cal-
culos y los algoritmos de analisis de datos utilizados en la version LTS 01.11 de
Openlab ChemStation.

Utilice esta guia para verificar la funcionalidad del sistema con respecto a las espe-
cificaciones de requisitos de usuario y para definir y ejecutar las tareas de valida-
cion del sistema definidas en su plan de validacion. Los siguientes recursos
contienen informacion adicional.

+ Paralos tutoriales de iniciacion: Consulte los moédulos de aprendizaje, a los que
se puede acceder desde la plataforma de recursos y formacion para usuarios
de OpenLab ChemStation.

+ Parainformacién sobre tareas contextuales especificas (‘cémo” hacer algo),
referencias a la interfaz de usuario y ayuda para la resolucién de problemas: El
sistema de ayuda en linea de ChemStation.

+ Para conceptos y flujos de trabajo de OpenlLab ChemStation: El manual Con-
ceptos basicos y flujos de trabajo de OpenlLab ChemStation.

+ Para obtener mas informacion sobre la instalacion del sistema 'y el sitio de pre-
paracion de instalaciones: La Guia de instalacion de la estacion de trabajo de
Openlab ChemStation o la Guia de instalacion de estaciones de trabajo en red
y sistemas distribuidos de OpenLab ChemStation, respectivamente.

« Para obtener mas informacion sobre los principios y tareas de administracion
del sistema: la Guia del administrador de la estacion de trabajo de OpenLab
ChemStation.

De aqui en adelante, el término ChemStation hara referencia a Agilent Openlab
ChemStation.

1 Integracion

En este capitulo se describen los conceptos y los algoritmos del integrador de
ChemStation.
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2 Identificacion de picos

En este capitulo se describen los conceptos de identificacion de picos.

3 Calibracion

En este capitulo se detallan los calculos utilizados en el proceso de calibracion.

4 Cuantificacion

En este capitulo se describe como se cuantifican los compuestos y se explican los
calculos utilizados para la cuantificacion.

5 Idoneidad del sistema

En este capitulo se describe qué puede hacer Openlab CDS para evaluar el rendi-
miento del instrumento analitico y el método analitico.

6 Calculos especificos de CE

Este capitulo es importante Unicamente si se utiliza ChemStation para controlar
instrumentos de CE.

7 Verificacion del sistema

En este capitulo se describen la funcion de verificacion y las funciones de verifica-
cion GLP de ChemStation.
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1 Integracion

Definicion de la integracion

La integracién busca los picos en una sefial y calcula su tamafio.

La integracion es un paso necesario para:
+ Identificacion

+ cualificacion

+ calibracion

+ cuantificacion,

+ calculos de pureza de picoy

» busqueda en bibliotecas de espectros.

Funciones de la integracion

Cuando se integra una sefial, el software:

+ identifica el tiempo de inicio y el tiempo final de cada pico,

* encuentra el maximo de cada pico, es decir, el tiempo de retencion o migra-
cion,

+ construye una linea de base, y

+ calcula el area, la altura, la anchura de pico y la simetria correspondientes a
cada pico.

Este proceso se controla por medio de parametros denominados eventos de
integracion.
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1 Integracion

Capacidades del integrador

Los algoritmos del integrador incluyen las siguientes capacidades clave:
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posibilidad de integracién automatica para configurar los parametros inicia-
les del integrador,

la capacidad de definir tablas individuales de eventos de integracién para
cada sefial cromatografica o electroferografica si se usan varias sefiales o
mas de un detector,

definicion interactiva de eventos de integracién que permite a los usuarios
seleccionar graficamente los tiempos de los eventos,

integracion grafica manual de cromatogramas o electroferogramas que
requieren la interpretacién humana (estos eventos también se pueden regis-
trar en el método y usarse como parte de la operacién automatizada),

anotacion de los resultados de integracion,

definiciones de parametros del integrador para fijar o modificar los valores
basicos de rechazo por drea, rechazo por altura, anchura de pico, sensibilidad
de pendiente, deteccion de hombros, correccion de la linea base y deteccion
de division tangencial frontal/de cola,

parametros de control de linea base, como forzar linea base, mantener linea
base, linea base en todos los valles, linea base en el siguiente valle, ajustar
linea base hacia atras, desde el final al pico actual,

control de suma del area,
reconocimiento de picos negativos,
deteccion de la definicion de picos de disolvente

comandos de control del integrador que definen los rangos de tiempos de
retencion o migracion para la operacion de integracion,

la asignacion de hombros de pico mediante el uso de calculos de segunda
derivada,

muestreo mejorado de puntos de datos no equidistantes para un mejor com-
portamiento con ficheros de datos LC-DAD reconstruidos a partir de espec-
tros DAD.



1 Integracion

Algoritmos del integrador de ChemStation

Introduccioén

Para integrar un cromatograma o electroferograma, el integrador:
define la linea base inicial,

realiza un seguimiento de la linea base y la actualiza continuamente,
identifica tiempo de inicio para un pico

encuentra el maximo de cada pico,

identifica el tiempo final para el pico

construye una linea base, y

N o o b WON =

calcula el area, la altura y la anchura de pico correspondientes a cada pico.

Este proceso se controla por medio de integration events. Los eventos mas
importantes son sensibilidad de pendiente inicial, anchura de pico, correccion de
la linea base, rechazo por area y rechazo por altura. El software permite al usua-
rio fijar los valores iniciales de éstos y otros eventos. Los valores iniciales tienen
vigencia al comienzo del cromatograma. De forma adicional, la funcion de inte-
gracion automatica proporciona un conjunto de eventos iniciales que el usuario
puede optimizar posteriormente.

En la mayoria de los casos, los eventos iniciales daran buenos resultados de inte-
gracién en todo el cromatograma, si bien habra ocasiones en las que el usuario
prefiera tener un mayor control sobre el progreso de la integracion.

El software permite controlar el modo en que se lleva a cabo una integracion
mediante la programacion de nuevos eventos de integracion en determinados
momentos del cromatograma.

Para obtener mas informacion, consulte “Eventos iniciales” en la pagina 44.
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1 Integracion

Definicion de la linea de base inicial
Puntos cardinales

Maximo del pico

Punto de inflexion Punto de inflexion

Punto de linea base Punto de linea base

Coordenada horizontal
de tiempo transcurrido

Figura 1 Puntos cardinales

Definicion de la linea base inicial

Puesto que las condiciones de la linea base pueden variar en funcion de la aplica-
cion y el detector, el integrador utiliza parametros obtenidos de ficheros tanto de
eventos de integracion como de datos para optimizar la linea base.

Para poder integrar los picos, el integrador debe establecer antes un baseline
point. Al comienzo del andlisis, el integrador establece un nivel de linea base ini-
cial tomando el primer punto de datos como punto de linea base provisional. A
continuacion trata de redefinir ese punto de linea base inicial utilizando el prome-
dio de la sefial de entrada. Si no obtiene un punto de linea base inicial redefinido,
mantiene el primer punto de datos como posible punto de linea base inicial.

Identificacion de los puntos cardinales de un pico

El integrador determina que puede estar comenzando a producirse un pico
cuando los posibles puntos de linea base se encuentran fuera de la zona de linea
base y la curvatura de la linea base excede un cierto valor determinado por el
parametro de sensibilidad de la pendiente del integrador. Si esta condicién conti-
nua, el integrador reconoce estar en la pendiente ascendiente de un pico y éste
se procesa.
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1 Integracion

Iniciar

1 Pendiente y curvatura dentro del limite: prosigue el seguimiento de la linea
base.
Pendiente y curvatura por encima del limite: posibilidad de un pico.

3 La pendiente permanece por encima del limite: se reconoce un pico, se define
el punto de inicio del pico correspondiente.

4 Lacurvatura se hace negativa: se define el punto de inflexion frontal.

Maximo
1 La pendiente pasa por cero y se hace negativa: maximo del pico, se define el
punto maximo correspondiente.

2 Lacurvatura se hace positiva: se define el punto de inflexién trasero corres-
pondiente.

Final

1 Pendiente y curvatura dentro del limite: se aproxima el final del pico.

2 Lapendientey la curvatura se mantienen dentro del limite: se define el fin del
pico correspondiente.

3 Elintegrador vuelve al modo de seguimiento de la linea base.

Seguimiento de la linea de base

El integrador muestrea los datos digitales a una velocidad determinada por la
anchura de pico inicial o por la anchura de pico calculada a medida que progresa
el andlisis. Considera cada uno de los puntos de datos como posible punto de
linea base.

El integrador determina una zona de linea basea partir de la pendiente de la linea
base, utilizando un algoritmo de seguimiento de la linea base en el que la pen-
diente viene dada por la primera derivada y la curvatura por la segunda derivada.
La zona de linea base se puede visualizar como un cono con la punta situada en
el punto de datos actual. Los niveles superior e inferior de aceptacién del cono se
determinan como sigue:

+ + pendiente ascendente + curvatura + desviacion de la linea base debe dar un
resultado inferior al nivel umbral,

+ - pendiente ascendente - curvatura + desviacion de la linea base debe dar un
resultado més positivo (o0 menos negativo) que el nivel umbral.
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1 Integracion

A medida que se van aceptando nuevos puntos de datos, el cono se desplaza
hacia adelante hasta que dejen de cumplirse las condiciones.

Para ser aceptado como punto de linea base, un punto de datos debe cumplir las
condiciones siguientes:

« debe encontrarse dentro de la zona definida como de linea base,

+ lacurvatura de la linea base en el punto de datos (determinada por los filtros
basados en derivadas) debe estar por debajo de un valor critico determinado
por el valor actual del parametro de sensibilidad de la pendiente.

El punto de linea base inicial establecido al comienzo del andlisis se restablece
asi de forma continua, a una velocidad determinada por la anchura de pico, como
el promedio movil de los puntos de datos que se encuentran dentro de la zona de
linea base durante un periodo de tiempo determinado por la anchura de pico. El
integrador realiza un seguimiento continuo de la linea base y la restablece peri6-
dicamente para compensar la deriva hasta que detecta la pendiente ascendente
de un pico.

Asignacion de la linea base

El integrador asigna durante el analisis la linea base cromatografica o electrofe-
rografica con una frecuencia determinada por el valor de anchura de pico.
Cuando ha muestreado un nimero determinado de puntos de datos, restablece
la linea base desde el punto de linea base inicial al punto de linea base actual. El
integrador reanuda entonces el seguimiento de la linea base en el siguiente con-
junto de puntos de datos para restablecer nuevamente la linea base. El proceso
continua hasta que el integrador identifica el inicio de un pico.

Punto de datos Momento inicial Punto actual
NN R RN RN AR RN

Anchura de pico esperada [ T R S R D P E——

Restablecimiento de la linea base

Figura2 Linea base

Alinicio del proceso, se utiliza el primer punto de datos. El punto de linea base se
restablece periddicamente de acuerdo con la siguiente formula:
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1 Integracion

Se suman las dreas durante un tiempo T (anchura de pico esperada). Ese tiempo
no puede ser inferior a un punto de datos. El proceso continda mientras exista
una condicion de linea base. Se adquieren asimismo medidas de pendiente y cur-
vatura. Si tanto la pendiente como la curvatura son inferiores al umbral, se com-
binan entre si dos sumas de areas y se comparan con la linea base previa. Si el
nuevo valor es inferior a la linea base previa, pasa a reemplazar inmediatamente
al valor antiguo. Si es superior al valor previo, se graba como nuevo valor provi-
sional de la linea base y se confirmara si un valor mas cumple los criterios de pla-
naridad de la pendiente y la curvatura. Esta Ultima limitacién no tiene efecto
cuando se permiten picos negativos. Durante la fase de linea base, es preciso
realizar asimismo comprobaciones para examinar disolventes con rapida eleva-
cion de la sefial; la elevacion puede ser demasiado rapida para permitir la detec-
cién de una pendiente ascendente (para cuando se confirma la pendiente
ascendente, el criterio de disolvente puede no ser ya valido). En el momento ini-
cial, el primer punto de datos constituye la linea base. Ese valor se reemplaza por
el promedio calculado sobre 2T si la sefial estd en base. La linea base se resta-
blece entonces a cada intervalo T (consulte Figura 2 en la pagina 13).

Definicion de términos

Pico de disolvente

El pico de disolvente, generalmente un pico de gran tamario sin relevancia anali-
tica, no suele integrarse. No obstante, cuando hay pequefios picos de interés
analitico con elucion cercana al pico de disolvente, por ejemplo en la cola del
mismo, es posible establecer condiciones de integracion especiales para calcu-
lar sus areas corregidas teniendo en cuenta la contribucion de la cola del pico de
disolvente.

Hombro (frontal, trasero)

Se producen hombros cuando dos picos eluyen tan cerca el uno del otro que no
llega a haber un valle entre ellos que permita resolverlos. Los hombros pueden
aparecer en el avance del pico (hombro frontal) o en el rastro del mismo (hombro
trasero). Cuando se detectan hombros, éstos pueden integrarse bien mediante
division tangencial o mediante lineas de caida verticales.

Pendiente

La pendiente de un pico, que denota el cambio de concentracién del componente
en funcion del tiempo, se utiliza para determinar el inicio, el maximoy el final del
pico.
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1 Integracion

Principio de funcionamiento

Inicializacion

‘ Parametros iniciales

!

Def hicion de la linea de base
inicial

Seguimiento de la Iine‘p de base

Seguimiento y restablecimiento
) de lalinea de base
¢Inicio deI grupo de picos? ‘

Si

Deteccion del grupo v

Deteccion de puntos del pico |

No +

;Deteccion de la linea de base? |

v Si
‘ Final del grupo de picos |

Evaluacion del grupo

Y
‘ Construccion de lineas de base |

!

‘ Deteccion de divisiones

Almacenamiento de picos 4//-{ Calculo de estadisticas de picos |

en tabla de picos

Figura3  Diagrama de flujo del integrador
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1 Integracion

Reconocimiento de picos

Elintegrador utiliza varias herramientas para reconocer y caracterizar un pico:
+ anchura de pico;

« filtros de reconocimiento de picos;

* agrupamiento;

+ algoritmo de reconocimiento de picos;

+ algoritmo de determinacion del vértice del pico; y,

+ calculos de efectos no gaussianos (por ejemplo, colas de pico o picos solapa-
dos).

Anchura de pico

Durante la integracion, se calcula la anchura de pico a partir del area y la altura
del pico ajustados:

Anchura = Area ajustada/Altura ajustada

0, si los puntos de inflexion estan disponibles, a partir de la anchura entre los
puntos de inflexion.

Ps Pe

! ! linea base
Figura4  Calculo de la anchura de pico
En la figura anterior, el drea total, A, es la suma de las dreas del inicio del pico (Ps)

al fin del pico (Pe), ajustada para la linea de base. Fs es la pendiente frontal en el
punto de inflexién, y Rs es la pendiente trasera en el punto de inflexion.
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1 Integracion

El parametro de anchura de pico controla la capacidad del integrador para distin-
guir los picos del ruido de la linea base. Para obtener buenos resultados, la
anchura de pico debe ser cercana a la anchura de los picos cromatograficos rea-
les.

Hay tres modos de cambiar la anchura de pico:

+ Antes del proceso de integracion, el usuario puede especificar la anchura de
pico inicial.
+ Durante el proceso de integracion, el integrador actualiza automaticamente la

anchura de pico como corresponda para que coincida con los filtros de reco-
nocimiento de picos.

+ Durante el proceso de integracion, el usuario puede restablecer o modificar la
anchura de pico utilizando un evento programado en el tiempo.

Filtros de reconocimiento de picos

El integrador cuenta con tres filtros de reconocimiento de picos que puede utili-
zar para reconocer picos mediante la deteccion de cambios en los valores de
pendiente y curvatura dentro de un conjunto de puntos de datos contiguos. Los
filtros contienen la primera derivada (para medir la pendiente) y la segunda deri-
vada (para medir la curvatura) de los puntos de datos examinados por el integra-
dor. Los filtros de reconocimiento son los siguientes:

Filter 1  Pendiente (curvatura) de dos (tres) puntos de datos contiguos

Filter 2 Pendiente de cuatro puntos de datos contiguos y curvatura de tres puntos de
datos no contiguos

Filter 3 Pendiente de ocho puntos de datos contiguos y curvatura de tres puntos de
datos no contiguos

El filtro que se utiliza viene determinado por el valor del pardmetro de anchura de
pico. Por ejemplo: al comienzo del analisis puede utilizarse el Filtro 1. Sila
anchura de pico aumenta durante el analisis, se pasara primero al Filtro 2 y en
ultimo término al Filtro 3. Para obtener buenos resultados del uso de los filtros de
reconocimiento, los valores fijados para la anchura de pico deben ser cercanos a
la anchura de los picos cromatograficos o electroferograficos reales. Durante el
analisis, el integrador actualiza la anchura de pico como sea necesario para opti-
mizar la integracion.

El integrador calcula la anchura de pico actualizada de distintos modos segun la
configuracion del instrumento:
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1 Integracion

Para configuraciones LC/CE, el cdlculo de anchura de pico por defecto utiliza un
calculo compuesto:

0,3 x (punto de inflexién derecho - punto de inflexidn izquierdo) + 0,7 x Area/Altura

Para configuraciones GC, el calculo de anchura de pico por defecto utiliza el
area/la altura. Este célculo no sobreestima la anchura cuando los picos estan
solapados por encima del punto de media altura.

En determinados tipos de analisis, por ejemplo analisis GC isotérmicos y LC iso-
craticos, los picos se ensanchan de forma significativa a medida que progresa el
analisis. Para compensar ese efecto, el integrador actualiza automaticamente la
anchura de pico a medida que los picos se ensanchan durante el analisis. Lo
hace de forma automatica salvo que se haya deshabilitado la funcion de actuali-
zacion con la anchura de pico fijado por medio de un evento programado.

La actualizacion de la anchura de pico se pondera del modo siguiente:

0,75 x (anchura de pico existente) + 0,25 x (anchura de pico de actual)

Agrupamiento

El agrupamiento es el medio que el integrador utiliza para ensanchar continua-
mente los picos dentro del rango de efecto de los filtros de reconocimiento de
picos con el fin de mantener una buena selectividad.

Cuando los picos se ensanchan, el integrador no puede continuar aumentando la
anchura de pico de forma indefinida. Llegaria un momento en que los picos fue-
ran tan anchos que no pudieran ser identificados por los filtros de reconoci-
miento. Para superar esa limitacion, el integrador agrupa los puntos de datos
entre si, estrechando en términos practicos el pico sin que el area se vea alte-
rada.

Cuando se agrupan datos, los puntos de datos se agrupan en dos elevado a la
potencia de agrupamiento, o sea, sin agrupar = x1, agrupamiento realizado una
vez = x2, realizado dos veces = x4, etc.

El agrupamiento se realiza basandose en la velocidad de datos y la anchura de
pico. El integrador utiliza esos parametros para fijar el factor de agrupamiento de
modo que se obtenga el nimero de puntos de datos apropiado (consulte Tabla 1
en la pagina 19).

El agrupamiento se realiza en potencias de dos en funcion de la anchura de pico
esperada u obtenida. El algoritmo de agrupamiento se resume en Tabla 1T en la
pagina 19.
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Tabla 1 Criterios de agrupamiento

Anchura de pico esperada Filtro(s) utilizado(s) Agrupamiento realizado
0-10 puntos de datos Primero Ninguno

8 - 16 puntos de datos Segundo Ninguno

12 - 24 puntos de datos Tercero Ninguno

16 - 32 puntos de datos Segundo Unavez

24 - 48 puntos de datos Tercero Unavez

32-96 puntos de datos Tercero, segundo Dos veces

64 - 192 puntos de datos Tercero, segundo Tres veces

Algoritmo de reconocimiento de picos

El integrador identifica el inicio del pico con un punto de la linea de base determi-
nado por el algoritmo de reconocimiento de picos. El algoritmo de reconoci-
miento de picos compara en primer lugar los valores de salida de los filtros de
reconocimiento de picos con el valor de la sensibilidad de pendiente inicial para
aumentar o reducir el valor del acumulador de pendiente ascendente. El integra-
dor define el punto en el que el valor del acumulador de pendiente ascendente es
=75 como el punto que indica el inicio de un pico.

Inicio del pico

En la Tabla 2 en la pagina 20, la anchura de pico esperada determina el filtro
cuyos valores de pendiente y curvatura se comparan con la sensibilidad de pen-
diente. Por ejemplo, cuando la anchura de pico esperada es pequefia, los valores
del filtro 1 se afiaden al acumulador de pendiente ascendente. Si la anchura de
pico esperada aumenta, se utilizan entonces los valores correspondientes al fil-
tro 2y, en Ultima instancia, al filtro 3.

Cuando el valor del acumulador de pendiente ascendente es 215, el algoritmo
reconoce que se puede estar iniciando un pico.
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Tabla 2 Valores de incremento del acumulador de pendiente ascendente

Valores de salida de filtros de derivadas de 1 a 3 frente Filtro 1 Filtro 2 Filtro 3
a sensibilidad de pendiente

Pendiente > Sensibilidad de pendiente +8 +5 +3
Curvatura > Sensibilidad de pendiente +0 +2 +1
Pendiente < (-) Sensibilidad de pendiente -8 -5 -3
Pendiente < |Sensibilidad de pendiente| -4 -2 -1

Curvatura < (-) Sensibilidad de pendiente -0 -2 -1

Fin del pico

Enla Tabla 3 en la pagina 20, la anchura de pico esperada determina el filtro
cuyos valores de pendiente y curvatura se comparan con la sensibilidad de pen-
diente. Por ejemplo, cuando la anchura de pico esperada es pequefia, los valores
del filtro 1 se afiaden al acumulador de pendiente descendente. Si la anchura de
pico esperada aumenta, se utilizan entonces los valores correspondientes al fil-
tro 2y, en Ultima instancia, al filtro 3.

Cuando el valor del acumulador de pendiente descendente es 215, el algoritmo
reconoce que puede estar finalizando un pico.

Tabla 3 Valores de incremento del acumulador de pendiente descendente

Valores de salida de filtros de derivadas de 1 a 3 frentea Filtro 1 Filtro 2 Filtro 3
sensibilidad de pendiente

Pendiente < (-) Sensibilidad de pendiente +8 +5 +3
Curvatura < (-) Sensibilidad de pendiente +0 +2 +1
Pendiente > Sensibilidad de pendiente -1 -7 -4
Pendiente > |Sensibilidad de pendiente| -28 -18 -1
Curvatura > Sensibilidad de pendiente -0 -2 -1
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Punto de valle

Integracion
Reconocimiento de picos

Algoritmo de determinacion del maximo de pico

El maximo del pico se corresponde con el punto mas alto del cromatograma,
determinado mediante la construccion de una curva de ajuste parabdlica que
pase por los puntos de datos mas altos.

Picos solapados

Los picos solapados se producen cuando un pico nuevo comienza antes de
encontrar el final de otro pico. La figura ilustra como trata el integrador los picos
solapados.

Figura5 Picos solapados

El integrador procesa los picos solapados como sigue:
1 suma el area del primer pico hasta el punto de vallg;

2 enelpunto de valle, termina la suma del area correspondiente al primer pico e
inicia la correspondiente al segundo pico;

3 cuando el integrador localiza el final del segundo pico, se detiene la suma del
area. Este proceso se puede visualizar como la separacion de los picos sola-
pados trazando una perpendicular desde el punto de valle entre ambos picos.
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Hombros

Los hombros son picos no resueltos ubicados en el avance o el rastro de un pico
mas grande. Cuando hay un hombro presente, no existe un verdadero valle en el
sentido de una pendiente negativa seguida por otra positiva. Un pico puede tener
cualquier numero de hombros frontales y/o traseros.

15,550

15,410
15,690

Figura6 Hombros de pico

Los hombros se detectan a partir de la curvatura del pico, que viene dada por la
segunda derivada. Cuando la curvatura cae a cero, el integrador identifica un
punto de inflexién, como los puntos ay b en Figura 6 en la pagina 22.

+ Existe un posible hombro frontal cuando se detecta un segundo punto de
inflexion antes del maximo del pico. Si se confirma la presencia de un hom-
bro, el punto de inicio del mismo se fija en el punto de maxima curvatura posi-
tiva previo al punto de inflexion.

+ Existe un posible hombro trasero cuando se detecta un segundo punto de
inflexion antes del final o el valle del pico. Si se confirma la presencia de un
hombro, el punto de inicio del mismo se fija en el punto del primer minimo de
la pendiente después del vértice del pico.

El tiempo de retencién o migracion se determina a partir del punto de maxima
curvatura negativa del hombro. Con un evento de integracién programado, el
integrador puede calcular también dareas de hombro como picos normales con
lineas de caida verticales en los puntos de inflexion del pico que presenta el hom-
bro.

El drea del hombro se resta del pico principal.

Los picos en el hombro pueden tratarse como picos normales utilizando un para-
metro de integracién programado.
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Construccion de la linea de base por defecto

Una vez completado un grupo de picos y encontrada la linea de base, el integra-
dor solicita al algoritmo de asignacion de la linea de base la asignacion de esta
mediante una técnica de “jalonamiento”. El algoritmo utiliza correcciones de drea
trapezoidal y altura proporcional para normalizar la linea de base y mantenerla lo
mas baja posible. Entre los valores de entrada del algoritmo de asignacion de la
linea de base se incluyen también parametros obtenidos de los archivos de
meétodo y datos que identifican el detector y la aplicacion, y que el integrador uti-
liza para optimizar los calculos.

En el caso mas sencillo, el integrador construye la linea de base como una serie
de segmentos rectos entre:

+ elinicio de la linea base,
* inicio del pico, valle, puntos finales,
+ lalinea base de pico

Marcas de sefalizacion

Linea base
Figura7  Construccion de la linea base por defecto
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Cadigos de separacion de picos

En los resultados de integracion de un informe, a cada pico se le asigna un
codigo de dos, tres o cuatro caracteres que describe como se trazo la linea base
de la sefal.

Tabla 4 Codigo de cuatro caracteres

Primer caracter Segundo caracter Tercer caracter Cuarto caracter

Linea base al inicio Linea base al final Marca de error/pico Tipo de pico

Caracteres 1y 2

El primer caracter describe la linea de base al inicio del pico y el segundo caracter
describe la linea de base al final del pico.

El pico se inicid o se detuvo en la linea de base.

El pico se inicio o se detuvo al traspasar la linea de base.

El pico se inicid o se detuvo con una linea de caida en forma de valle.
El pico se inicio o se detuvo en una linea de base horizontal forzada.
El pico se inicié o se detuvo en un punto forzado.

El pico se integré de forma manual.

El pico no se asigno.

También se pueden afiadir marcas adicionales (por orden de prioridad).

Caracter 3
El tercer caracter describe una marca de error o de pico:

La integracion se abortd. Por ejemplo, debido a eventos de integracion de tipo
activado/desactivado o a que se alcanzo el final del tiempo de andlisis de la
sefial.

El pico se distorsiond (forma de pico incorrecta).

El pico es un pico normal.
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Caracter 4

El cuarto caracter describe el tipo de pico.

El pico es un pico de disolvente.

N Elpico es un pico negativo.

+ Elpico es un pico de drea sumada.

T Pico con divisién tangencial (division estandar).

X Pico con divisién tangencial (division exponencial con el modo antiguo).
E Pico con divisién tangencial (division exponencial con el nuevo modo).
m  Pico definido por una linea base manual.

n Pico negativo definido por una linea base manual.
t  Pico con divisién tangencial definido por una linea base manual.

x  Pico con divisién tangencial (division exponencial) definido por una linea base
manual.

R Elpico es un pico recalculado (por ejemplo, un pico principal, véase “Modos de
division tangencial” en la pagina 36).

Pico definido por una tangente de hombro frontal.
Pico definido por una tangente de hombro trasero.
Pico definido por una caida vertical de hombro frontal.

Pico definido por una caida vertical de hombro trasero.

C T =M T =

Pico no asignado.
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Medida del area de pico

El paso final de la integracion de picos es determinar el area final del pico.

BB

| |

Figura8  Medida del 4rea de pico de linea base a linea base

En el caso de un simple pico aislado, el drea de pico viene determinada por el
area acumulada por encima de la linea de base entre el inicio y el final del pico.

Determinacion del area

El drea que el integrador calcula durante la integraciéon se determina como sigue:

+ para picos de linea base a linea base (BB), el drea por encima de la linea base
entre el inicio de pico y el fin de pico, como se muestra en Figura 8 en la
pagina 26,

+ para picos de valle a valle (VV), el drea por encima de la linea base segmen-
tada con lineas de caida verticales trazadas a partir de los puntos valle, como
se muestra en Figura 9 en la pagina 27,
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W

Figura9  Medida del area para picos de valle a valle

+ para picos tangenciales (T), el drea por encima de la linea base restablecida,

+ para picos de disolvente (S), el drea por encima de la extrapolacion horizontal
desde el ultimo punto de linea base encontrado y por debajo de la linea base
restablecida asignada a picos tangenciales (T). Es posible que un pico de
disolvente produzca una elevacion de la sefial demasiado lenta para el reco-
nocimiento del pico o que en medio del analisis aparezca un grupo de picos
que el usuario considere que deben ser tratados como un disolvente con una
serie de picos montados. Ese suele ser el caso de un grupo de picos solapa-
dos en el que el primer pico es mucho mayor que el resto. El tratamiento mas
simple, el de |a linea de caida vertical, exageraria los picos posteriores al estar
éstos en realidad sobre la cola del primero. Forzando el reconocimiento del
primer pico como pico de disolvente, es posible dividir de la cola el resto del
grupo,

+ los picos negativos que se dan bajo la linea base tienen un area positiva,
como se muestra en Figura 10 en la pagina 27.

Area total de la zona - Area por debajo de la linea base = Area corregic

Figura10 Medida del area para picos negativos
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Unidades y factores de conversién

Externamente, los datos contienen un conjunto de puntos de datos, que pueden
ser muestreados o integrados. En el caso de los datos integrados, cada punto de
datos corresponde a un area, que se expresa como Altura x Tiempo. En el caso
de los datos muestreados, cada punto de datos corresponde a una altura.

Por lo tanto, en el caso de los datos integrados, la altura es una entidad calcu-
lada, obtenida dividiendo el area por el tiempo transcurrido desde el punto de

datos previo. En el caso de los datos muestreados, el area se calcula multipli-
cando el dato por el tiempo transcurrido desde el punto de datos previo.

El calculo de integracion hace uso de ambas entidades. Las unidades que el inte-
grador utiliza internamente son las siguientes: respuesta en el detector x segun-
dospara el areay detector response para la altura. Esto se hace asi con el fin de
proporcionar una base comun para los truncamientos a enteros cuando sea
necesario. Las medidas de tiempo, drea y altura se muestran en unidades fisicas
reales, con independencia de como se midan, calculen y almacenen en el sof-
tware.
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Asignacion de la linea de base

Inicio de la linea base

Si no se localiza una linea base al comienzo del andlisis, el inicio de la linea base
se establece de uno de los modos siguientes:

+ desde el inicio del analisis al primer punto de linea base, si el punto de inicio
del andlisis es inferior al primer punto de linea base,

+ desde el inicio del analisis al primer punto de valle, si el punto de inicio del
analisis es inferior al primer valle,

+ desde el inicio del analisis al primer punto de valle, si el primer valle penetra
una linea imaginaria trazada desde el inicio del andlisis a la primera linea
base,

+ desde el inicio del andlisis a una linea base horizontal extrapolada al primer
punto de linea base.

Final de la linea base

El dltimo punto de linea base valido se utiliza para designar el final de la linea
base. En los casos en que un analisis no termine en la linea base, el final de la
linea base se calcula desde el Ultimo punto de linea base valido a la deriva de
linea base establecida.

Siun pico termina en lo que parece ser un valle pero el siguiente pico esta por
debajo del valor establecido para el rechazo por area, la linea base se proyecta
desde el comienzo del pico al siguiente punto de linea base verdadero. Cuando
un pico comience de modo similar, se aplicara la misma regla.
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Modos de correccion de la linea de base

En OpenlLab ChemStation, hay disponibles varios modos de correccion de la
linea de base. Se describen en las secciones incluidas a continuacion.

Modo de correccion de la linea de base: Clasico

Se produce una penetracion cuando la sefial cae por debajo de la linea base
construida (punto a en Figura 11 en la pagina 30).

T/

Figura11 Penetracion de la linea base

En caso de penetracion, por lo general se reconstruye esa parte de la linea base,
tal como muestran los puntos b en Figura 11 en la pagina 30. El usuario puede
utilizar los siguientes modos de correccion para eliminar todas las penetraciones
de la linea de base:

* No penetration
+ Advanced

Modo de correccion de la linea de base: Sin penetracion

Cuando se selecciona esta opcion, cada grupo de picos se examina en busca de
posibles penetraciones de |a linea de base. Si se encuentran penetraciones, se
desplazan los puntos de inicio y/o final del pico hasta eliminarlas por completo.
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Modo Classical de correccion de la linea de base  \odo No penetration de correccion de la linea de
base

El modo de correccion de la linea de base No penetration no esta disponible para
los picos de disolvente, con sus hombros y picos secundarios.

Modo de correccion de la linea de base: Avanzado

En el modo Avanzado de correccion de la linea de base, el integrador trata de
optimizar la ubicacion del inicio y el final de los picos, restablece la linea de base
para un grupo de picos y elimina las penetraciones de la linea de base (consulte
“Modo de correccién de la linea de base: Sin penetracién” en la pagina 30). En
muchos casos, con el modo Avanzado de correccion se consigue una linea de
base mas estable, menos dependiente de la sensibilidad de la pendiente.

Guia de referencia de Data Analysis para OpenLab ChemStation 31



Integracion

Relacién pico a valle

La relacion pico/valle es una medida de la calidad, que indica cudn bien se
separa el pico de otros picos de sustancias. Este parametro especificado por el
usuario forma parte del modo de seguimiento avanzado de la linea base. Se uti-
liza para decidir si dos picos que no muestran separacion a nivel de la linea base
deben separarse utilizando una linea de caida vertical o una linea base de valle. El
integrador calcula la relacion entre la altura corregida por la linea base del menor
de los picos 'y la altura corregida por la linea base del valle. Cuando la relacién
pico/valle es inferior al valor especificado por el usuario, se utiliza una linea de
caida vertical; de lo contrario, se traza una linea base desde la linea base del ini-
cio del primer pico al valle y desde el valle a la linea base del final del segundo
pico (vea la comparativa “Modo de correccion de la linea de base: Sin
penetracion” en la pagina 30 con Figura 12 en la pagina 32).

H1 H2
Hv

Figura 12 Relacién pico/valle

La relacion pico/valle se calcula por medio de las ecuaciones siguientes:
H1 = H2, Relacidn pico/valle = H2/Hv

y

H1 < H2, Relacion pico/valle = H1/Hv

Figura 13 en la pagina 33 muestra como el valor especificado por el usuario de la
relacion pico/valle influye en las lineas base.
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18,529 18,529

19,060 19,060
Relacion pico/valle Relacion pico/valle
inferior a valor superior a valor
especificado por el usuario especificado por el usuario

Figura 13  Efecto de la relacién pico/valle sobre las lineas base

Divisién tangencial

La division tangencial es una forma de linea de base construida para picos que
se encuentran en las pendientes ascendente o descendente de otro pico. El
requisito previo es que los dos picos no estén separados por la linea de base.

En las figuras siguientes se ilustra el principio de la division tangencial:

— —_—

Figura 14 Picos sin division, separados por una linea de caida vertical
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Asignacion de la linea de base

Figura 15 Division de cola

Figura 16  Division frontal
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Criterios de division

Los siguientes criterios determinan si se va a utilizar una linea de divisién para
calcular el area de un pico secundario que eluye en el rastro de otro principal:

+ Relacién de alturas para division (Front skim height ratio o Tail skim height
ratio).

+ Skim valley ratio.

La relacidn de alturas para division es la relacion de la altura corregida por la linea
base del pico principal (Hp en la siguiente figura) con la altura corregida por la
linea base del pico secundario (Hc). Para que se divida el pico secundario, utilice
un valor inferior a esta relacion. Para deshabilitar la divisién exponencial durante
un analisis, puede fijar este parametro en un valor alto o en cero.

La relacion de division de valle es la relacion de la altura del pico secundario por
encima de la linea base (Hc en la figura siguiente) con la altura del valle por
encima de la linea base (Hv). Para que se divida el pico secundario, utilice un
valor superior a esta relacion.

Sino se cumple uno de estos criterios para un conjunto de picos secundarios en
la cola del pico principal, todos los picos secundarios situados a continuacion
del pico secundario que cumple ambos criterios no se dividen, sino que usan una
linea de caida

Estos criterios no se utilizan si se esta aplicando un evento programado para un
calculo exponencial o si el pico principal es en si mismo un pico secundario de
otro. El codigo de separacion entre el pico principal y el secundario debe ser de
tipo Valley (consulte “Cédigos de separacion de picos” en la pagina 24).

Hv: Altura del valle = 6,6

1
T

Figura 17 Ejemplo para calcular los valores de los criterios de division

Relacion de alturas para divisién = Hp / He

Relacién de division de valle = Hec / Hv
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donde:

Hp Altura del pico principal corregida por la linea base
Hv Altura del valle por encima de la linea base

Hec Altura del pico secundario corregida por la linea base

Tail Skimming Para usar la division de cola, se deben definir los pardmetros como sigue:
* Relacion de alturas para division de cola=85/48 =1,77
En los eventos de integracion, use un valor < 1,77.
* Relacion de division de valle =48 /6,6 = 7,3
En los eventos de integracion, use un valor > 7,3.
Front Con la divisidn frontal, el primer pico es el secundario y el segundo, el principal.

Skimming En consecuencia, para usar la division frontal se deben configurar los parame-
tros como sigue:

+ Relacién de alturas para division frontal = 48 / 85 = 0,56
En los eventos de integracion, use un valor < 0,56.

* Relacion de division de valle =85/ 6,6 = 12,9
En los eventos de integracion, use un valor > 12,9.

Modos de division tangencial

Cuando la division tangencial esta habilitada, existen cuatro modelos disponibles
para calcular las areas de pico adecuadas:

+ Ajuste a una curva exponencial.

* Nueva division exponencial.

+ Division mediante linea recta.

+ (Cdlculos de recta y exponencial combinados para obtener el mejor ajuste
(divisién estandar).

Ajuste a una curva exponencial

Este modelo de division traza una curva utilizando una ecuacion exponencial a
través de los puntos inicial y final del pico secundario. La curva pasa bajo cada
uno de los picos secundarios que siguen al principal; el area que queda por
debajo de la curva de division se resta de los picos secundarios y se afiade al
pico principal.
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Asignacion de la linea de base

Division mediante linea recta

14,296

14,144

Ajuste a una curva exponencial

Linea base del pico actual

Figura 18 Division exponencial
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Nueva curva exponencial

Este modelo de division traza una curva mediante una ecuacion exponencial
para aproximar los flancos anterior y posterior del pico principal. La curva pasa
por debajo de uno 0 mas picos que siguen al pico principal (picos secundarios).
El drea que queda por debajo de la curva de division se resta de los picos secun-
darios y se suma al pico principal. Esto permite dividir mas de un pico secundario
con un mismo modelo exponencial; todos los picos posteriores al primer pico
secundario se separan mediante lineas verticales, comenzando al final del primer
pico secundario, y se proyectan Unicamente hasta la curva de division.

Pico principal 14.296 14.357

Picos secundarios
/ 41

Lineas de caida verticales

Curva de division exponencial

Linea base del pico principal

Figura 19  Nueva division exponencial
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Division mediante linea recta

Este modelo de division traza una linea recta a través de los puntos inicial y final
del pico secundario. La altura del inicio del pico secundario se corrige de acuerdo
con la pendiente del pico principal. El area que queda bajo la linea recta se resta
del pico secundario y se afiade al pico principal.

Divisiéon mediante linea recta

14.296 14,357

14,144

Divisién mediante linea recta /

Linea base del pico actual

Figura 20 Divisién mediante linea recta

Divisiones estandar

Este método predeterminado es una combinacion de calculos de recta y expo-
nenciales pensada para obtener un ajuste optimo.

El paso del calculo exponencial al célculo lineal se realiza de modo que no se pro-
duzcan discontinuidades abruptas en las alturas o las areas.

+ Cuando la sefial se encuentra apreciablemente por encima de la linea base, el
calculo para ajustar la cola es exponencial.

+ Cuando la sefial se encuentra en la zona de linea base, el célculo para ajustar
la cola es una linea recta.

Los calculos combinados se muestran como divisiones tangenciales exponen-
ciales o rectas.
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Célculo de la curva exponencial de ajuste para divisiones
Para calcular una division exponencial se utiliza la ecuacion siguiente:

Hp(tr) = Ho *exp (- B* (tr-1g)) + A* g + C

donde:
Hb Altura de la divisién exponencial en el momento tg
Ho Altura (por encima de la linea base) del inicio de la divisién
exponencial
B Factor de deterioro de la funcién exponencial
1o Tiempo correspondiente al inicio de la division exponencial
R Tiempo de retencién
A Pendiente de la linea base del pico principal
C Desplazamiento de la linea base del pico principal
13,934

14,296 14,357

Figura 21 Valores utilizados para calcular una divisién exponencial
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Eventos de integracion

El integrador proporciona al usuario una serie de eventos de integracion tanto ini-
ciales como programados. Muchos eventos son parejas de tipo activado/desac-
tivado o iniciar/detener.

Eventos de integracion para todas las senales

Modo de Define el tipo de construccion de la linea de base para picos que se encuentran
division  en las pendientes ascendente o descendente de otro pico. Consulte “Modos de
tangencial division tangencial” en la pagina 36.

Exponential Traza una curva exponencial a través de los puntos inicial y final
corregidos por la altura de cada pico secundario.

New Exponential Traza una curva exponencial para aproximar el flanco posterior del
pico principal.
Standard Combina los célculos de las opciones Exponencial y Recta para

obtener el mejor ajuste posible.

Straight Traza una linea recta a través de los puntos inicial y final corregidos
por la altura de cada pico secundario.
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pico frontal

Integracion

Junto con la Skim valley ratio, establece las condiciones para la division tangen-
cial de un pico pequefio situado en la cola del pico de un disolvente o de otro pico
mas grande. Consulte “Criterios de division” en la pagina 35.

Es la relacion entre la altura del pico principal corregida por la linea de base (Hp)
y la altura del pico secundario corregida por la linea de base (Hc). Las relaciones
superiores al valor especificado activaran la division.

Hv

Figura22 Ejemplo: pico con divisién de cola

Junto con la Skim Valley Ratio, establece las condiciones para la division tangen-
cial de un pico pequefio situado en la zona frontal del pico de un disolvente o de
otro pico mas grande. Consulte “Criterios de division” en la pagina 35.

Es la relacion entre la altura del pico principal corregida por la linea de base (Hp)
y la altura del pico secundario corregida por la linea de base (Hc). Las relaciones
superiores al valor especificado activaran la divisién.

Hv

Figura 23  Ejemplo: pico con divisién frontal

Guia de referencia de Data Analysis para OpenLab ChemStation 42



1 Integracion

Relacién de Junto con la Tail Skim Height Ratio o la Front Skim Height Ratio, establece las con-
division de diciones para la division tangencial de un pico pequefio situado en lacolaola
valle zona frontal del pico de un disolvente o de otro pico mas grande. Consulte “Crite-
rios de division” en la pagina 35.

Es la relacion entre la altura del pico secundario corregida por la linea de base
(Hc) y la altura del valle corregida por la linea de base (Hv). Las relaciones inferio-
res al valor especificado activaran la division.

Hp

He
Hv

Figura 24 Ejemplo: pico con divisién de cola

Correccidon de  Establece el tipo de correccion de la linea de base. Consulte “Modos de correc-
lalineade cion de la linea de base” en la pagina 30.

base ) o )
Puede elegir entre los siguientes parametros:

Classical Admite penetraciones de la linea de base.

No penetrations Elimina las penetraciones mediante la reconstruccion de la linea de
base.

Advanced El integrador trata de optimizar la ubicacién del inicio y el final de

los picos, restablece la linea de base para un grupo de picos y
elimina las penetraciones de la linea de base.
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Integracion

Se utiliza para decidir si dos picos que no muestran separacion a nivel de la linea
de base deben separarse mediante una linea de caida vertical o una linea de base
de valle. Es la relacion entre la altura corregida por la linea de base del menor de
los picos y la altura corregida por la linea de base del valle. Consulte “Relacion
pico a valle” en la pagina 32.

Cuando la relacion pico/valle es inferior al valor especificado por el usuario, se
utiliza una linea de caida vertical (A); de lo contrario, se traza una linea de base
desde la linea de base del inicio del primer pico al valle y desde el valle a la linea
de base del final del segundo pico (B).

18,529 18,529

19,060 19,060
Relacion pico/valle Relacion pico/valle
inferior a valor superior a valor
especificado por el usuario especificado por el usuario

Figura 25 Efecto de la relacién pico/valle sobre las lineas base

Eventos iniciales

La sensibilidad de pendiente establece el nivel de sensibilidad para la deteccion
de picos. Cuando la pendiente de una sefial supera el valor de Slope Sensitivity, se
establece el punto inicial del pico; en el momento en que la pendiente es menor
que el valor de Slope Sensitivity, se establece el punto final del pico.

Controla la selectividad del integrador para distinguir los picos del ruido de la
linea de base. El usuario especifica la anchura de pico en unidades de tiempo
correspondientes a la anchura a media altura del primer pico esperado (excluido
el pico del disolvente).

El integrador actualiza la anchura de pico como sea necesario durante el analisis
para optimizar la integracion.
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Sila anchura de pico inicial seleccionada es demasiado reducida, puede darse el
caso de que el ruido se interprete como picos. Si hay una mezcla de picos
anchos y estrechos, puede ser conveniente utilizar eventos programados en fun-
cion del tiempo de andlisis para ajustar la anchura para determinados picos. En
ocasiones, los picos se ensanchan de forma significativa a medida que el andli-
sis progresa, como ocurre por ejemplo con los analisis GC isotérmicos y LC iso-
craticos. Para compensar ese efecto, el integrador actualiza automaticamente el
valor de anchura de pico a medida que los picos se ensanchan durante el analisis
salvo que se haya deshabilitado por medio de un evento programado.

La actualizacion de la anchura de pico se pondera del modo siguiente:
0,75 x (anchura de pico existente) + 0,25 x (anchura de pico actual)
Areareject Establece el drea minima del pico de interés.

Los picos con un area inferior al valor fijado como minimo aceptable no se mues-
tran. El integrador rechaza los picos que estén por debajo del valor de Area Reject
después de la correccion de la linea de base. El valor de Area Reject debe ser
igual o superior a cero.

AreaPercent Establece el d&rea minima (%) del pico de interés.

reject . o A N -
Los picos con % area inferior al valor fijado como minimo aceptable no se mues-

tran. El integrador rechaza los picos que estén por debajo del valor de rechazo
por % area después de la correccion de la linea de base.

Si un pico que no estd integrado debido a tener un % area bajo es un pico mon-
tado, se combinara con el pico principal.

=
-
—
=
el

I}

411,005

10.95 11 11.05 10.85 11 11.0& 11.1
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Si el pico principal se encuentra por debajo del umbral de % de area, pero el pico
montado se encuentra por encima de dicho umbral, se conservara el pico princi-
pal, pues de lo contrario el calculo del pico montado y la construccion de la linea
base se basarian en un pico excluido.

1084 1095 1096 1087 1098 1089 " 11.01 11.02 11.03 11.04 11.06

Heightreject  Establece la altura minima del pico de interés.

Los picos con una altura inferior al valor fijado como minimo no se muestran. El
integrador rechaza los picos que estén por debajo del valor de Height Reject des-
pués de la correccion de la linea de base.

Shoulders  Establece el método inicial de deteccion de hombros en los picos.

Cuando la deteccién de hombros esta habilitada, el integrador detecta los posi-
bles hombros utilizando la curvatura del pico dada por la segunda derivada.
Cuando la curvatura se hace cero, el integrador identifica ese punto de inflexion
como un posible hombro. Si el integrador identifica otro punto de inflexion antes
del maximo del pico, se ha detectado un hombro.
Puede seleccionar entre:
+ Desactivado

No se detectan los hombros.
+ Linea de base con linea de caida vertical

Los hombros se integran con una linea de caida vertical.
+ Linea de base tangencial

Los hombros se integran con una linea de base tangencial. Para obtener mas
informacion sobre la division tangencial, consulte “Division tangencial” en la
pagina 33. Si utiliza una linea de base tangencial, podra elegir entre diferentes
modos (consulte “Modos de division tangencial” en la pagina 36).
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Seleccidn de la anchura de pico

Debe elegirse el valor que proporcione el nivel de filtro justo y suficiente para evi-
tar interpretar el ruido como picos pero sin llegar a distorsionar la informacién
que porta la sefial.

+ Para seleccionar una anchura de pico inicial adecuada para un determinado
pico de interés, utilice como referencia la anchura de pico en la base, expre-
sada en unidades de tiempo.

+ Para seleccionar una anchura de pico inicial adecuada cuando hay varios
picos de interés, fije la anchura de pico inicial en un valor igual o inferior a la
anchura del pico mas estrecho con el fin de obtener una selectividad de pico
optima.

Rechazo por altura y anchura de pico

Ambos parametros, peak width y height reject, son sumamente importantes en el
proceso de integracion. Modificando estos valores se pueden obtener distintos
resultados.

» Eleve los valores de ambos pardmetros, rechazo por altura y anchura de pico,
cuando deban detectarse y cuantificarse componentes relativamente domi-
nantes en un entorno de alto ruido. Una mayor anchura de pico mejora el fil-
trado del ruido y un mayor rechazo por altura asegura que se ignore el ruido
aleatorio.

* Reduzca los valores de los parametros rechazo por altura y anchura de pico
para detectar y cuantificar componentes traza, cuyas alturas se aproximan a
la del propio ruido. La disminucion de la anchura de pico tiene como efecto un
menor filtrado de la sefial, mientras que la disminucién del rechazo por altura
asegura que no se rechacen picos pequefios por no tener la altura suficiente.

+ Cuando un andlisis incluya picos de distintas anchuras, fije el valor de la
anchura de pico para los mas estrechos y reduzca el valor del rechazo por
altura para asegurar que no se ignoren los picos anchos debido a su reducida
altura.

Ajuste de la integracion

Con frecuencia resulta Util modificar los valores de sensibilidad de pendiente,
anchura de pico, rechazo por altura y rechazo por drea para personalizar asi la
integracion. La siguiente figura muestra cémo afectan esos parametros a la inte-
gracion de cinco picos de una sefial.
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Anchura de pico

Pico 1

Pico 2
Pico 3

Pico 4

Pico 5
Pico 6
Pico 7

Integracion

________ Rechazo por altura

Linea base

1

/

Figura 26 Uso de eventos iniciales

Un pico se integra Unicamente si se satisfacen los requisitos de los cuatro para-
metros de integracion. Utilizando la anchura de pico correspondiente al pico 3, el
rechazo por areay la sensibilidad de pendiente que se muestran, solo los picos T,
3y 7 resultan integrados.

se integra puesto que se satisfacen los requisitos de los cuatro pardmetros de
integracion.

se rechaza por estar el drea por debajo del valor fijado para el rechazo por area.

se integra puesto que se satisfacen los requisitos de los cuatro parametros de
integracion.

no se integra al estar la altura de pico por debajo del valor fijado para el rechazo
por altura.

se rechaza por estar el area por debajo del valor fijado para el rechazo por area.
no se integra; el filtrado y el agrupamiento hacen el pico indetectable.
se integra.

Tabla 5 Valores de rechazo por altura 'y area

Parametro de Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 7
integracioén

Rechazo por altura  Porencima Porencima Por encima Por debajo Porencima Por encima
Rechazo por drea Porencima Pordebajo Porencima Pordebajo Pordebajo Porencima

Pico integrado Si No Si No No Si
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Eventos programados

ChemStation ofrece un conjunto de eventos programados, que permite elegir
entre los modos del integrador de la definicion de la linea de base del algoritmo
interno y la definicion del usuario. Estos eventos programados pueden usarse
para personalizar la construccion de la linea de base de la sefial cuando la cons-
truccion predeterminada no es adecuada. Por ejemplo, el usuario puede crear un
tipo nuevo de evento de suma de area que no alterara los resultados de la suma
de area predeterminada. Dichos eventos pueden resultar Utiles para sumar areas
de pico finales y para corregir aberraciones a corto y largo plazo de la linea base.

Rechazo por Consulte “Eventos iniciales” en la pagina 44.
area

Suma de drea  Establece puntos (de activacion/desactivacion) entre los cuales el integrador
suma las dreas.

El tiempo de retencién o migracion de un pico creado mediante la suma de area
es la media de los tiempos inicial y final. Si tiene lugar un evento Area sum on des-
pués del comienzo de un pico, pero antes de que se alcance el maximo, todo el
pico se incluira en la suma. Si se produce después del vértice del pico, pero antes
del final del pico, el pico se truncara y la suma de drea comenzara inmediata-

mente.
Suma de # Suma de area
activado activado

guma de grea Suma de area
esactlvago desactivado

Figura 27 Evento Area sum on después del vértice del pico, pero antes del final del pico

Si tiene lugar un evento Area sum off después del comienzo de un pico, pero
antes de que se alcance el maximo, la suma de area finalizara de inmediato. El
punto de la sefial donde esto se produzca tendra la consideracion de punto valle.
Si el evento Area sum off se produce después del maximo, el evento se pospon-
dra hasta el final del pico.
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. Suma de area
Suma de drea  Suma de 3 desactivado

desactivado activado

Suma de 2
activado

Figura 28 Evento Area sum off después del comienzo del pico, pero antes del maximo

Segmento de Este evento permite definir intervalos consecutivos de suma de area sin ningun
suma de area tipo de pérdida de intervalos de area o tiempo.

Este evento es similar al evento Area Sum. Sin embargo, este evento permite defi-
nir intervalos de suma de areas contiguas sin ningun tipo de pérdida de interva-
los de tiempo y dreas de pico integradas. El pico se dividira en el punto en el que
el usuario defina este evento; la suma de area comenzara y finalizara exacta-
mente segun los intervalos de Area Sum Slice especificados.

El tiempo de retencion del pico del segmento de suma de area es el punto central
del intervalo de tiempo del segmento. El tiempo de retencion no variara con la
identificacion o la recalibracion. Puede que presente un ligero desplazamiento, ya
gue el integrador Unicamente comenzara a tomar puntos de datos con el evento
de inicio del segmento de suma de area y dejara de hacerlo con el evento de fin
del segmento de suma de area. Por lo tanto, el tiempo de retencion puede variar,
como maximo, el tiempo que transcurra entre dos puntos de datos.

Utilice el parametro Start para definir el tiempo inicial de cada segmento de suma
de drea. Cada tiempo inicial se utilizara como tiempo final del segmento de
tiempo anterior; es decir, puede configurar varios eventos de inicio, uno tras otro.

El parametro Start-negA. define el inicio de la integracion de un segmento de
tiempo en el que se restara cualquier drea negativa (por debajo de la linea de
base definida) del drea del segmento de tiempo.

El parametro End define el final del Ultimo segmento de tiempo. El drea del seg-

mento de tiempo se calculara ignorando el area que quede por debajo de la linea
de base definida. Si no existe ningun otro evento posterior de segmento de suma
de drea, el integrador volvera a realizar la deteccion de picos de la forma habitual.

Dentro del rango entre un evento Start y el siguiente evento End, la linea de base
siempre serd una linea recta, sin cambios de direccion entre ambos puntos. Uni-
camente después del punto final (como minimo, 0,007 min después) se podran
volver a aplicar cambios en la linea de base usando los eventos Set Baseline from
Range, Set Low Baseline from Range o Use Baseline from Range.
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Figura29 Ejemplo: Segmento de suma de area

La figura anterior muestra un ejemplo con los siguientes eventos programados:

Tabla 6

Tiempo

4 min

22 min

Tabla 7

Tiempo
4 min

8 min
170 min
13 min
17,5 min

19 min

Construccion de la linea de base

Evento

Fijar linea de base a partir de
rango

Fijar linea de base a partir de
rango

Segmento de suma de area

Evento

Segmento de suma de area
Segmento de suma de drea
Segmento de suma de drea
Segmento de suma de drea
Segmento de suma de area

Segmento de suma de drea

Parametro

+2 min

+4 min

Parametro
Inicio
Inicio
Inicio
Inicio
Inicio

Fin

Anchura Activa la actualizacion automatica de la anchura de pico para los picos siguien-
de pico tes. Reanudara el proceso con la anchura de pico existente en ese momento, asi
automatica como el seguimiento de la anchura de pico en funcién de las anchuras de pico
detectadas anteriormente.
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Linea base en Define puntos (activado/desactivado) entre los que el integrador restablece la
valles linea base en cada valle entre picos.

El reajuste repetido de la linea de base puede provocar el recorte de las esquinas
de los picos. Esas esquinas se convertiran en dreas negativas y reduciran el area
total medida para los picos.

Esta funcion resulta Util cuando hay picos superpuestos en la parte posterior de
un pico bajoy anchoy el usuario desea restablecer la linea de base en todos los
puntos valle.

Activado Desactivado

Figura 30 Evento Baseline at valleys

Guia de referencia de Data Analysis para OpenLab ChemStation 52



1 Integracion

Linea de base Define un puntoy el integrador estandar alarga la linea de base horizontalmente
hacia atrds  y hacia atras desde el punto especificado de la linea de base hasta ese punto.

Fin del pico
Reanudacion de la

Parte posterior de la linea de bhase linea de base

Alteracion

de la seiial Linea de base hacia atras

Figura 31 Evento Baseline backwards

Mantener linea  Se traza una linea base horizontal a la altura de la linea base establecida, a partir
base de la cual se activa el evento mantener linea base hasta donde se desactiva el
evento mantener linea base.

Linea base en Define un punto en el que el integrador restablece |a linea base en el siguiente
valle siguiente  valle entre picos y luego cancela esta funcion automaticamente.

Esta funcion resulta Util en grupos de picos solapados en los que el usuario
suponga gue se superponen a la parte posterior o forman grupos independientes
proximos entre ellos. La funcidn no se aplicara durante la suma de area.

Linea base Define un punto (tiempo) en el que el integrador restablece la linea de base a la
ahora altura actual del punto de datos, si la sefial esta sobre un pico.

Detectar Define puntos (de activacién/desactivacion) entre los cuales el integrador inicia'y
hombros detiene la deteccion de hombros.

Sila sefal estd situada en la linea de base, la funcion no se aplicara y se utilizara
la linea de base detectada.

Los hombros se detectaran conforme al modo de hombros especificado. Con-
sulte “Eventos iniciales” en la pagina 44.
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Anchurade Establece la anchura de pico y desactiva la actualizacion automatica de la
pico fija anchura de pico para los picos siguientes. Para obtener buenos resultados, esta-
blezca una anchura de pico cercana a la anchura a media altura de los picos rea-
les.

Rechazo por Consulte “Eventos iniciales” en la pagina 44.
altura

Integraciéon  Define puntos (de activacién/desactivacion) entre los cuales el integrador
detiene e inicia la integracion.

Los picos entre los tiempos de desactivacion y activacion del integrador se igno-
raran.

Integrador
Integrador  activado
desactivado

Integrador
desactivado

Figura 32 Evento Integration

La linea de base se trazara desde el Ultimo punto definido, incluido cualquier res-
tablecimiento por penetracion. Las demas funciones del integrador, asi como los
cambios definidos para la anchura de pico, el umbral y el rechazo por area, se
ignoraran cuando el integrador esté desactivado. En los puntos en los que la inte-
gracion esté Ony Off, se restablecera el punto de la linea de base.

Cuando se configure el reinicio del integrador, se restablecera un nuevo punto de
linea de base conforme al nivel de la sefial en ese momento.

Esta funcion resulta Util para omitir partes del cromatograma/electroferograma
o eliminar alteraciones de la linea de base.
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Areaméaxima Establece el &rea maxima del pico de interés.

Los picos con un area superior al valor fijado como maximo no se muestran. El
integrador rechaza los picos que estén por encima del valor maximo del area
después de la correccion de la linea de base.

Puede utilizar este evento, por ejemplo, para excluir el pico de disolvente de un
cromatograma obtenido por GC de los resultados de integracion y, a la vez,
incluir los picos montados.

Altura maxima Establece la altura maxima del pico de interés.

Los picos con una altura superior al valor fijado como maximo no se muestran.
El integrador rechaza los picos que estén por encima del valor maximo de altura
después de la correccion de la linea de base.

Puede utilizar este evento, por ejemplo, para excluir el pico de disolvente de un
cromatograma obtenido por GC de los resultados de integracion y, a la vez,
incluir los picos montados.

Pico negativo  Define puntos (de activacion/desactivacion) entre los cuales el integrador
detecta picos negativos.

Si se detectan picos negativos, el integrador dejara de restablecer automatica-
mente la linea de base tras la penetracion. Desde ese momento, cualquier pene-
tracion de la linea de base se integrara utilizando la linea de base establecida
como cero. Las areas se calcularan conforme a esta linea de base y se propor-
cionaran como valores absolutos.

La funcion de pico negativo solamente se puede utilizar de forma fiable cuando
la deriva de la linea de base es pequefia en comparacién con el tamafio del pico,
ya que la linea de base se construye a partir del punto de la linea de base decla-
rada al inicio del grupo de picos y hasta la linea de base establecida al final del
pico.

La suma de area se desactivara automaticamente si esta activado el evento
Negative Peaks On.

La division tangencial también se desactivara durante la deteccion de picos
negativos; esos picos estaran separados por una linea de caida vertical.
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Fijar linea base
a partir de
rango

Integracion
Picos_ . ) Picos
negativos Sin deriva negativos
activados desactivados

Figura 33  Evento Negative peak

Utiliza un rango de puntos de datos para calcular un punto de la linea de base
significativo estadisticamente en el punto medio del rango de tiempo.

El valor que el usuario proporciona es el intervalo de tiempo en torno a un punto
temporal especifico. Define el rango que debe utilizarse para determinar el punto
de la linea de base. Consulte “Modos de correccion de la linea de base” en la
pagina 30 para obtener mas informacion sobre los calculos estadisticos de la
linea de base.

Si establece un valor igual a 0, se utilizara el punto de datos mas proximo del cro-
matograma como punto de la linea de base; no se realizaran calculos estadisti-
cos. Si establece un valor negativo, ese ajuste tendra el mismo efecto que Use
baseline from range=Clear: Detendra el uso del algoritmo estadistico de la linea de
base.

Puede especificar cualquier area del cromatograma para el célculo de la linea de
base. Lo ideal es que sea un drea que no presente ningun tipo de ruido quimico,
sino que solo contenga ruido de fondo. La Figura 34 en la pagina 57 ilustra la
configuracion del intervalo del rango de la linea de base, que se muestra como un
area sombreada en color gris.

Si especifica dos puntos para Set Baseline from Range (por ejemplo, al principio y
el final de un cromatograma), la linea de base entre ambos sera una linea recta.
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Figura 34 "Fijar linea base a partir de rango": el intervalo del rango de la linea base se indica con
un sombreado gris.

Es similar a la opcion Set Baseline from Range, pero utiliza el punto mas bajo pro-
bable de la linea de base, o que permite que haya un 30 % mas de puntos de
datos de ruido por encima de ella. Esto minimiza la penetracion de la linea de
base.

El valor proporcionado sera el intervalo de tiempo en torno al momento especi-
fico del evento. Define el rango que debe utilizarse para determinar el punto de la
linea de base. Consulte “Modos de correccion de la linea de base” en la pagina 30
para obtener mas informacion sobre los célculos estadisticos de la linea de
base.

Si establece un valor igual a 0, se utilizara el punto de datos mas proximo del cro-
matograma como punto de la linea de base; no se realizaran calculos estadisti-
cos. Si establece un valor negativo, ese ajuste tendra el mismo efecto que Use
baseline from range=Clear: Detendra el uso del algoritmo estadistico de la linea de
base.

Puede especificar cualquier tiempo e intervalo del cromatograma para el célculo
de la linea de base. Lo ideal es que sea un area que no presente ningun tipo de
ruido quimico, sino que solo contenga ruido de fondo.
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Si especifica dos puntos para Set Baseline from Range (por ejemplo, al principio y
el final de un cromatograma), la linea de base entre ambos serd una linea recta.

Use Set Low Baseline from Range en vez de Set Baseline from Range cuando el
area del cromatograma utilizado para el calculo contenga un ruido quimico exce-
sivo o picos de ruido electronico.

Hombros Consulte “Eventos iniciales” en la pagina 44.

Sensibilidad Consulte “Eventos iniciales” en la pagina 44.
de pendiente

Picode Los picos cuya pendiente sea superior a un valor especifico, expresado en mV/s,
disolvente se detectaran como picos de disolvente situados fuera del rango de la conver-
sion analdgica-digital.

Para los picos con cola se aplicara automaticamente la division tangencial; no es
necesario activar el evento de division tangencial.

Sila deteccion de picos de disolvente esta desactivada, se trazaran lineas de
calda verticales desde el pico con cola, en lugar de tangentes.

Pico dividido  Especifica el punto donde dividir un pico con una linea de caida vertical.

No se puede usar Split Peak mientras el evento Area Sum esté activado. Para
dividir un pico con el evento Area Sum activado, utilice el evento correspondiente
de integracion manual.

No se pueden dividir picos previamente divididos mediante el evento Split Peak.

Division  Especifica donde iniciar o finalizar la division tangencial.
tangencial de 0
cola n

Define un punto desde el cual el integrador establece una division tangencial en
el borde posterior del pico siguiente. Todos los picos situados por encima de la
tangente estan integrados en la linea de base restablecida. La tangente se traza
entre el valle ubicado antes del pico pequefio y el punto posterior en el que el gra-
diente de la sefial del detector es igual al gradiente de la tangente. El tiempo del
evento de division tangencial puede introducirse en cualquier momento durante
el pico. Ademas, esto designa el pico como un pico de disolvente.

off

Finaliza la divisiéon tangencial una vez completado el pico actual o si no se detec-
tan picos en el intervalo designado (y no se designa un disolvente de forma invo-
luntaria en el grupo siguiente).
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Estan disponibles los siguientes modelos para calcular areas de pico adecuadas:
+ Exponencial (consulte Figura 18 en la pagina 37)

+ Exponencial nueva (consulte Figura 19 en la pagina 38)

+ Recta (consulte Figura 20 en la pagina 39)

+ Estandar (consulte “Divisiones estandar” en la pagina 39)

Con algunas construcciones de linea de base, hay pequefias areas que quedan
por encima de la linea de base y por debajo de la sefial, pero no forman parte de
ningun pico reconocido. Por lo general, estas areas ni se miden ni se notifican. Si
se habilita la funcién de picos no asignados, dichas areas se miden y se notifican
como picos no asignados. El tiempo de retencion o migracion correspondiente a
tales dreas es el punto medio entre el inicio y el final del &rea.

0.482 0.832

0,581
Figura 35 Picos no asignados

Este evento obliga al integrador a usar la altura absoluta del punto de datos mas
alto como altura de pico. Sin este evento, se utiliza el maximo de una curva inter-
polada. El evento Update peak height resulta especialmente Util para sefiales con
picos extremadamente pronunciados y estrechos o picos precedidos por una
bajada. Los picos como estos son habituales en las sefiales de MSD.

El momento inicial del evento Update peak height no se evalla. Este evento siem-
pre afecta al cromatograma completo.
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Figura 37 Integracién con el evento Actualizar altura de pico

Usar linea Permite proyectar un valor de la linea de base a un momento posterior o anterior
base a partir  para minimizar las penetraciones de la linea de base.

de rango ) . .
9 Si el valor Set Baseline from Range o Set Low Baseline from Range se calcula en un

area en la que no haya picos cromatograficos, puede resultar Util proyectar la
linea de base calculada hasta el punto temporal inmediatamente anterior a la elu-
cién del primer pico de interés (o hasta el tiempo inmediatamente posterior a la
elucién del Ultimo pico de interés). Use Baseline from Range permite efectuar
hasta tres proyecciones en cualquier direccion.

Este evento puede resultar Util si se ha construido una linea de base con pen-
diente ascendente o descendente; de lo contrario, si la linea de base fuera recta,
podria cortar por accidente la curva del cromatograma. Este parametro indica al
integrador los rangos de linea de base de los que debe elegir el punto de la linea
de base y proyectarla hasta el punto de la linea de base del intervalo de tiempo
especificado.

Puede usar los parametros siguientes:

+ Clear: borra el nuevo comportamiento de la linea de base y recupera el algo-
ritmo convencional a partir de ese punto.
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« Left utiliza el valor de la linea de base del rango de linea de base mas préximo
a ese punto temporal por la izquierda.

+ Right: utiliza el valor de la linea de base del rango de linea de base mas
proximo a ese punto temporal por la derecha.

+ Range 1-Range 9: utiliza el valor de la linea de base del rango de linea de base
especificado. Los rangos de linea de base se empiezan a contar desde el ini-
cio del cromatograma.

Consulte también el ejemplo del evento Area Sum Slice (Figura 29 en la
pdgina 51).

Integraciéon automatica

La funcion Autointegrate proporciona un punto de partida para el establecimiento
de valores de los eventos iniciales. Eso resulta particularmente til durante la
implantacién de un nuevo método. El usuario parte de una tabla de eventos de
integracion por defecto que no contiene eventos programados y optimiza enton-
ces los pardmetros propuestos para uso general por la funcién Integracion auto-
matica.

Principios de funcionamiento

La funcion Autointegrate lee los datos cromatograficos y calcula los valores opti-
mos de los parametros de integracion iniciales para cada sefial del cromato-
grama.

El algoritmo examina un 1 % al inicio y el final del cromatograma y determina el
ruido y la pendiente de esas zonas. El ruido se determina como 3 veces la desvia-
cion estandar de la regresion lineal dividida por la raiz cuadrada del porcentaje de
puntos utilizados en la regresion. Los resultados se utilizan para asignar valores
apropiados de los parametros de rechazo por altura y sensibilidad de pendiente
para la integracion. El algoritmo asigna entonces un valor temporal de anchura
de pico dependiendo de la longitud del cromatograma, utilizando un 0,5 % para
LCydel 0,3% al 0,2 % para GC. Se fija en cero el parametro de rechazo por area
inicial y se lleva a cabo una integracion de prueba. La prueba se repite varias
veces si es necesario, ajustandose en cada intento los valores de los parametros
hasta conseguir detectar al menos 5 picos o hasta que la integracion se lleve a
cabo con un valor de rechazo por altura inicial de 0. De no cumplirse las condicio-
nes citadas después de 10 intentos, se da por terminada la integracion de
prueba.
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Se examinan los resultados de la integracion y se ajusta la anchura de pico en
funcién de las anchuras de los picos detectados, sesgandose el célculo a favor
de los picos iniciales. Se utiliza la simetria de los picos detectados para incluir en
el calculo de la anchura de pico unicamente aquellos picos con simetria entre 0,8
y 1,3. Si no se encuentran suficientes picos simétricos, esos limites se relajan
para permitir una simetria minima/1,5 y una simetria maximax1,5. Se examina
entonces la linea base entre los picos para refinar los valores previos de rechazo
por altura y sensibilidad de pendiente. El rechazo por area se fija en el 90 % del
area minima del pico mas simétrico de los detectados durante la integracion de
prueba.

El cromatograma se integra nuevamente utilizando esos valores finales de los
parametros de integracion y los resultados de la integracion se almacenan.

Parametros de la integracion automatica

La funcion Integracion automatica establece valores para los siguientes parame-
tros:

« Sensibilidad de pendiente inicial

+ Alturainicial

+ Anchura de pico inicial

* Rechazo por area inicial
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Integracion manual

Este tipo de integracién permite al usuario integrar determinados picos o grupos
de picos. A excepcion del valor de rechazo por area inicial, los eventos de integra-
cion del software se ignoran dentro del rango especificado para la integracion
manual. Si uno o varios de los picos resultantes de la integracién manual estan
por debajo del umbral de rechazo por area, esos picos se desechan. Los eventos
de integracion manual utilizan valores de tiempo absoluto. No se ajustan por la
deriva de la sefal.

La Manual Integration permite al usuario definir los puntos de inicio y final del pico
para después incluir las areas recalculadas en las rutinas de cuantificacion e
informes. Cada uno de estos puntos se etiqueta en los informes con el cédigo de
separacion de picos M.

La integracion manual ofrece las siguientes funciones:

Draw Baseline  especifica donde se van a trazar las lineas base para un pico o un conjunto de
picos. Con el elemento de menu Integration > all valleys puede especificar tam-
bién si se debe producir o no la separacion automatica en los puntos de valle de
los picos incluidos en el rango dado.

Negative Peaks  especifica cuando considerar las dreas por debajo de la linea base como picos
negativos. El usuario puede especificar también si se debe producir o no la sepa-
racion automatica en los puntos de valle de los picos incluidos en el rango dado.

Tangent Skim  calcula las areas de picos divididos tangencialmente de un pico principal. El area
del pico dividido tangencialmente se resta del area del pico principal.

Split Peak  especifica el punto donde dividir un pico con una linea de caida vertical.

Delete Peak(s) elimina uno o mas picos de los resultados de integracion.

Codigos de separacion de picos para picos integrados manualmente

Los picos integrados manualmente se etiquetan en los informes de integracion
con el codigo de picos MM.

Si hay algun otro pico antes del integrado manualmente y el final de ese pico
cambia como consecuencia de la integracion manual, el pico modificado recibe
el codigo F (forzado). Cuando se detectan los puntos valle, se ajustan al cédigo
V.

Un pico de disolvente en el pico principal afectado por la integracion manual, por
ejemplo por una division tangencial, se etiqueta como R (disolvente recalculado).
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Almacenamiento de eventos de integracion manual

Los eventos de integracion manual, por ejemplo, una linea base trazada manual-
mente, son todavia mas especificos de cada fichero de datos y sefial que los
eventos de integracion cronometrados. En el caso de cromatogramas comple-
jos, es muy recomendable poder utilizar estos eventos para el reprocesamiento.
Por lo tanto, los eventos de integracion manual pueden almacenarse directa-
mente en el fichero de datos en lugar del método.

Cada vez que se recibe o reprocesa el fichero de datos, los eventos manuales del
fichero de datos se aplican de forma automatica. Los analisis que contienen
eventos de integracion manual se marcan en la columna correspondiente de la
Navigation Table.

Ademas de las herramientas para dibujar una linea base y eliminar manualmente
un pico, existen tres herramientas adicionales disponibles en la interfase de
usuario para:

+ Guardar en el fichero de datos eventos manuales de los cromatogramas que
se estan visualizando;

+ quitar todos los eventos de los cromatogramas que se estan visualizando;

+ deshacer los Ultimos eventos de integracién manual (disponibles hasta que
se guarda el evento).

Al continuar con el siguiente fichero de datos durante una revisién en la
Navigation Table, ChemStation realizara una revision en busca de eventos de
integracion manual sin guardar y preguntara al usuario si desea guardarlos.

Los eventos manuales guardados en el fichero de datos durante una revision en
la Navigation Table no interfieren con los eventos de integracion manual almace-
nados durante una revision en el modo Batch. Estas dos formas de revision son
completamente independientes con respecto a los eventos manuales de un
fichero de datos.

Enlas revisiones de ChemStation anteriores a B.04.01, los eventos de integracion
manual se guardaban en el método en lugar de en cada fichero de datos. Toda-
via se puede utilizar este flujo de trabajo. EI menu Integration de la vista Data
Analysis proporciona los siguientes elementos para gestionar eventos de integra-
cion manual con el método:

+ Update Manual Events of Method: Guardar eventos manuales extraidos recien-
temente en el método.
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+  Apply Manual Events from Method: Aplicar los eventos manuales guardados
actualmente en el método al fichero de datos cargado en ese momento.

« Remove Manual Events from Method: Eliminar los eventos manuales del
método.

Para convertir eventos manuales almacenados en un método para guardarlos en
el fichero de datos, aplique los eventos del método y guarde los resultados en el
fichero de datos. Si lo desea, quite los eventos del método.

En el caso de que la casilla Manual Events de |a Integration Events Table de un
método esté marcada, los eventos manuales del método se aplican siempre al
cargar un fichero de datos utilizando este método. Si el fichero de datos contiene
eventos manuales adicionales, éstos se aplican después de los eventos del
meétodo. Cuando la casilla Manual Events esta marcada, nunca se le pide al usua-
rio que guarde los eventos en el fichero de datos.

Para convertir eventos manuales almacenados en un método para guardarlos en
el fichero de datos, aplique los eventos del método y guarde los resultados en el
fichero de datos. Si lo desea, quite ahora los eventos del método.

En el caso de que la casilla Manual Events de |a Integration Events Table de un
meétodo esté marcada, los eventos manuales del método se aplican siempre al
cargar un fichero de datos utilizando este método. Si el fichero de datos contiene
eventos manuales adicionales, éstos se aplican después de los eventos del
meétodo. Cuando la casilla Manual Events esta marcada, nunca se le pide al usua-
rio que guarde los eventos en el fichero de datos.
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En este capitulo se describen los conceptos de identificacion de picos.
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Definicion de la identificacion de picos

Esta funcion identifica a los componentes de una muestra desconocida basan-
dose en sus caracteristicas cromatograficas o electroferograficas, determinadas
por el analisis de una muestra de calibracion bien definida.

La identificacion de estos componentes es un paso necesario en la cuantifica-
cion si el método analitico la requiere. Las caracteristicas de la sefial de cada
componente de interés se guardan en la tabla de calibracion del método.

La funcion del proceso de identificacién de picos es comparar cada pico de la
sefial con los picos guardados en la tabla de calibracion.

La tabla de calibracion contiene los tiempos de retencion o migracion esperados
de los componentes de interés. Un pico que coincida con el tiempo de retencion
0 migracion de uno de los picos de la tabla de calibracion recibe los atributos de
ese componente, por ejemplo, el nombre y el factor de respuesta. Los picos que
no coinciden con ninguno de los picos de la tabla de calibracién se clasifican
como desconocidos. El proceso se controla mediante:

+ el tiempo de retencion o migracion en la tabla de calibracién para los picos
designados como picos de referencia de tiempo,

+ las ventanas del tiempo de retencién o migracion especificadas para los
picos de referencia,

+ los tiempos de retencion o migracion en la tabla de calibracion para los picos
calibrados que no son picos de referencia de tiempo,

+ la ventana del tiempo de retencion o migracion especificada para estos picos
gue no son de referencia, y

+ la presencia de otros picos de cualificacion en la relacion correcta.
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Reglas de asignacion de picos

Al proceso de asignacion de picos se aplican las siguientes reglas:

si el pico de la muestra aparece dentro de la ventana de asignacion de picos
de un componente de la tabla de calibracion, al pico se le asignan los atribu-
tos de ese componente,

si dentro de la ventana de asignacion de picos aparece mas de un pico de la
muestra, entonces el pico mas cercano al tiempo de retencion o migracion
esperado es el identificado como ese componente,

si un pico es una referencia de tiempo o un patron interno, el mayor pico de la
ventana se identifica como ese componente,

si también se utilizan cualificadores de picos, se usa la relacion del pico com-
binada con la ventana de asignacién de picos para identificar el pico del com-
ponente,

si el pico es un pico cualificador, se identifica el pico medido mas préximo al
pico principal del compuesto, y

si un pico de muestra no aparece en ninguna ventana de asignacion de picos,
se presenta como componente desconocido.
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Tipos de identificacion de picos

Se pueden utilizar diferentes técnicas para asignar picos de muestras a los de la
tabla de calibracion del software ChemStation.

Tiempo de retencion o migracion absoluto

Se compara el tiempo de retencion o migracion del pico de muestra con el
tiempo de retencion o migracion esperado especificado para cada componente
en la tabla de calibracion.

Tiempo de retencion relativo

El sistema calcula el Tiempo de retencion relativo (EP) y el Tiempo de retencion
relativo (USP) como Rr = t2/t1, ambos para picos calibrados y sin calibrar.

Tiempo de retencién o migracion corregido

Los tiempos de retencion o migracion esperados de los picos de los componen-
tes se corrigen utilizando los valores de tiempo de retencién o migracion reales
de uno o varios picos de referencia, y el proceso de asignacion se realiza utili-
zando estos tiempos corregidos (relativos). Los picos de referencia deben estar
especificados en la tabla de calibracién.

Cualificadores de pico

Ademas de identificar picos por su tiempo de retencion o migracion, pueden utili-
zarse cualificadores de picos para obtener resultados mas precisos. Si mas de
un pico aparece en una ventana de tiempo de retencion o migracion, deben utili-
zarse los cualificadores para identificar el compuesto correcto.

Limites de cantidad

Los limites de cantidad definidos en el cuadro de dialogo Detalles de compuesto
se utilizan para cualificar la identificacion de picos. Sila cantidad de compuesto
identificado esta dentro de las cantidades limite, la identificacion de picos se
indica en el informe (solamente en el informe cldsico, no en el informe inteli-
gente).
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Tiempo de retencion o migracion absoluto

En el proceso de asignacion de picos se utiliza una ventana de tiempo de reten-
cion o migracion. La ventana de tiempo de retencion o migracion esta centrada
en el tiempo de retencién o migracién de un pico esperado. Cualquier pico de
muestra que aparezca en esta ventana se puede considerar candidato para la
identificacion del componente.

Figura 38 en la pagina 70 muestra una ventana de tiempo de retencién o migra-
cion para el pico 2 que estéa entre 1,809 y 2,631 minutos, cuando el tiempo de
retencion o migracion esperado es de 2,22 minutos. Hay dos posibilidades para
el pico 2. Uno es en 1,85 minutos y otro en 2,33 minutos. Si el pico esperado no
es de referencia, se selecciona el pico mas cercano al tiempo de retencién o
migracion esperado de 2,22 minutos.

Si el pico esperado es una referencia de tiempo o un patrén interno, se selec-
ciona el mayor pico de la ventana.

En ambos casos, ChemStation selecciona el pico en 2,33 minutos. Silos dos
picos tuvieran el mismo tamano, se elige el pico mas proximo al centro de la ven-

tana.
Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4
0 1 2 3 4 5 6
-]
1.809 2.631

Ventana para pico 2

Figura 38 Ventanas de tiempo de retencién o migracion
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2 Identificacion de picos

Para tratar de localizar picos se utilizan tres tipos de ventanas:
+ ventanas de picos de referencia, que se aplican sélo a los picos de referencia,

+ ventana de picos que no son de referencia, que se aplican a todos los demas
picos calibrados, y

+ valores de ventana especificos para componentes individuales que se esta-
blecen en el cuadro de didlogo Compound Details.

Los valores por defecto de estas ventanas se introducen en el cuadro de didlogo
Configuracion de calibracion. La anchura a ambos lados del tiempo de retencién
o migracion que define la ventana de asignacion de picos es la suma de las ven-
tanas absoluta y porcentaje.

Una ventana del 5 % significa que el pico debe tener un tiempo de retencion o
migracion por debajo del 2,5 % y por encima del 2,5 % del tiempo de retencién
calibrado para ese pico. Por gjemplo, un pico con un tiempo de retencién o
migracion de 2,00 en el andlisis de calibracion debe aparecer entre 1,95y 2,05
minutos en los anadlisis siguientes.

Por ejemplo, una ventana absoluta de 0,20 minutos y una relativa del 10 % produ-
cen una ventana de tiempo de retencion o migracion de entre 1,80 y 2,20 minu-
tos.

1,80 min = 2,00 min - 0,70 min (0,20 min/2) - 0,10 min (5 % de 2,00 min).
2,20 min = 200 min + 0,10 min (0,20 min/2) + 0,10 min (5 % de 2,00 min).
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Tiempos de retencion/migracion corregidos

La asignacion de picos por sus tiempos de retencion/migracion absolutos puede
ser sencilla, pero no siempre es fiable. Cada tiempo de retencidon/migracion
puede variar ligeramente debido a pequefios cambios en las condiciones o en la
técnica. Como resultado, los picos pueden darse fuera de la ventana de asigna-
cion de picos y, por tanto, no identificarse.

Una técnica para intentar resolver las inevitables fluctuaciones que ocurren
cuando se utilizan los tiempos de retencién/migracion absolutos, es expresar los
tiempos de retencion/migracion de los componentes en relacion a uno o varios
picos de referencia.

Los picos de referencia se identifican en la tabla de calibracion con una entrada
en la columna de referencia de ese pico. La técnica de asignacion relativa de
picos utiliza el pico o los picos de referencia para modificar la posicion de las
ventanas de asignacion de picos y poder compensar las derivas en |los tiempos
de retencion/migracion de los picos de la muestra.

Sino se definen picos de referencia en el método o ChemStation no se puede
identificar al menos un pico de referencia durante el andlisis, el software utilizara
los tiempos de retencion/migracion absolutos para la identificacion.

Picos de referencia sencillos

Se crea una ventana de tiempo de retencion o migracion para el pico de referen-
cia en torno a su tiempo de retencion o migracion. El pico mayor que aparece en
esta ventana se identifica como el pico de referencia. Se corrigen los tiempos de
retencion o migracion esperados del resto de los picos en la tabla de calibracion,
en proporcion a la relacion del tiempo de retencion o migracion esperado con el
tiempo de retencion o migracion real del pico de referencia.
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Picos de referencia multiples

La correccion de los tiempos de retencion o migracion con un solo pico de refe-
rencia se basa en la suposicion de que la desviacion del tiempo de retencion o
migracion real respecto a los tiempos de retencion o migracion esperados cam-
bia de un modo uniforme y lineal segun progresa el andlisis. A menudo, durante
un analisis largo, el tiempo de retencién o migracion no cambia de manera uni-
forme. En estos casos se obtienen mejores resultados usando multiples picos de
referencia a intervalos durante el andlisis. De esta manera la sefial se divide en
zonas separadas. Dentro de cada zona se supone que la desviacion entre los
tiempos de retencion o migracion cambia linealmente, pero la velocidad del cam-
bio se determina independientemente para cada zona.

El algoritmo de correccion del tiempo puede fallar si los tiempos de retencion de
varios picos de referencia estan demasiado préximos entre si 'y no se distribuyen
en el tiempo total del analisis.
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2 Identificacién de picos

Cualificadores de pico

Puede detectarse un componente con mas de una sefial. Aunque sea aplicable a
todos los formularios de cromatografia con detectores multiples o detectores
capaces de producir sefiales multiples, la deteccion multisefial se utiliza princi-
palmente en cromatografia de liquidos con varios detectores de longitud de onda
y diodo-array. Estos detectores se configuran normalmente de forma que la lon-
gitud de onda mas proxima al drea de absorcion mayor se utiliza para definir el
pico principal en la tabla de calibracion. En Figura 39 en la pagina 74 es lambda;.

Las otras dos longitudes de onda adquiridas como sefiales pueden utilizarse
como cualificadores de pico. En la figura, son lambda, y lambdas.

Longitud de onda del pico principal

RespuestaA

Longitud de onda de
R, ~ pico cualificador
R, /
R3 ’/\
}ll }Lg Kg )

Longitud de onda

Figura 39 Cualificadores de pico

Los picos de un compuesto tienen una relacion de respuesta constante sobre
longitudes de onda diferentes.

La respuesta del pico del cualificador es un porcentaje determinado de la res-
puesta del pico principal. Los limites que determinan el rango aceptable de la res-
puesta esperada se configuran en la tabla de calibracion al seleccionar la opcién
Detalles de identificacion. Sila relacion entre el cualificador del pico principal
lambda y el pico del cualificador, por ejemplo, lambdaj se encuentra entre los

limites permitidos, entonces se puede confirmar la identidad del compuesto.
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Correlacion de la senal

Correlacion de la sefal significa que dos picos medidos en sefiales de detector
diferentes en una ventana de tiempo definido estan asignados al mismo com-
puesto. La ventana de correlacion de la sefial se puede controlar con el parame-
tro SignalCorrWin en la tabla QuantParm del registro _DaMethod. La correlacion
de la sefal se deshabilita cuando se ajusta la ventana de correlacion de la sefial a
0,0 minutos (para obtener mds informacion, consulte la Ayuda en linea). Cuando
esta desactivada la correlacion de la sefial, los picos que eluyen al mismo tiempo
de retencion/migracion se tratan como componentes diferentes.

La ventana de correlacion de la sefial predeterminada para datos LC, CE, CE/MS
y LC/MS es 0,03 minutos y para datos GC es 0,0 minutos.

Verificacion del cualificador

Si se habilita la correlacion de la sefial, la verificacion del cualificador esta activa
por defecto para todos los tipos de fichero de datos. Se puede desactivar al ajus-
tar la marca UseQualifiers en |a tabla Quantification Parameters del método. La
verificacion del cualificador también se deshabilita al desactivar la correlacion de
la sefal.

Calculo de la relacion de cualificadores

Cuando se habilita la verificacion de cualificadores de un compuesto, la relacion
del tamafio del cualificador y del tamafio del pico principal se verifica en relacion
a los limites calibrados. El tamafio puede ser la altura o el drea en funcion de los
ajustes de la base de calculo del Informe especifico.

Los picos del cualificador pueden calibrarse del mismo modo que los compues-
tos objetivo. El usuario no necesita especificar la relacion de cualificador espe-
rada. La relacion de cualificador esperada se calcula de forma automatica:

ambos se miden en el tiempo de retencién del compuesto.

El parametro QualTolerance define el rango aceptable de la relacion del cualifica-
dor, por ejemplo, + 20 %.

La tolerancia es un porcentaje absoluto y puede ajustarse en la interfase de
usuario de la tabla de calibracion (Detalles de identificacion).
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2 Identificacién de picos

Para calibraciones multinivel, ChemStation calcula una tolerancia de cualificador
minima basada en las relaciones del cualificador medidas en cada nivel de cali-
bracion. La tolerancia minima del cualificador se calcula con la ecuacion
siguiente:

Z (¢;-q)

minimum qualifier tolerance = =1L % 100
gxi

donde g; es la relacion del cualificador medido en el nivel i.

El proceso de identificacion

Cuando intentamos identificar picos, el software realiza tres pasos a través de
los datos de integracion.

Busqueda de los picos de referencia

El primer paso identifica los picos de referencia del tiempo. El software busca, en
los tiempos de retencion/migracion de picos del andlisis, correspondencias en
las ventanas de retencion/migracion de los picos de referencia de la tabla de cali-
bracion. Un pico del andlisis se identifica como pico de referencia en la tabla de
calibracion si el tiempo de retencion/migracion del pico del andlisis esta dentro
de la ventana construida para el pico de la tabla de calibracion.

Si se encuentra mas de un pico en una ventana, el pico con mayor area o altura
seguido de una asignacion de cualificador de la sefial positiva, si se configura, se
elige como pico de referencia.

Después de encontrar un pico de referencia, la diferencia entre su tiempo de
retencion/migracion y el proporcionado en la tabla de calibracion se utiliza para
ajustar los tiempos de retencion/migracion esperados del resto de los picos de la
tabla de calibracion.
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2 Identificacion de picos

Busqueda de los picos ISTD

El segundo paso identifica los picos estandar internos definidos. Si un pico no ha
sido ya identificado como ISTD, puede serlo como pico de referencia de tiempo.
Los picos ISTD son identificados por ventanas de tiempo de retencion/migracion
y cualificadores de picos. Si se encuentra mas de un pico en la misma ventana
ISTD, se escoge el pico mas grande.

Busqueda de los picos calibrados restantes

El tercer paso identifica todos los picos restantes enumerados en la tabla de cali-
bracion. Los picos de no referencia de la tabla de calibracion se asignan a los
picos de analisis restantes utilizando la ventana RT.

Cada pico calibrado que no sea de referencia tiene su propio tiempo de reten-
cion/migracion en la tabla de calibracion que se ajusta para el analisis concreto
en funcién de la preidentificacion de los picos de referencia de tiempo. La ven-
tana de tiempo de retencion/migracion del pico calibrado se ajusta en funcién
del tiempo de retencién/migracion corregido del pico calibrado.

Si en la misma ventana se encuentra mas de un pico, se escoge aquel con el
tiempo de retencion/migracion mas cercano al esperado y que ademas cumpla
las especificaciones del cualificador opcional.

Clasificacién de picos no identificados

Si quedan picos sin identificar, hay que clasificarlos como desconocidos.
ChemStation intenta agrupar los picos desconocidos que pertenecen a un
mismo compuesto. Si se ha detectado un pico en mas de una sefial, los picos
gue tengan el mismo tiempo de retencién/migracion en todas las sefiales se
agrupan en un compuesto.

Se informa sobre los picos desconocidos en el informe clasico si se ha realizado
la seleccién correspondiente en el cuadro de didlogo Specify Report.
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Definicion de la calibracion 79
Curva de calibracién 80

Cdlculo de la curva de calibracion 81

Ajuste lineal 81
Ajuste cuadratico 81
Valores residuales relativos 84

Calibracion de grupo 85
Opciones de recalibracién 86

En este capitulo se detallan los calculos utilizados en el proceso de calibracion.
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3 Calibracion

Definicion de la calibracion

Una vez integrados e identificados los picos, el paso siguiente del analisis cuanti-
tativo es la calibracion. La cantidad y la respuesta rara vez son proporcionales a
la masa real de la muestra que hay que analizar. Esto exige realizar una calibra-
cion con materiales de referencia. La cuantificacion utiliza el érea o la altura de
pico para determinar la cantidad de un compuesto que hay en una muestra.

Un andlisis cuantitativo incluye varios pasos que se resumen a continuacion:
« Conocimiento del compuesto que se analiza.

+ Determinacion de un método para analizar muestras que contengan una can-
tidad conocida de ese compuesto, denominadas muestras o patrones de cali-
bracion.

+ Analisis de la muestra de calibracion para obtener la respuesta asociada a
esa cantidad.

Alternativamente, se puede analizar una serie de estos patrones con distintas
cantidades de los compuestos de interés si el detector genera una respuesta
no lineal. Este proceso se conoce como calibracion multinivel.

Puede realizar la cuantificacién mediante los siguientes métodos de calibracion:

+ Calibracién especifica del compuesto: patrones externos (ESTD) e internos
(ISTD).

+ Cuantificacién indirecta mediante la calibracion o el factor de respuesta de
otro compuesto o grupo.

+ Factor de respuesta fijo (Manual Factor).

Las curvas y los célculos de calibracién con ESTD se basan en las respuestas
medidas (dreas o alturas) para determinadas cantidades. Las curvas y los célcu-
los de calibracion con ISTD se basan en respuestas y cantidades relativas.
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3 Calibracion

Curva de calibracion

Una curva de calibracion es una representacion grafica de los datos de cantidad
y respuesta correspondientes a un compuesto obtenidos de una o mas mues-
tras de calibracion.

Normalmente se inyecta una alicuota de la muestra de calibracion, se obtiene
una sefial y se determina la respuesta calculando el area o la altura del pico, de
forma similar a lo que se ilustra en la Figura 40 en la pagina 80.

Respuesta Respuesta

1000 | po

\ e
-
Y L <

| | Z J
5 10 10
Tiempo (min) Cantidad ng/pl

Figura 40 Seiial de la muestra de calibracion (10 ng/pl) y curva de calibracion
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Calculo de la curva de calibracion

Ajuste lineal

N = numero de observaciones discretas

X; = variable independiente, i-ésima observacion
Y, = variable dependiente, i-ésima observacion
Formula de la curva:

yx) ~a+bX
Coeficientes:

1 N 2 N N N

a= - DINIP. G Zizlyt - (Zi:IXi * Zi:1Xi Y; )
1 N N N

v (v Xl - (s X))

donde

N 2 N
Ax=Nx* ¥ _ X] —(E ' 1Xi)
=

2

Ajuste cuadratico
Formula de la curva cuadratica:
y=a+({b*x)+(c*x?)

Se necesitan como minimo tres puntos de calibracion para realizar un ajuste
cuadratico. Se necesitan dos puntos si el origen se incluye o esta forzado.
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Calibracion

Calculo de los coeficientes de ajuste cuadratico

Los coeficientes son el resultado de las siguientes ecuaciones lineales simulta-
neas. Se utiliza el algoritmo de Crout para resolver la correspondiente ecuacion

matricial normal (ATAx = ATy). En la férmula dada, las sumas se abrevian como:

W =X (wt)

XW =2 (x*wt)

X2W =X (x2*wt)

X3W =X (x?*wt)

Xaw =X xtrwt)

Yw =2(y*wt)

XYW =X(x*y*wt)

X2YW =X (x2 *y* wt)
Para evitar el desbordamiento, los valores de x se normalizan antes de introdu-
cirse en el calculo:

Norm = Z(x)
X =X/ Norm
Ecuaciones normales de la curva cuadratica:
2(wt)*a + 2 (x*wt)*b + Z(x2*wt)*c = 2 (y*wt)
2(x*wt)*a + Z(xz*wt)*b + Z(x3*wt)*c =2 (x*y*wt)

TEErwh)*a + LEFwt)*b + Txrwh) e = L Fy* wt)
0, expresadas como una ecuacion matricial:

W XW X2W]| |a Yw
XW X2W X3W|* =1 XYW
X2W X3W X4W| |c X2YW
Descomposicion de Crout:
W XW X2W L11 1 U12 U13
XW X2W X3W|=|L21 L22 * 1 U023
X2W X3W X4W L31 L32 L33 1

Con las siguientes abreviaturas de valores:
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3 Calibracion

L11=W

= XW
U12 111

L21 = XW

= X2W
U13 111

L31 = X2W
L22 = X2W-L21 *U12

= X3W-121*U13
U23 1.99

L32 = X3W-L31*U12
L33 = X4W - (L31 * U13)-(L32 * U23)

z0 = %
_ XYW -(L21 * z0)
L22
_ X2YW-(L31*z0)-(L32-z1)
L33

zl

z2

¢ =1z2
b’ =z1-(U23*¢)
a’ =2z0-(U12*b)-(U13*¢)
Por ultimo, se debe revertir la normalizacion:
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3 Calibracion

Valores residuales relativos

Para cada nivel de calibracion se muestra el valor residual relativo. Ese valor se

calcula utilizando la férmula siguiente:

Response jiprarea = ReSPONSE y1cylatea

relRES = - 100

Responsecalculated

donde:
relRES = valor residual relativo en porcentaje

La respuesta calculada representa el punto sobre la curva de calibracion.

La desviacion estandar residual, que se imprime en algunos informes y cuando se

selecciona la impresion de la tabla y las curvas de calibracion, se calcula utili-
zando la formula siguiente:

n

E (Respcalibratedi_Respmllc“lmedi)

ResSTD =

n-2
donde:
ResSTD = desviacion estandar residual
ReSPealibratedi = Fespuesta calibrada para el punto i

Respeaiculatedi = respuesta calculada para el punto i

n = numero de puntos de calibracion
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Calibracion

Calibracion de grupo

La calibracion de grupo puede aplicarse a compuestos en los que no se conocen
las concentraciones de forma individual, sino que se conoce la suma de concen-
traciones del grupo de compuestos. Un ejemplo son los isémeros para los que
se calibran los grupos completos de compuestos. Para ello, se utilizan las
siguientes formulas:

Calibracion

+RF " Response

ConcAB = RF, 'ResponseA B B

donde:

Concyg es la concentracion del grupo de compuestos formada por un com-
puesto Ay uno B

Respuestapes el area o altura de un compuesto A
RF, es el factor de respuesta

Para compuestos pertenecientes a un grupo de compuestos se asumen factores
de respuesta iguales:

RF, = RFy

Por tanto, la concentracion de un compuesto perteneciente a un grupo se calcula
del siguiente modo:

Conc,p - Res
Resp, +Respp
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Calibracion

Opciones de recalibracion

Existen diferentes formas de actualizar las respuestas en la tabla de calibracion
con los nuevos datos de calibracion.

Average
El promedio de los andlisis de calibracion se calcula con la siguiente formula:

n-Response + MeasResponse

Response =
n+1

Floating Average

Se calcula la media ponderada de los analisis de calibracion. El peso actualizado
se fija en el cuadro de didlogo Recalibration Settings.

Weight
) -MeasResponse
100

Weigh f)

100 -Response +(

Response = (1 -

Replace

Los nuevos valores de respuesta reemplazan a los anteriores.
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Definicidn de la cuantificacion 88
Calculos de cuantificacion 89

Factores de correccion 89

Factor de respuesta absoluta 89
Multiplicador 90

Factor de dilucién 90
Cantidad de muestra 90

% de dreay % dealtura 91

Cuantificacion de compuestos calibrados 92

Célculo para ESTD 92
Célculo para ISTD 94
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Cuantificacion mediante un factor manual 98

Caélculo de % Norm 99

En este capitulo se describe como se cuantifican los compuestos y se explican
los calculos utilizados para la cuantificacion.
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4 Cuantificacion

Definicion de la cuantificacion

Una vez integrados e identificados los picos, el paso siguiente del andlisis es la
cuantificacion. La cuantificacion utiliza el area o la altura de pico para determinar
la concentracion de un compuesto en una muestra.

Un andlisis cuantitativo incluye varios pasos que se resumen a continuacion:

Conocimiento del compuesto que se analiza.

Establecimiento de un método para analizar muestras que contengan este
compuesto.

Andlisis de una o varias muestras que contengan una o varias concentracio-
nes conocidas del compuesto para obtener la respuesta debida a dicha con-
centracion.

Alternativamente, se puede analizar una serie de estas muestras con distintas
concentraciones de los compuestos de interés si el detector genera una res-
puesta no lineal. Este proceso se conoce como calibracion multinivel.

Andlisis de la muestra que contiene una concentracion desconocida del com-
puesto para obtener la respuesta debida a la concentracion desconocida.

Comparacion de la respuesta de la concentracion desconocida con la res-
puesta de la concentracion conocida para determinar la cantidad del com-
puesto que esta presente.

Para obtener una comparacion valida para la respuesta de muestra desconocida
ala de la muestra conocida, se deben adquirir y procesar los datos en condicio-
nes idénticas.
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Calculos de cuantificacion

ChemStation ofrece los procedimientos de calculo siguientes para determinar la
concentracion de cada componente presente en una mezcla:

+ Porcentaje

+ Normalizacion

+ Estandar externo o ESTD (External Standard)

* %deESTD

+ Estandarinterno o ISTD (Internal Standard)

+ %delSTD

Los calculos utilizados para determinar la concentracion de un compuesto en
una muestra desconocida dependen del tipo de cuantificacion. Cada procedi-

miento de calculo utiliza el area o la altura de pico para el calculo y genera un tipo
de informe distinto.

Factores de correccion

Los calculos de cuantificacion utilizan cuatro factores de correccion: el factor de
respuesta absoluta, el multiplicador, el factor de dilucion y la cantidad de muestra.
Estos factores se utilizan en los procedimientos de calibracién para compensar

las variaciones de la respuesta del detector a distintos componentes de muestra,
concentraciones, diluciones de muestra, cantidades de muestra y para convertir
unidades.

Factor de respuesta absoluta

El factor de respuesta absoluto de un componente de muestra representa la can-
tidad del componente divida por el area o la altura medida del pico del compo-
nente en el analisis de una mezcla de calibracion. El factor de respuesta
absoluto, que se utiliza en cada procedimiento de calculo calibrado, corrige la
respuesta del detector para los componentes individuales de las muestras.
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Multiplicador

El multiplicador se utiliza en cada féormula de cédlculo para multiplicar el resultado
de cada componente. El multiplicador se puede utilizar para convertir unidades
en cantidades expresadas.

Factor de dilucion

El factor de dilucion es un nimero por el que se multiplican todos los resultados
calculados antes de imprimir el informe. Se puede utilizar para cambiar la escala
de los resultados o corregir los cambios de una composicion de muestra durante
el trabajo previo al andlisis. También se puede utilizar el factor de dilucion para
cualquier otra finalidad que requiera la utilizacion de un factor constante.

Cantidad de muestra

Si se seleccionan los calculos % de ESTD o % de ISTD, los informes de ESTD e
ISTD ofrecen valores relativos en lugar de absolutos, es decir, la cantidad de cada
componente se expresa como un porcentaje de la cantidad de muestra. La canti-
dad de muestra se utiliza en los informes de % de ESTD y % de ISTD para conver-
tir la cantidad absoluta de los componentes analizados en valores relativos
dividiendo por el valor especificado.
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% de areay % de altura

El procedimiento de calculo de Area% proporciona el area de cada pico del anali-
sis como un porcentaje del area total de todos los picos del andlisis. El Area% no
requiere una calibracion previa y no depende de la cantidad de muestra inyec-
tada dentro de los limites del detector. No se utiliza ningun factor de respuesta.
Si todos los componentes responden del mismo modo al detector y son eluidos,
el Area% ofrecera una aproximacion adecuada de las cantidades relativas de los
componentes.

El Area% se utiliza por rutina cuando los resultados cualitativos son de interés, y
para obtener informacién a fin de crear la tabla de calibracién necesaria para
otros procedimientos de calibracién.

El procedimiento de calculo de Height% proporciona la altura de cada pico del
analisis como un porcentaje de la altura total de todos los picos del andlisis.

El multiplicador y el factor de dilucion del cuadro de didlogo Calibration Settings o
Sample Information, o bien de Sequence Table no se aplican en el calculo del % de
area o de altura.
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Cuantificacion de compuestos calibrados

Los procedimientos de célculo para patrones externos (ESTD), de normalizacién
e internos (ISTD) requieren factores de respuesta y, por lo tanto, una tabla de cali-
bracion. En la tabla de calibracion se especifica la conversion de respuestas en
las unidades seleccionadas mediante el procedimiento seleccionado.

Calculo para ESTD

El procedimiento ESTD es el procedimiento de cuantificacion basico en el que se
analizan tanto las muestras de calibracion como las desconocidas en las mis-
mas condiciones. A continuacion, se comparan los resultados de la muestra des-
conocida con los de la muestra de calibracion para calcular la cantidad en la
desconocida.

En el procedimiento ESTD, a diferencia del procedimiento ISTD, se utilizan facto-
res de respuesta absolutos. Los factores de respuesta se obtienen a partir de
una calibracién y luego se almacenan. En los andlisis de muestras siguientes, se
calculan las cantidades de los componentes aplicando estos factores de res-
puesta a las cantidades de muestra medidas. Asegurese de que el tamafio de la
inyeccion de muestra se puede reproducir entre analisis, puesto que no hay nin-
gun estandar en la muestra para corregir las variaciones del tamafio de la inyec-
cion o la preparacion de la muestra.

Al preparar un informe ESTD, el calculo de la cantidad de un compuesto determi-
nado de una muestra desconocida se realiza en dos pasos:

1 Se calcula una ecuacion para la curva que pasa por los puntos de calibracion
de este compuesto utilizando el tipo de ajuste especificado en el cuadro de
didlogo Configuracion de calibracion o Curva de calibracion.

2 Lacantidad del compuesto en la muestra desconocida se calcula mediante la
ecuacion gue se describe mas abajo. Puede que esta cantidad aparezca en el
informe o que se utilice en otros calculos requeridos por los valores Multipli-
cador, Factor de dilucién o Cantidad de muestra antes de que se informe
sobre ellos.

Guia de referencia de Data Analysis para OpenLab ChemStation 92



4 Cuantificacion

Si se selecciona el ESTD, la ecuacion utilizada para calcular la cantidad absoluta
del componente x es la siguiente:

Absolute Amt of x = Response - RF M- D

donde:

Respuesta, es la respuesta del pico x;

RF, es el factor de respuesta del componente x, que se calcula del modo

siguiente:
Amount

RF, = ——
Response,

M es el multiplicador.

D es el factor de dilucion.

Respuesta

Respuesta x /.

Cantidad x Cantidad
Figura 41 Factor de respuesta

El multiplicador y el factor de dilucion se obtienen del cuadro de didlogo
Calibration Settings o Sample Information.

Si se selecciona el informe % de ESTD y la cantidad de muestra es distinta de
cero, la cantidad relativa (%) de un componente x se calculara del modo
siguiente:
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_ [Absolute Amt of x] - 100

Sample Amount

Relative Amt of x

donde:

La cantidad absoluta de x se calcula tal como se muestra mas arriba en el célculo
de ESTD.

La cantidad de muestra se obtiene del cuadro de didlogo Informacion de muestra
o Ajustes de cuantificacion para analisis individuales. Si la cantidad de la mues-
tra es cero, se calculard el ESTD.

Calculo para ISTD

El procedimiento ISTD elimina los inconvenientes del método ESTD afiadiendo
una cantidad conocida de un componente, que sirve como factor de normaliza-
cion. Este componente, el estandar interno, se afiade tanto a las muestras de cali-
bracion como a las desconocidas.

El software recupera los factores de respuesta apropiados obtenidos de una cali-
bracion anterior almacenada en el método. El software calcula las concentracio-
nes de componentes mediante la concentracion y las dreas de pico o alturas del
estandar interno del andlisis.

El compuesto utilizado como estandar interno debe ser similar al compuesto
calibrado, tanto quimicamente como en su tiempo de retencion/migracion, pero
debe ser cromatograficamente distinguible.

Tabla 8 Procedimiento ISTD

Ventajas Inconvenientes
La variacion del tamafio de la muestra no es Se debe afiadir el estandar interno a todas las
critica. muestras.

La deriva del instrumento se compensa con el
estandar interno.

Los efectos de las preparaciones de muestra se

minimizan si el comportamiento quimico del
ISTD y la muestra desconocida son similares.

Si se utiliza el procedimiento ISTD para calibraciones con una caracteristica no
lineal, se debe tener cuidado para que los errores resultantes del principio de cal-
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culo no provoquen errores sistematicos. En las calibraciones multinivel, la canti-
dad del compuesto ISTD debe mantenerse constante, es decir, la misma para
todos los niveles si la curva de calibracion del compuesto es no lineal.

En el andlisis de estandar interno, la cantidad del componente de interés esta
relacionada con la cantidad del componente estandar interno por la relacion de
las respuestas de los dos picos.

En una calibracion ISTD de dos analisis, el calculo de la relacion de cantidad
corregida de un determinado compuesto de una muestra desconocida se realiza
en las fases siguientes:

Analisis 1: Calibracion

1 Los puntos de calibracion se crean calculando una relacion de cantidad y una
relacion de respuesta para cada nivel de un pico determinado de la tabla de
calibracion.

La relacion de cantidad es la cantidad del compuesto dividida por la cantidad
del estandar interno a este nivel.

La relacion de respuesta es el area del compuesto dividida por el drea o la
altura del estandar interno a este nivel.

2 Una ecuacion para la curva que pasa por los puntos de calibracion se calcula
utilizando el tipo de ajuste de curva especificado en el cuadro de didlogo Con-
figuracion de calibracion o Curva de calibracion.

RF = Amount Ratio

X
Response Ratio

Relacion de respuesta

Relacion de cantidad

Figura 42 Relacién de cantidad
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Andlisis 2: Muestra desconocida

1 Sedivide la respuesta del compuesto de la muestra desconocida por la res-
puesta del estandar interno de la muestra desconocida a fin de proporcionar
una relacion de respuesta para la muestra desconocida.

2 Secalcula una relacion de cantidad para la muestra desconocida utilizando la
ecuacion de ajuste de curva determinada en el paso 2 anterior y la cantidad
real de ISTD de la muestra.

Calculo de compuestos calibrados para ISTD

Las ecuaciones utilizadas para calcular la cantidad real de un compuesto cali-

brado (x) para una calibracion de un unico nivel son las siguientes:

. Response
Response Ratio =

Response g
Actual Amount of x = RF - [Response Ratio], - Actual Amount of ISTD - M - D
donde:

RF, es el factor de respuesta del compuesto x.

La cantidad real de ISTD es el valor indicado en el cuadro de didlogo Configura-
cion de calibracion o Informacion de muestra para el patron interno afiadido a la
muestra desconocida.

M es el multiplicador.
D es el factor de dilucion.

Si se selecciona el tipo de informe % de ISTD, se utilizara la ecuacion siguiente
para calcular la cantidad relativa (%) del componente x:

_ [Absolute Amt of x| - 100

Sample Amount

Relative Amt of x
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Cuantificacion de picos no calibrados

Los picos no calibrados pueden cuantificarse bien con un factor de respuesta fijo
o bien con los datos de calibracién de uno de los compuestos calibrados. La
cuantificacion con un factor de respuesta fijo o los datos de compuestos calibra-
dos es especifica de la sefial. En el Ultimo caso, si el compuesto calibrado es
cuantificado mediante un método ISTD, el ISTD se usa para los picos no identifi-
cados del mismo modo que para el compuesto calibrado.

Cuantificacion indirecta usando un compuesto
calibrado

Si los datos de calibracion de un compuesto calibrado van a usarse para cuantifi-
car picos no calibrados, el compuesto calibrado se selecciona en la lista desple-
gable Using Compound del cuadro de dialogo Calibration Settings. Los calculos
son los mismos que para los compuestos calibrados. Si el compuesto calibrado
se cuantifica mediante un método ISTD, el ISTD se usa para el compuesto no
calibrado del mismo modo que para el compuesto de referencia.

La ausencia de un pico de referencia origina un valor cero del pico no calibrado.
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Cuantificacion mediante un factor manual

El software le permite cuantificar un compuesto identificado basado en un factor
de respuesta fijo (With Rsp Factor del cuadro de didlogo Calibration Settings). En
este caso, la cantidad de compuesto se calcula utilizando el factor de respuesta
fijo:

Cantidad = Respuesta * FactorResp * M * D

donde:
Factor manual Factor de respuesta fijo
Respuesta La respuesta puede ser Area o Altura

Uso de un factor manual con un método ISTD

Si la cantidad del compuesto se cuantifica utilizando un factor de respuesta fijo y
un ISTD, la férmula se lee como sigue:

Relacion de éreas = Area / Areaigp
0 bien:

Relacion de alturas = Altura / Altura;stp
La cantidad se calcula a continuacion como sigue:

Cantidad = Relacion de areas * Factor manual * Cantidad|stp
o bien:

Cantidad = Relacion de alturas * Factor manual * Cantidad,stp

Dependencia del factor manual y del factor de respuesta (RF)

Si se define RF como Response per amount (valor predeterminado):
RF =1/ Factor manual

Si se define RF como Amount per response:

RF = Factor manual
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Calculo de % Norm

En el método de normalizacién, se aplican los factores de respuesta a las dreas
de picos (0 alturas) para compensar los cambios que se producen en la sensibili-
dad del detector para los distintos componentes de las muestras.

Elinforme % Norm se calcula del mismo modo que un informe ESTD, con la dife-
rencia de que hay un paso adicional para calcular las cantidades relativas de los
compuestos en lugar de las absolutas.

El informe % Norm tiene el mismo inconveniente que los informes % de dreay %
de altura. Cualquier cambio que afecte al drea de pico total afectara al calculo de
concentracién de cada pico individual. El informe de normalizacion sdélo debe uti-
lizarse si todos los componentes de interés son eluidos e integrados. Si se exclu-
yen determinados picos de un informe de normalizacion, cambiaran los
resultados del informe de la muestra.

La ecuacion utilizada para calcular el Norm% de un componente x es la siguiente:

Response .- RF_ - 100 - M - D
Norm% of x =

E[Response “RF)

donde:
Respuestay es el drea (0 la altura) del pico x,
RFy es el factor de respuesta,
Y(Respuesta - RF) es el total de todos los productos (Respuesta - RF) para todos los
picos, incluido el pico X,
M es el multiplicador,
D es el factor de dilucion.

El multiplicador y el factor de dilucion se obtienen del cuadro de didlogo
Quantitation Settings disponible en el cuadro de didlogo Specify Report, o de la
tabla de secuencia.
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Evaluacion de rendimiento de pico 101
Evaluacion de la idoneidad del sistema 101

Determinacion del ruido 104

Calculo del ruido utilizando seis veces la desviaciéon estandar 105
Calculo del ruido con la férmula pico a pico 106

Caélculo del ruido con el método ASTM 107

Caélculo de sefial-ruido 110

Deriva y desviacion 113

Calculo de la asimetria y simetria de pico 115
Foérmulas y célculos de idoneidad del sistema 117

Definiciones generales 118

Volumen de huecos 118
Tiempo de retencion del compuesto no retenido, Tm [minutos] 118

Definiciones del test de rendimiento 119
Descripcién general de los ensayos de rendimiento 119
Momentos estadisticos, sesgoy exceso 121

Anchura verdadera de pico Wx [min] 123

Factor de capacidad (USP) 123

Factor de cola (USP)t 124

Numero de platos tedricos por Columnan 125

NUmero de platos tedricos por metro, N[1/m] 126
Retencion relativa y selectividad 127

Resolucion (USP ASTM)R 128

Resolucion (EP/JP)Rs 128

Resolucion (definiciones clasicas de ChemStation) 128
Relacion pico a valle (EP/JP) 129

Definiciones de la reproducibilidad 131
Media de la muestra, M 131

Desviacién estandar de la muestra,S 132
Desviacion estandar relativa, RSD [%] (USP) 132
Desviacion estandar de la media, S 132
Desviacién estandar, S 133

Intervalo de confianza, CI 133

Coeficiente de correlacion 134

Acceso al nimero de doble precision almacenado internamente 136

En este capitulo se describe qué puede hacer OpenlLab CDS para evaluar el rendi-
miento del instrumento analitico y el método analitico.
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Evaluacion de rendimiento de pico

El Rendimiento de pico se puede calcular para cualquier pico integrado de los
datos cargados y también para picos nuevos integrados manualmente. La herra-
mienta interactiva de rendimiento de pico calcula las caracteristicas del pico y las
muestra en la Ul. La herramienta de rendimiento de pico usa la anchura de pico
verdadera en varias alturas y un tiempo de retencion evaluado por un algoritmo
de modelacién de picos. Estos valores se muestran exclusivamente enla Ul de la
herramienta de rendimiento de pico. Pueden variar ligeramente segun los valores
del integrador que se muestran en los informes.

Fvaluacion de la idoneidad del sistema

La evaluacion del rendimiento tanto del instrumento analitico antes de su uso en
andlisis de muestras como del método antes de su uso diario, es una buena
practica analitica. También es recomendable comprobar el rendimiento de los
sistemas de andlisis antes y durante los analisis rutinarios. El software
ChemStation proporciona las herramientas para realizar los tres tipos de
pruebas de forma automatica. La comprobacion del instrumento incluye la
sensibilidad del detector, la precision de los tiempos de retencion y migracion y la
precision de las areas de picos. Una prueba de métodos incluye la precision de
los tiempos y cantidades de retencion y migracion, la selectividad y la robustez
del método en las variaciones dia a dia mientras esta en funcionamiento. La
comprobacion del sistema afecta a la precision de la cantidad, la resolucion
entre dos picos especificos y las colas de picos.

Los laboratorios tienen que cumplir:
+ LaNormativa de practicas adecuadas de laboratorio (GLP),

+ La Normativa de précticas adecuadas de fabricacion (GMP) y la Normativa
Actual de précticas adecuadas de fabricacion (cGMP) y

+ Lanormativa de practicas automatizadas de laboratorio adecuadas (GALP).
Se aconseja que los laboratorios realicen estas pruebas y documenten los resul-
tados exhaustivamente. Los laboratorios que formen parte de un sistema de

control de la calidad, por ejemplo para cumplir con la ISO9000, tendran que
demostrar el buen funcionamiento de sus instrumentos.
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ChemStation coteja los resultados de diferentes analisis y los evaltua de forma
estadistica en el informe de resimenes de secuencias.

Las pruebas se documentan en un formato aceptado generalmente por las auto-
ridades apropiadas y por auditores independientes. Las estadisticas incluyen:

+ Tiempo de retencién/migracion del pico

+ Area de pico

+ Cantidad

+ Altura de pico

* Anchura de pico a media altura

+ Simetria de pico

+ Coladepico

+ Factor de capacidad (k")

« Numeros de platos

* Resolucién entre picos

+ Selectividad relativa al pico anterior

+ Sesgo

+ Exceso

Se calcula el valor medio, la desviacion estandar, la desviacion estandar relativa y
el intervalo de confianza. Puede configurar los limites para la desviacion estan-
dar, la desviacién estandar relativa o el intervalo de confianza de estos parame-

tros. Silos valores superan los limites, el informe le indica que les preste
atencion.

La calidad de los datos analiticos se sostiene manteniendo los registros de las
condiciones reales en el momentos en el que las mediciones se realizaron. La
informacion se almacena con los datos e incluye los datos de muestras. Las cur-
vas de rendimiento del instrumento se registran durante el analisis entero como
sefiales y se almacenan en el fichero de datos. Si el instrumento lo admite, estos
registros, superpuestos en el cromatograma, pueden recuperarse cuando se
desee, por ejemplo durante una auditoria.

El ruido y la deriva de la linea base se pueden medir de forma automatica. Un
nivel minimo detectable puede calcularse con los datos de altura de pico para
cada componente calibrado en el método.

Finalmente, puede incluirse la configuracion del instrumento, los nimeros de
serie del instrumento, la identificacion de columnas/capilares y sus propios
comentarios en el informe impreso.
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Los resultados de rendimiento ampliados se calculan sélo para los componentes
calibrados en el método, asegurando la caracterizacion en las horas de reten-
cion/migracion y los nombres de los componentes.

Un informe tipico de comprobacion del rendimiento del sistema contiene los
siguientes resultados de rendimiento:

+ Informacion del instrumento

+ Detalles de la columna/capilar

+  Meétodo analitico

+ Informacion de muestras

+ Informacion de adquisicion

+ Descripcion de la sefial y determinacion del ruido de la linea base

+ Sefial etiquetada con tiempos de retencion/migracion o nombres de com-
puestos

Ademas, se genera la siguiente informacién para cada compuesto calibrado en
el cromatograma:

+ Tiempo de retencion/migracion
« Kk’

+ Simetria

* Anchura de pico

*  Numero de platos

+ Resolucion

+ Relacion sefial-ruido

*  Nombre del compuesto
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Determinacion del ruido

El ruido puede determinarse a partir de los valores de los puntos de datos de un
rango de tiempo seleccionado de una sefial. El ruido se trata de tres formas dife-
rentes:

+ como seis veces la desviacion estandar (sd) de la regresion lineal de la deriva,
« como pico a pico (deriva corregida) y

+ como determina el método ASTM (ASTM E 685-93).

El ruido puede calcularse para un maximo de siete rangos de la sefial; los rangos

se especifican como parte de la configuracion de idoneidad del sistema en los
parametros de informacion.
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Figura43 Cromatograma con sefal de pico y ruido
H Altura de pico desde la linea base (linea recta de mejor ajuste a través del ruido)

Wsgq Anchura de pico a media altura
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Calculo del ruido utilizando seis veces la desviacion
estandar

ruido = 6 x desviacion estandar

Se calcula la regresion lineal con todos los puntos de datos en el rango de tiempo
de la sefial seleccionada. El ruido se calcula con la formula:

N =6 x Std

donde:

N Ruido segun el método de seis veces la desviacion estandar.
Est. Desviacién estandar de la regresion lineal de todos los puntos

de datos en el rango de tiempo seleccionado.
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Calculo del ruido con la férmula pico a pico

¥

tiempo

Figura 44 llustracién del ruido pico a pico con deriva

Se calcula la deriva en primer lugar determinando la regresién lineal con todos
los puntos de datos en el rango de tiempo de un pico. Esa linea de regresion
lineal se resta de todos los puntos de datos englobados en el intervalo de tiempo,
obteniéndose asi la sefial corregida por la deriva.

Entonces se calcula el ruido pico a pico con la férmula:

N = Innax Tmin

donde:

N Ruido pico a pico

lmax Valor mas alto (méximo) de I, en el rango de tiempo

lmin Valor mas bajo (minimo) de I, en el rango de tiempo

ly Intensidad de la sefial, corregida segun la deriva (la deriva se

calcula mediante la férmula LSQ)
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Para célculos de la Farmacopea Europea, el ruido pico a pico se calcula usando
una sefial blanco de referencia en un rango de -10 y +10 veces Wgyflangueando
cada pico. Esta region puede ser simétrica a la sefial de interés o asimétrica si es
necesario debido a las sefiales de la matriz.

- e e e

20W g5

Figura 45 Determinacion del ruido a partir del cromatograma de una muestra del blanco.

donde

20 Wsg es la region correspondiente al pliegue 20 de Ws,.

h, es la amplitud maxima del ruido de la linea base en el pliegue 20 de la region

W

Calculo del ruido con el método ASTM

ruido =

pico max. menos pico min.

Figura 46 Determinacién del ruido con el método ASTM

El célculo del ruido ASTM (ASTM E 685-93) se basa en una practica estandar
para comprobar los detectores fotométricos de la longitud de onda variable que
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se utilizan en cromatografia de liquidos, segun define la Sociedad Americana
para Ensayos y Materiales (American Society for Testing and Materials). Se pue-
den distinguir tres tipos diferentes de ruido en funcion del tamafio del rango de
tiempo. La determinacion del ruido se basa en las mediciones pico a pico en los
rangos de tiempo definidos.

« Tiempo de ciclo, t

Ruido a largo plazo, la amplitud maxima correspondiente a todas las variacio-
nes aleatorias de la sefial del detector con frecuencias de entre 6 y 60 ciclos
por hora. El ruido a largo plazo se determina cuando el intervalo de tiempo
seleccionado es superior a una hora. El intervalo de tiempo correspondiente a
cada ciclo (dt) se fija en 10 minutos, lo que da como minimo seis ciclos den-
tro del intervalo de tiempo seleccionado.

Ruido a corto plazo, la amplitud maxima correspondiente a todas las variacio-
nes aleatorias de la sefial del detector con una frecuencia superior a un ciclo
por minuto. El ruido a corto plazo se determina para un intervalo de tiempo
seleccionado de entre 10 y 60 minutos. El intervalo de tiempo correspon-
diente a cada ciclo (dt) se fija en un minuto, lo que da como minimo 10 ciclos
dentro del intervalo de tiempo seleccionado.

Ruido a muy corto plazo (no incluido en ASTM E 685-93); este término se intro-
duce para describir la amplitud maxima correspondiente a todas las variacio-
nes aleatorias de la sefial del detector con una frecuencia superior a un ciclo
por cada 0,1 minutos.

El ruido a muy corto plazo se determina para un intervalo de tiempo seleccio-
nado de entre 1y 10 minutos. El intervalo de tiempo correspondiente a cada
ciclo (dt) se fija en 0,1 minutos, lo que da como minimo 10 ciclos dentro del
intervalo de tiempo seleccionado.

*  Nudmero de ciclos, n
El nimero de ciclos se calcula de la forma siguiente:

= Liot
e

dondet es el tiempo de ciclo y t;; es el tiempo total a lo largo del cual se cal-
cula el ruido.
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+ Calculo del ruido pico a pico en cada ciclo

Se calcula la deriva en primer lugar determinando la regresion lineal con
todos los puntos de datos en el rango de tiempo. Esa linea de regresion lineal
se resta de todos los puntos de datos englobados en el intervalo de tiempo,
obteniéndose asi la sefial corregida por la deriva. Entonces se calcula el ruido
pico a pico con la formula:

N = Imax Imin
donde N es el ruido pico a pico, Imay €S €l pico de intensidad mas alta

(maxima) y Imin €s el pico de intensidad mas baja (minima) de los englobados
en el intervalo de tiempo.

*  Ruido ASTM
El ruido ASTM se calcula de la siguiente manera:

SN

=i=1

Nastv

donde Npagtm €s el ruido basado en el método ASTM.

No se realiza determinacion ASTM del ruido si el intervalo de tiempo seleccio-
nado es inferior a un minuto. Dependiendo del intervalo, si el intervalo de
tiempo seleccionado es superior o igual a un minuto, se determina el ruido uti-
lizando uno de los métodos ASTM anteriormente descritos. En el célculo se
utilizan al menos siete puntos de datos por ciclo. Los ciclos de la determina-
cion automatizada del ruido tienen un solapamiento del 10 %.
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Calculo de senal-ruido

ChemStation tiene las siguientes opciones para calcular la relacion sefial-ruido:

+ 6 Sigma: El ruido se calcula usando seis veces la desviacion estandar de la
regresion lineal (6 sigma). Los datos para el célculo del ruido se toman de un
intervalo de tiempo especifico en la sefial actual. Si define multiples intervalos
de tiempo, se utilizara el intervalo mas cercano al pico.

+  USP (de acuerdo con la definicion de la Farmacopea de Estados Unidos): El
ruido se calcula con la férmula pico a pico. Los datos para el calculo del ruido
se toman de un intervalo de tiempo especifico en la sefial actual. Si define
multiples intervalos de tiempo, se utilizara el intervalo mas cercano al pico.

« EP (de acuerdo con la definicién de la Farmacopea Europea): El ruido se cal-
cula con la formula pico a pico. Los datos para el calculo del ruido se toman
de una sefial en blanco. El intervalo de tiempo para el calculo del ruido es un
intervalo de tiempo de 20 veces la anchura del pico, centrada alrededor del
tiempo de retencién del pico.

Calculo de la relacion sefial-ruido sin sefial de referencia (6 sigma, USP)

El rango mas cercano al pico se selecciona de los rangos que se especifican en
la configuracion de idoneidad del sistema.

El ruido se calcula bien usando seis veces la desviacion estandar de la regresion
lineal o el uso de la férmula pico a pico (USP).

El calculo sefial-ruido se realiza para cada pico de la sefial. Si no se puede encon-

trar un valor de ruido, la sefial-ruido se notifica como "-".
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El célculo sefal-ruido se realiza con la formula:

Height of the peak
Noiseof closest range

Signal -to -Noise =

| |

[ \

/
/ -
' L

A R
. L\,"f’\‘%\/ﬂv LAY e \r vjw 1l "WW*W-”"“
et

Figura 47 Relacién sefial-ruido

Célculo de la relacion sefial-ruido segun la definicion de la EP

La relacion sefial-ruido (S/N) se puede calcular segun la definicion de la Farma-
copea Europea. La relacion S/N se calcula con la ecuacion:

S/N = 2H/h

donde:

H es la altura del pico correspondiente al componente de interés en el cromato-
grama obtenido con la solucion de referencia indicada,

h es el valor absoluto de la fluctuacion mas grande del ruido desde la linea de
base en un cromatograma obtenido después de inyectar un blanco y observar
una distancia igual a veinte veces la anchura a mitad de altura del pico en el cro-
matograma obtenido con la solucion de referencia indicada y ubicada del mismo
modo alrededor del lugar donde se encontraria el pico.

El valor de ruido usado se calcula con el método "Pico a pico" (véase “Calculo del
ruido con la férmula pico a pico” en la pagina 106).

S/N se informa para todos los picos presentes en la sefial del cromatograma,
siempre que exista una sefial de referencia correspondiente. Para una sefial del
cromatograma en particular, la sefial de referencia se asigna automaticamente si
se especifica el fichero de datos de referencia. Si no puede asignarse una sefial
de referencia a una sefial del cromatograma, la relacién sefial-ruido no sera cal-
culada para los picos en esa sefial en particular.
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Determinacion del rango de ruido

El rango de ruido en la sefial de referencia se determina de acuerdo con uno de
los algoritmos siguientes

« Silasefial de referencia no es lo suficientemente larga: HoraDelnicio - Tiempo-
Final < 20*Ws,,

HoraDelnicio = hora de inicio (de la sefial de referencia) y
TiempoFinal = tiempo final (de la sefial de referencia)

+ Sila sefial de referencia es lo suficientemente larga, pero el pico esta ubicado
tal que (RT-10*W54) es menor que el punto de inicio de la sefial de referencia.

HoraDelnicio = hora de inicio (de la sefial de referencia) y
TiempoFinal = HoraDelnicio + 20*W s,

+ Sila sefial de referencia es lo suficientemente larga, pero el pico esta ubicado
tal que RT o RT+10*Wz, es mayor que el punto final de la sefial de referencia

TiempoFinal = tiempo final (de la sefial de referencia) y
HoraDelnicio = TiempoFinal - 20*Ws

*+ Siel pico esta ubicado tal que RT o RT+10*Wg, es mayor que el punto final de
la sefial de referencia

HoraDelnicio = RT - 10*W5g y
TiempoFinal = RT + 10*Wg
donde:
RT es el Tiempo de retencion 'y

Wsg es la anchura de pico a media altura.
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Deriva y desviacion

La deriva y la desviacion se calculan si se selecciona Signal to noise en el método
de procesamiento. Se calculan independientemente del tipo de calculo de ruido
gue se seleccione.

Deriva La deriva esta dada como la pendiente de la regresion lineal. Se calcula la deriva
en primer lugar determinando la regresion lineal con todos los puntos de datos
en el rango de tiempo. Esa linea de regresion lineal se resta de todos los puntos
de datos englobados en el intervalo de tiempo, obteniéndose asi la sefial corre-
gida por la deriva.

Regresion lineal

. pendiente = deriva
ruido = 6xStd = |IINYI T T L _____ |

Std = Desviacion estandar

-
——-
tiempo

Figura 48 Deriva para ruido como seis veces la desviacion estandar

Formula de la curva:

Yx)=at bX

donde:

N Numero de observaciones discretas

Xi Variable independiente, i-ésima observacion
Vi Variable dependiente, i-ésima observacion

b=$(N*1=1X1Yi—(i=1X1*i§Y1>>
N N 2
AX=N* ¥ X} _(_le )
i=1 i=1
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Desviacidon La desviacion se determina como el ruido pico a pico de los valores de los datos
medios en los ciclos de ruido ASTM; consulte “Calculo del ruido utilizando seis

veces |la desviacion estandar” en la pagina 105.

pico max. menos min.

MM%'NM M ~- [W“_"IWL"’ il
i

Figura 49 Desviacion del ruido determinada por el método ASTM
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Célculo de la asimetria y simetria de pico

Asimetria La ChemStation determina la relacion de asimetria de un pico comparando la
anchura media - altura pico medio al 5 % (véase “Factor de cola (USP) t" en la
pdgina 124) 0 10 % (véase la ecuacion siguiente) de la altura de pico.

As*= %
donde:
Ag Asimetria 10 %
Wio Anchura de pico al 10 % de la altura de pico
Wi 10 Anchura de la mitad frontal de la anchura de pico al 10 % de la
altura de pico.
Wi, 10

Figura 50 Calculo de la asimetria de pico
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5 Idoneidad del sistema

Simetria La simetria de pico la calcula el integrador como un pseudomomento usando las
siguientes ecuaciones de momento:

mi = aiftz+ a1 )

1.5 Hs

- a2
m2 = O.5H:+ 1.5H

- as®
ms = 050, + 1.5H

= a4
ma a4[t3+1_5Hr)

= [mi+m?
Peak symmetry pyr—

Si no se encuentran puntos de inflexion, o solo se recoge un punto de inflexion, la
simetria de pico se calcula de la siguiente forma:

=ai1+taz
Peak symmetry e
H
H
r
Hy
inicio de final de
pico al a2 | a3 | a4 pico .
Linea base

| |
T T
| | | |
T T

al T2 8w\ Tempo

Figura 51 Calculo del factor de simetria del pico
donde

a; = area del corte

tj = tiempo del corte

Hs = altura del primer punto de inflexion
H, = altura del Ultimo punto de inflexion

H = altura en el vértice
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Formulas y calculos de idoneidad del sistema

La ChemStation utiliza las férmulas siguientes para obtener los resultados de
varios tests de idoneidad del sistema. Se informa de los resultados con los esti-
los de informes Performance, Performance+Noise y Performance+LibSearch y
Extended Performance.

Cuando se especifica ASTM o USP para una definicién dada, la definicion con-
forma las dadas en la referencia correspondiente. Sin embargo, los simbolos que
aquf se utilizan pueden no ser los mismos que los utilizados en la referencia.
Las referencias que se utilizan en este contexto son:

+ ASTM:Seccion E 685 - 93 (2021)

* USP:Farmacopea de Estados Unidos, Primer suplemento de la USP 37-NF32

* EP:Ph. Eur, 71.2 edicion

+ JP:Farmacopea japonesa, 15.2 edicion

A partir de la USP 2022, se armonizaron con la Ph. Eur. y la JP los célculos de
diversos parametros asociados a los picos. Consulte la ayuda en linea de
ChemStation para obtener detalles sobre qué férmula de la EP/JP se debe usar
para cumplir los requisitos de la USP 2022.
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Definiciones generales

Volumen de huecos

T
V=a’rl|—
4
donde:
d didmetro de la columna [cm)]
m constante, relacion entre la circunferencia y el diametro de un
circulo
I longitud de la columna [cm]
f fraccion del volumen de la columna que no esta ocupado por la

fase estacionaria pero que estd disponible para la fase mavil;
valor predeterminado para f = 0,68 (para Hypersil)

Tiempo de retencion del compuesto no retenido, Tm

[minutos]
(También denominado tiempo muerto o tiempo nulo)
=y
Tm r
donde:
F Velocidad de flujo de LC [ml/min]
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Definiciones del test de rendimiento

Descripcion general de los ensayos de rendimiento

Los factores de las tablas de pico, como se definen enla USP, la EP y la JO, estan
disponibles para usarse en los informes de ChemStation. La tabla que aparece a
continuacion proporciona una descripcion general de los factores disponibles,
sus definiciones y los nombres de los valores. Para obtener mas detalles sobre
los calculos, consulte las secciones correspondientes en esta guia.

Tabla 9

USP EP

Factor de Factor de
simetria o simetria
factor de

cola

Factor de -
separacion

Retencion Retencién
relativa relativa
Tiempode  Retencion
retencion relativa sin
relativa ajustar
(RRT)

- Resolucion
Resolucion -

JP

Factor de
simetria

Factor de
separacion

Retencion
relativa sin
ajustar

Resolucion

Valores de las farmacopeas en los informes de ChemStation

Definicion Informes clasicos
(RLE)

S = Wg/2f Cola USP

S = Wqg/2f AsimetriaUSP al 10 %
de la altura

o= k'(a)/k'(b) Selectividad

Tr del picoa < Tr del picob

Con compuestos con RRT:
r = (troto)/(tr1t0)

Rr= tz/t1

Resolucion (EP)
Resolucion (JP)

tr2-tr1

Rs=1.18- Wso (1) + W50 (2)

| Resolucion
\%)[ Trw) - Tk @)

R:

Wso0m) + Ws0(a)
R=2 —tr2-tr1

W: 2) + We (1)
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Informes inteligentes (RTE)

Factorde_Colade_Pico

Peak_Asymmetry_10Perc

Selectividadde_Pico

Peak_RelativeRetTime_EP

Tiempo_de_retencion_relat._Pico

Resoluciénde_Pico_EP
Resoluciénde_Pico_JP

Resoluciénde_Pico_Clasica

Resolucionde_Pico_USP
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5 Idoneidad del sistema

Tabla 9 Valores de las farmacopeas en los informes de ChemStation

USP EP JP Definicién Informes clasicos
(RLE)

Numero de Ctp (2 Método de tangente

n= 16|k

platos Wt de plato

tedricos

(eficiencia)

- Numerode Numerode N=554x g%/ W52 Método de altura

platos platos media de plato
(eficiencia)  (eficiencia)
Relacion S/N Relacion S/N =2H/h -
S/N Ruido: Célculo pico a pico;
sefial de referencia en blanco;
intervalo de tiempo 20 veces
la anchura del pico.
Relacion S/N S/N =2H/h
Ruido: Calculo pico a pico;
intervalo de tiempo en la sefial
actual.
S/N =2H/h
Ruido: Calculo 6 sigma;
intervalo de tiempo en la sefial
actual.

Relacién Relacion Relacion p/v =Hy/Hy Relacién pico/valle

picoavalle picoavalle picoavalle (Frentey cola)

- - - S=B/A Asimetria
Foley-Dorsey al 10 %
de altura

- - - N 41.7( Tr/Wo P Platos Foley-Dorsey

*~ 125+ (max(A, B)/ min(&, B))

Guia de referencia de Data Analysis para OpenLab ChemStation

Informes inteligentes (RTE)

Peak_TheoreticalPlates_USP

Peak_TheoreticalPlates_EP
Peak_TheoreticalPlates_JP

Sefial_Ruido_Pico_EP

Peak_SignalToNoise_USP

Peak_SignalToNoise_6Sigma

Relacion_Valle_Pico_a_Pico
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5 Idoneidad del sistema

Momentos estadisticos, sesgo y exceso

Los momentos estadisticos se calculan como una alternativa para describir figu-
ras de picos asimétricas. Hay un nimero de momentos de picos infinito, pero
solo se utilizan los cinco primeros en conexion con los picos cromatograficos. A
éstos se les denomina momento 0, momento 1... momento 4.

El momento O representa el area de pico.

El momento 1 es el tiempo medio de retencién o el tiempo de retencion medido
en el centro de gravedad del pico. Es diferente del tiempo de retencién cromato-
grafico medido en el méximo del pico, a menos que el pico sea simétrico.

El momento 2 es la varianza del pico, una medida de la dispersion lateral. Es la
suma de la varianza contribuida por partes diferentes del sistema de instrumen-
tos.

El momento 3 describe la simetria vertical o sesgo. Es la medida del inicio del
pico a partir del estandar gaussiano. El sesgo que se produce de forma adicional
en el informe Rendimiento y ampliado no tiene dimensiones. Un pico simétrico
tiene un sesgo cero. Los picos con cola tienen sesgo positivo y el momento 1 es
mayor que el tiempo de retencién. Los picos con frente tienen sesgo negativo y el
momento 1 es menor que el tiempo de retencion.

El momento 4 o exceso es la medicion de la compresion o estrechamiento del
pico en el eje vertical y como se compara a un estandar gaussiano para el que el
momento 4 es cero. Se puede visualizar moviendo o apartando los lados del pico
gaussiano en un area constante. Si se comprime o aplasta el pico en la compara-
cion, el exceso es negativo. Si es mas alto, el exceso es positivo. Ademas el
exceso se indica en el informe Rendimiento y ampliado en su forma sin dimen-
siones.
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5 Idoneidad del sistema

Calculo de los momentos estadisticos

MO =d-X
Ml = 1y+d, 2
Y
a N 2
M2 = L. ((1—1—1/) ~A)
X ? XY
i=1
d N 3
i =2y (-7 )
X Z X o
i=1
wa =5 (1= )
T 77 — —
X Z X o
i=1
donde:
N = Numero de cortes de drea
A, =Valor (Respuesta) del corte del &rea indexado por i
di = Intervalo de tiempo entre los cortes de drea adyacentes
19 = Tiempo del primer corte de area

N

¥ = Suma del indice de inicio 1 al indice final N para observaciones discretas

i=1

5
X= 2(‘4;‘)
i=1
N
Y= Y ((-1)4,)

i=1
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Anchura verdadera de pico Wx [min]

W, = anchura de pico al x % de altura del total

donde:

Wy

Anchura de pico tangente, 4 sigma, obtenida insertando
tangentes en los puntos de inflexion con la linea base

Anchura al 4,4 % de altura (anchura 5 sigma)

Anchura al 5 % de altura (anchura de pico con cola), para el
factor de cola USP

Anchura al 10 % de altura

Anchura al 50 % de altura (anchura de pico a media altura
verdadera o sigma 2,35).

Figura 52 Anchura de pico al x % de la altura

Factor de capacidad (USP)

1= tR'tO
k to

donde:
tg = tiempo de retencion del pico [min]

tp=tiempo nulo [min]
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5 Idoneidad del sistema

Factor de cola (USP) t

El factor de simetria (USP, EP y JP) es idéntico al factor de cola (USP). Todos
estan disponibles como “Peak_TailFactor” en Intelligent Reporting. Consulte
también “Descripcion general de los ensayos de rendimiento” en la pagina 119.

=Ws
S f
Wso
linea base
i= X 5% H
tR Tiempo
f
Wg
Wt
Figura 53 Parametros de rendimiento
S Factor de simetria o factor de cola (USP)
H Altura de pico
tR Tiempo de retencion
f Distancia en minutos entre el frente del pico y tg, medida al 5 % de la altura de pico
Wsq Anchura de pico al 50 % de la altura [min]
Wpg Anchura de pico al 5 % de la altura de pico [min]
Wi Anchura de pico segun las tangentes
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Numero de platos tedricos por Columnan

Método tangente (USP. ASTM):

n= 16L&y
donde:

Tr

Wi

Tiempo de retencion

Anchura de pico segun las tangentes [min]

Meétodo de media anchura (ASTM, EP. JP):

= [_tr \?
n 5'54k_W50)
donde:

TR

Wsq

Método 5 sigma:

n =25/ y
donde

Tr

Wya

Meétodo estadistico:

_m?

n = —

M2
donde:

Tiempo de retencion

Anchura de pico a media altura [min]

Tiempo de retencion

Anchura de pico al 4,4 % de la altura de pico [min]

Mx = momento estadistico x °©
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Metodo Foley Dorsey

La ecuacion Foley-Dorsey se utiliza para los picos asimétricos. Corrige el
recuento de platos de la cola y la ampliacion de picos.

41.7(Tr/Wo

Nos = 155+ tmax (A, B)/ min(A, B))

Donde
W = anchura de pico al 10 % de la altura de picos

+ A frontaly B: cola, siendo A+B = W

Numero de platos tedricos por metro, N [1/m]

N=100-1

donde:

n Numero de platos tedricos

| Longitud de la columna [cm] (seguin se proporciona en el
método de procesamiento)
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Selectividad

Retencion rela-
tiva (EP)

Idoneidad del sistema

Retencidn relativa y selectividad

La selectividad calcula el valor alfa para todos los picos de la sefial, excepto para
el primero. Para cada par de picos adyacentes (picos 1y 2, tg del pico 1 < tg del
pico 2), se calculard la selectividad de la forma siguiente:

=k's = tre-to
Ipha = &2 Ipha > 1
alpha k1 tRl-to’ap a

donde:

Ko Factor de capacidad del pico x: (tgx—t)/tg

La retencién relativa (ajustada) conforme a la EP Unicamente se puede calcular
si se ha definido e identificado el pico de referencia de la relacién de RT. Los valo-
res alfa son <1 si el pico esta a la izquierda de la referencia, y >1 si el pico estd a
la derecha de la referencia.

IRi—
y = ————

IRt —
donde

tg; = tiempo de retencion del pico de interés

trst = tiempo de retencion del pico de referencia

tm = tiempo de retencion

La Retencidn relativa (no ajustada), segun la EP, se calcula como

rc = tri/ trst

Guia de referencia de Data Analysis para OpenLab ChemStation 127



5 Idoneidad del sistema

Resolucion (USP, ASTM) R

Método de la tangente (perteneciente a los picos 1y 2, t del pico 1 <t del pico
2; tg en minutos)

R=2 —tr2-tri

We ) + We ()
donde:
tr Tiempo de retencion
W, Anchura de la tangente [min]

Resolucién (EP/JP) Rs

La resolucion (JP) y la resolucion (EP) se calculan con la siguiente definicion:

= . tr2-tr1
Rs=1.18 Wiso (1) + Wso (2)

Ademas, la resolucién clasica (2.35/2)*... esta disponible en Intelligent Reporting
como Peak_Resolution_Classic. En “Descripcion general de los ensayos de
rendimiento” en la pagina 119 puede consultar una lista completa de los valores.

Resolucion (definiciones clasicas de ChemStation)

Meétodo de anchura media:

_ [%)(TR(b)-TR(a))

R
Ws0m) + Ws0(a)

Meétodo 5 sigma:

25(Tppy = Tr(a))

Wiswy* Wisca

R =
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Metodo estadistico:

R = Ml(b)fMl(a)
WS'(/)) + WS'((I)
donde:

M1y = tiempo de retencion medio del pico x (primer momento estadistico) [min]
Wg(x) = ancho de base del pico x [min]
Wy 4 = anchura al 4,4 % de altura del pico x [min]

Wsq(x) = anchura al 50 % de altura del pico x [min]

Wg(x) = anchura derivada de los momentos estadisticos = N(M2) del pico x [min]
(véase también “Calculo de los momentos estadisticos” en la pagina 122)

Relacion pico a valle (EP/JP)

La relacion pico a valle (p/vratio en los resultados de la inyeccion) se calcula para
indicar la calidad de la separacién de los picos. Se calcula con la farmacopea
europea y la farmacopea japonesa (EP, JP).

Este valor se calcula de manera diferente en comparacion con el umbral usado
para la operacion de division de pico de linea base avanzada del integrador.

La relacion pico a valle se calcula para picos separados por un valle:
PV = altura de pico / altura de valle

Si hay valles tanto a la izquierda como a la derecha de un pico, la relacion pico a
valle se calcula para el frente y para la cola. Con Informes inteligentes, se mos-
trara el p/v minimo. Con Informes clasicos, el informe Rendimiento ampliado cla-
sico mostrara ambos valores.

Hp2
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Para el pico 1:

pvy = He2
pyy = He2
Para el pico 3:
pv=Hu
donde:
PV Relacion pico a valle
PVE Relacion pico a valle, frente
PV Relacion pico a valle, cola
Hpy Altura del pico x
Hyx Altura del valle x

Si el pico muestra diversos hombros separados por un valle, la relacion pico a
valle se calcula para cada hombro.

Definicion de un valle:
+ Su alturay tiempo se comparten entre dos picos consecutivos
+ Sulinea base se comparte entre dos picos consecutivos

+ Laaltura absoluta de |a linea base es superior a 10°.
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Definiciones de la reproducibilidad

Para la revision estadistica de los datos analiticos en cuando a la reproducibili-
dad, se considera una secuencia como una muestra aleatoria pequefia extraida
de un nimero infinito de resultados experimentales posibles. Para lograr un con-
junto de resultados completos, se requiere una cantidad sin limite de material de
muestras asi como tiempo. Estrictamente los datos estadisticos no sdlo se apli-
can a un conjunto completo autocontenido o poblacion de datos. Por consi-
guiente constituye un requisito previo para este tratamiento que la muestra
seleccionada sea representantiva de todos los datos.

Media de la muestra, M

El valor medio M de una muestra aleatoria consistente en N medidas, se calcula
a partir de un numero limitado de valores X; unicos observados de N indexados

con un contador consecutivo y segun la férmula:

M =

donde:
N = nUmero de observaciones discretas

X; = valor de observaciones discretas indexadas por i
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Desviacion estandar de la muestra, S

Considere una muestra aleatoria de tamafio N. La desviacion estandar S de la
muestra para la muestra finita seleccionada de una gran cantidad de datos se
determina por

N-1

La desviacion estandar S de la muestra difiere en dos puntos de la desviacion
estandar s del resto de datos:

* Envez del valor medio real sélo el valor medio de la muestra M se utiliza
+ division por N-1 en vez de N.

Desviacion estandar relativa, RSD [%] (USP)

La desviacion estandar relativa se define como

d

S
RSD = 100—
M

Desviacion estandar de la media, S

M es la media de la muestra y S la desviacion estéandar [o (N-1)] de la muestra. La
desviacion estandar Sy, de la media de la muestra M se determina por

S

S, = —
M ,\/N

Se puede ilustrar ademas con un ejemplo:

Mientras que el tiempo de retencion de un componente dado puede desviarse
ligeramente del valor medio calculado en una secuencia, los datos de otra
secuencia pueden diferir mucho mas por, como ejemplo, cambios de tempera-
tura ambiental, degradacion del material de la columna con el tiempo, etc. Para
determinar esta desviacion, la desviacion estandar de la media de la muestra Sy,

se calcula con la formula anterior.
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Desviacion estandar, S

¥ Yi-a-bX; P
= i=1
S N-2

Intervalo de confianza, Cl

Elintervalo de confianza se calcula para proporcionar informacion sobre si es
bueno el valor medio de calculo, cuando se aplica a todos los datos y no sélo a la
muestra.

Elintervalo de confianza en 100 x (1 - &) % para la media global se calcula con

CT =ty w1 Sy

donde:

Lwr2yN -1

el punto de porcentaje de la tabla de distribucion t con una probabilidad de riesgo
de a

Para las estadisticas extendidas en el informe de resimenes de secuencias
puede utilizarse el 95 % del intervalo de confianza (a = 0,05).

Conviene utilizar la distribucién t (o "distribucién del estudiante") para volimenes
de muestras pequefios. En caso de grandes volumenes de muestras, los resulta-
dos de la distribucion t y la distribucién normal (gaussiana) no difieren en nada.
Por tanto, para 30 0 mds muestras, puede utilizarse la distribucion normal (seria
muy dificil calcular la distribucion t para grandes nimeros; la distribucion normal
es la mejor forma de aproximacion).

Intervalo de confianza del 95 % para 6 muestras:
1-a =095
N=6

El valor correcto de t se extrae de la tabla de distribucion t con 5 (N-1) grados de
libertad y con el valor a/2, siendo 0,025. Se da la siguiente formula de calculo de
Cl:

, 1
Cl=2571-—-5,,

NG
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Coeficiente de correlacion

Junto con el grafico de la curva de calibracion se muestra un coeficiente de
correlacion. El coeficiente de correlacién (r) da una medida del ajuste de la curva
de calibracion a los puntos de datos. Para las curvas de calibracion con pen-
diente positiva, el valor del coeficiente incluye cinco decimales y esta dentro del
siguiente rango:

De 0,00000 a 1,00000

donde:

0,00000 = ausencia de ajuste
1,00000 = ajuste perfecto

El coeficiente de correlacion no esta relacionado directamente con la bondad de
la precision y la exactitud del método analitico. Debe utilizarse esencialmente
para determinar el mejor tipo de curva.

A la hora de evaluar un tipo de curva, debe trabajar con un nimero suficiente de
niveles de calibracién para conseguir una significancia estadistica adecuada.

El coeficiente de correlacion (r) se calcula con la ecuacion siguiente:

r= Iyi-y)*(Yi-Y)*wti)
[ Zlyi-y)2*wti) *2(Yi-Y)2* wti) 5}

donde

r Coeficiente de correlacion

Wi Peso del punto de datos

y Valores medios de las respuestas o cantidades medidas
Si se hace pasar la curva de calibracién por el origen (Origin=Force en el
método de procesamiento), OpenLab ChemStation se calculara el
coeficiente de calibracion sin centrar. En ese caso, se omitira y.

yi Respuesta medida (Area, AreaRatio (método ISTD), altura o HeightRatio
(método ISTD)) o cantidad (Cantidad, AmountRatio (método ISTD)),
dependiendo del modo de calibracion

Y Valores medios de las respuestas o cantidades previstas

Yi Respuesta o cantidad prevista (mediante la curva de calibracion)
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¥ y Y son valores medios de las respuestas o cantidades medidas o previstas,
calculados de la siguiente forma:

7= 2 (yi * wti)
2 (wti)
donde
Wi Peso del punto de datos
= Valores medios de las respuestas o cantidades medidas
yi Respuesta medida (Area, AreaRatio (método ISTD), altura o HeightRatio
(método ISTD)) o cantidad (Cantidad, AmountRatio (método ISTD)),
dependiendo del modo de calibracién
Yy
? = Z(YI * Wti)
2 (wti)
donde
Wi Peso del punto de datos
% Valores medios de las respuestas o cantidades previstas
Yi Respuesta o cantidad prevista (mediante la curva de calibracion)

En el caso de Forced Origin (Origen forzado) se supone que los puntos quedan
centrados en el cero (simétricos con el tercer cuadrante) y los valores medios se
sustituyen por cero.

El coeficiente de correlacion es 1 para un ajuste perfecto, o cuando los puntos se
distribuyen simétricamente alrededor de la curva. Se reduce si los puntos de cali-
bracion estan distribuidos menos simétricamente. Los valores tipicos estan
comprendidos entre 0,99 y 1. El coeficiente de correlacion no es una medida muy
sensible de la calidad de la curva.
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Acceso al numero de doble precision
almacenado internamente

Para propositos de validacion, seria necesario calcular manualmente los resulta-
dos de ChemStation como curvas de calibracién, coeficientes de correlacién, pla-
tos tedricos, etc. Al realizar esta operacion, hay que tener en cuenta el formato de
nuameros que utiliza ChemStation.

Para todos los numeros que ChemStation almacene internamente se utiliza el
tipo de datos “C" DOBLE. Esto quiere decir que se almacenan 14 digitos para
cada numero. La puesta en practica de este tipo de datos se adhiere a la de
Microsoft de la normativa IEEE para datos de tipo C y las reglas que implican
(consulte los documentos de Microsoft Q42980, Q145889 y Q125056).

Debido al numero ilimitado de parametros que se utilizan en el calculo de la tabla
de calibracion, no es posible calcular el error exacto que posiblemente se intro-
duzca por la propagacion y acumulacion de errores relacionados. Las pruebas
exhaustivas con las distintas construcciones de las curvas de calibracion mues-
tran, en cambio, que se puede garantizar la exactitud hasta 10 digitos. Mientras
que en la reproducibilidad del area, de la altura y del tiempo de retencion de anali-
sis cromatograficos tiene normalmente tres digitos, son suficientes 10 digitos
importantes de los calculos. Por esta razon, la calibracion, y otras tablas, mues-
tran un maximo de 10 digitos importantes.

Si se requiere un célculo externo (manual) para validacién, se recomienda que se
utilicen todos los digitos para los calculos internos. Con los datos mostrados o
relacionados de los calculos externos puede obtenerse resultados que difieran
de ChemStation por errores de redondeo.

En los parrafos siguientes se describe cémo acceder a los digitos almacenados
internos para nimeros que normalmente se requieren para calculos manuales.
En todos los casos, es preciso cargar e informar sobre el fichero de datos con el
estilo de informe apropiado antes de ejecutar el comando de la lista. Todos los
comandos se introducen en la linea de comandos de ChemStation, disponible en
el menu de visualizacion.

Los siguientes ejemplos generan un fichero .TXT en la carpeta publica de instru-
mentos (por ejemplo, C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1). Para cono-
cer la ruta real, utilice la entrada

print instpath$ delalinea de comandos. Utilice otros nombres de archivo
y carpeta como corresponda. La informacion de este archivo puede visualizarse
en el Bloc de notas o en un editor de texto apropiado.
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Informacion del pico sin procesar:

Tiempo de retencion
Area

Altura

Anchura (integrador)
Simetria

Tiempo de inicio del pico
Tiempo de fin del pico

Utilice la entrada de la linea de comandos:

DUMPTABLE CHROMREG, INTRESULTS, instpath$ + "INTRES.TXT"

Informacion del pico procesada:

Tiempo de retencion calculado

Tiempo de retencién esperado

Area

Altura

Anchura (integrador)

Simetria

Anchura media - Altura pico media (Rendimiento y Rendimiento ampliado)
Factor de cola (Rendimiento y Rendimiento ampliado)

Selectividad (Rendimiento y Rendimiento ampliado)

K (Rendimiento ampliado)

Anchura de pico tangente (Rendimiento ampliado)

Sesgo (Rendimiento ampliado)

Platos tedricos - Anchura media (Rendimiento y Rendimiento ampliado)
Platos tedricos - Tangente (Rendimiento ampliado)

Platos tedricos - Sigma 5 (Rendimiento ampliado)

Platos tedricos - Estadistica (Rendimiento ampliado)

Resolucion - Anchura media (Rendimiento y Rendimiento ampliado)
Resolucion - Tangente (Rendimiento ampliado)

Resolucion - Sigma 5 (Rendimiento ampliado)

Resolucion - Estadistica (Rendimiento ampliado)

Guia de referencia de Data Analysis para OpenLab ChemStation 137



5 Idoneidad del sistema

Utilice la entrada de la linea de comandos:

DUMPTABLE CHROMRES, PEAK, instpath$ + "PEAK.TXT"

Informacion del componente procesado:
+ Cantidad calculada

Utilice la entrada de la linea de comandos:

DUMPTABLE CHROMRES, COMPOUND, instpath$ + "COMPOUND.TXT"

Informacion de la tabla de calibracion:
*  Numero del nivel

+ Cantidad

+ Area

+ Altura

Utilice la entrada de la linea de comandos:

DUMPTABLE DAMETHOD, CALPOINT, instpath$ + "CALIB.TXT"

Informacion de regresion lineal:
+ Interceptacién Y (CurveParm1)
+ Pendiente (CurveParm?)

+ Coeficiente de correlacion

Utilice la entrada de la linea de comandos:

DUMPTABLE DAMETHOD, PEAK, instpath$ + "REGRESS.TXT"
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Tablas de calibracién 140

Calibracion estandar 140

Calibracion del peso molecular de la proteina 141
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Calibracion del enfoque isoeléctrico 142
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CE-MSD 152

Sustraccion de fondo 152

Este capitulo es importante Unicamente si se utiliza ChemStation para controlar
instrumentos de CE.
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Tablas de calibracion

Cuatro tipos de calibracion diferentes estan disponibles en la lista desplegable de
la tabla de calibraciones.

Calibracion estandar

La calibracion estandar se basa en el area de pico o en la altura de pico. Cuando
selecciona Standard Calibration puede seleccionar Calculate Signals Separately o
bien Calculate with Corrected Areas.

La opciodn Calcular sefiales por separado se selecciona cuando se quiere asegu-
rar que, en el cdlculo de informes Norm%, el porcentaje de las sefiales informa-
das por separado suma el 100 % para cada sefial. Cuando se deselecciona
Calculate signals separately, es el porcentaje de todas las sefiales el que suma el
100 %. Para clasificar por sefial en la tabla de calibracién es necesario seleccio-
nar antes Calculate signals separately.

Seleccione Calculate with Corrected Areas para corregir el area de pico en base al
tiempo de migracién. En este modo, el area se divide por el tiempo de migracion,
lo que mejora la reproducibilidad de los andlisis cuantitativos cuando los tiempos
de migracion no son estables.

Ademas de la calibracién estandar, hay tres calibraciones especificas de electro-
foresis capilar que son monosefial en base al tiempo de migracion. La sefial esta
definida por la descripcion de la sefial en el método de calibracion. Si el fichero
de datos contiene sefiales multiples, entonces solo se puede seleccionar una
sefial y se extrae del fichero de datos. El formato de la tabla de calibracion
depende del tipo de calibracion seleccionada.

Las tareas de cuantificacion pueden realizarse a partir de la calibracion del
tamafio del biopolimero (gréfico Ferguson) para la proteina SDS.
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Calibracion del peso molecular de la proteina

La Protein molecular weight calibration requiere un estandar de calibracion con
componentes de pesos moleculares conocidos o un pico de referencia. La ecua-
cion de calibracion es:

log (M) = ky - (1,,/1) +k,

ref
donde:
MW es el peso molecular

tref €S el tiempo de migracion del pico de referencia

t es el tiempo de migracion

ko y k1 son los coeficientes de la ecuacion lineal

La tabla de calibracién contiene el nombre, el tiempo de migracion, t..¢/t (tiempo
de migracion relativo), peso molecular y log(MW) de cada componente.

Calibracidon de pares de bases de ADN

LLa DNA base-pair calibration es similar a |la protein molecular weight calibration,
aunque funciona con un pico de referencia y requiere un estandar de calibracién
con un numero de pares de bases determinado. La ecuacion de calibracion es:

log(#BP) = k|- 1/1+k,

donde:

n°BP es el nimero de los pares de bases
t es el tiempo de migracion

ko Y kq son los coeficientes de la ecuacion lineal

La tabla de calibracion contiene el nombre, el tiempo de migracion, 1/t, pares de
bases y log(pares de bases) de cada componente.
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Calibracidn del enfoque isoeléctrico

La capillary isoelectric focusing calibration (cIEF) requiere un estandar de calibra-
cién con proteinas estandar de puntos isoeléctricos conocidos (pl). La ecuacion
de calibracion es:

pl =k -t+k,

donde:

pl es el punto isoeléctrico

t es el tiempo de migracion

Kg Y kq son los coeficientes de la ecuacion lineal

La tabla de calibracién contiene el nombre, el tiempo de migraciény p/ (punto
isoeléctrico) de cada componente.
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Calibracion con correccion de la movilidad

Introduccioén

Cambios ligeros en la composicién del tampdn, la temperatura de andlisis o la
viscosidad, asi como la absorcion en la pared del capilar, pueden influir en el flujo
electro-osmotico (EOF) y hacerlo inestable. El cambio resultante en EOF puede
crear una desviacion estandar alta de los tiempos de migracion. Las correccio-
nes por movilidad pueden reducir de manera significativa el efecto de las varia-
ciones de tiempo de migracién entre analisis, monitorizando el tiempo de
migracion de un pico de referencia de la movilidad y aumentando a su vez en
gran medida la reproducibilidad del tiempo de migracion.

El pico de referencia de la movilidad deberia elegirse con las siguientes priorida-
des:

» Seleccione el pico con la sefial mas alta.
+ Seleccione el pico mas aislado.

+ Elmarcador EQOF o el estandar interno pueden utilizarse también como pico
de referencia de la movilidad.

+ Agrande la ventana de busqueda para encontrar siempre el pico de referencia
de la movilidad.

+ Siaparecen varios picos en la ventana de busqueda, el pico con mas sefial se
escoge de forma automatica como pico de referencia de la movilidad.

Hay dos tipos de correccion de la movilidad disponibles:

Effective  La Effective Mobility Correction utiliza las movilidades efectivas de todos los
Mobility  picos y requiere la disponibilidad de los datos de la curva de voltaje con el elec-
Correction troferograma. Ademas, cuando se trabaja con la correccion de la movilidad efec-
tiva, se pueden determinar las movilidades efectivas verdaderas de todos los

componentes de la muestra.

Relative La Relative Mobility Correction funciona aun sin disponer de datos de voltaje y
Mobility asume en este caso un voltaje constante en todas las mediciones.
Correction
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Calculos de la movilidad efectiva

Ademas del pico de referencia, es necesario, para corregir la movilidad efectiva,
incluir un marcador neutro que corresponda a la velocidad de EOF. Algunos mar-
cadores usados generalmente y sus longitudes de onda asociadas son:

Tabla10  Marcadores EOF usados normalmente

Componente Longitud de onda
Propanol 1 210 nm
Acetona 330 nm
Acetonitrilo 190 nm
Benceno 280 nm
Guanosina 252 nm
Oxido de mesitilo 253nm
Metanol 205 nm
Fenol 218 nm
Piridina 315nm
Tetrahidrofurano 212 nm
Uracilo 259 nm

Los datos de voltaje sobre el tiempo y las dimensiones capilares se salvan en un
archivo de datos o se pueden introducir de forma manual durante la configura-
cion de la tabla de calibracion. Si almacena los datos del voltaje durante la ejecu-
cion seran mas precisos. Asegurese de almacenar también las dimensiones
capilares con el método. Para volver a procesar las sefiales adquiridas sin datos
de voltaje o dimensiones capilares, introduzca el voltaje y el tiempo de rampa en
el grupo “Voltaje y dimensiones capilares” del cuadro de didlogo.

A raiz de los datos se determina la movilidad efectiva de cada componente.

Guia de referencia de Data Analysis para OpenLab ChemStation 144



6 Calculos especificos de CE

General

La movilidad aparente de un pico de la muestra se define por la ecuacion:
Happ = (€ L)/(t ' V(t))

donde

I es la longitud efectiva del capilar (la longitud del punto de inyeccién al punto de
deteccion)

L es la longitud capilar total
V(t) es el voltaje medio de la hora 0 a la hora de migracion t del pico

El voltaje medio se calcula a partir del voltaje medido o de la rampa de voltaje
gue se especifica en el método con las siguientes ecuaciones:

Sit<tgentonces

Vit)=V/(2-tg)-t

Sit >t entonces

V) =V-(1-tg/(2-1))

donde

t es el tiempo de migracion del pico

tr es el tiempo de la rampa

Ves el voltaje final

La ecuacion de movilidad puede simplificarse introduciendo un coeficiente:
k(t) = I x L)/V(t)

La movilidad relativa o aparente es entonces
Happ = k() /t

La movilidad efectiva o real es

Hreal = Happ — HEOF

donde

ocqpp €S la movilidad aparente de cualquier pico
«goF €s la movilidad aparente de un marcador neutro

Los componentes con velocidad inferior que EOF (normalmente aniones) seran
negativos en la movilidad efectiva.
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Calibracion

La movilidad real de un pico de la muestra que se utilizara como pico de referen-
cia de movilidad en mediciones posteriores se calcula utilizando el tiempo de
migracion del marcador neutro (Ugog):

Hrealre{f = Happref_ Mepor = k([re{f‘)/[re{f‘_ k([EOF)/rEOF

Las movilidades efectivas de todos los picos se calculan entonces y se almace-
nan como movilidades esperadas:

Hiealy = Moppy —Mpor = K/ ty=kigop)/ Tpop

La tabla de calibracion contiene por tanto el tiempo de migracion registrado y la
movilidad real calculada de cada componente en las columnas de tiempo de
migracion esperado y movilidad esperada.

Calculos de movilidad
El valor real de Lggr se calcula con el pico de referencia de la movilidad:

MeoFact = Happref_ Hreaqu]" = k(trqf‘)/quf‘_ Hrealre]“
El tiempo de migracién esperado de cada pico se ajusta entonces:

lnmrepr = k(loldexlx\')/(HreaL\'+ HE()FHCI‘)

Los valores calculados se utilizan en la identificacion de picos y se remplazan los
valores de la tabla de calibracion.

Recalibracion

El tiempo de migracion del pico de referencia de la movilidad se utiliza para
calcular el valor real de pggg:

MEoFact = Happref_ Hreaqu]“ = k(tr({f‘)/lr({f‘_ Hreallz{f
El tiempo de migracién esperado de cada pico se ajusta:

lnmrepr = k(loldexlx\')/(HreaL\'+ HE()FHCI‘)

y se actualizan las movilidades:

Hiealnv = HappA\' ~MEoFact

Durante la ejecucion de la calibracién los valores esperados del tiempo de
migracion, asi como los valores de movilidad reales se actualizan en la tabla de
calibracion.
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Calculos de la movilidad relativa

Se puede efectuar también una correccion del tiempo de migracion basado en
las movilidades relativas. En este caso no se necesita un marcador EOF, voltaje,
no dimensiones capilares. El software aun corrige los cambios del tiempo de
migracion aunque no muestre los valores de movilidad.

General
Como en célculos de movilidad efectiva, el coeficiente

k() = (1-L)/17(1)
se usa en los cdlculos de movilidad relativa para describir la relacién entre la
movilidad y el tiempo de migracion:

Hopp = k(t)/t

La diferencia es que en ecuaciones de movilidad relativa, k aparece tanto en el
numerador como en el denominador de una fraccion, por lo que la dimension
capilar puede eliminarse. El factor k se calcula como

k(1) = 1/17(1)
donde V(1) es el voltaje medio de la hora 0 a la hora de migracion t del pico.

Cuando el parametro del voltaje esta en Ignore, k es una constante que puede eli-
minarse de ecuaciones para el tiempo de migracién esperado (véase mas abajo).

Las ecuaciones siguientes describen el caso general de k = k(t), aunque el sof-
tware considera todos los casos cuando calcula k.

Calibracion

El pico de referencia de movilidad se identifica y se almacena el tiempo de migra-
CION (trefeal)- LOS tiempos de migracion esperados (texpcain) de todos los picos se

guardan.
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Célculo de la movilidad

Cuando se ha detectado un pico de referencia, el tiempo de migracién esperado
de cada pico se ajusta de acuerdo con el tiempo de migracion real del pico de
referencia de la movilidad:

k( roldexlx\")

t ;=
newexpN B B ~
ared (]‘(rexpcalA\')/rexpcalA\' - ]‘(rl'e{fbal)/rl'e{fbal + ]‘(rre{fbcf)/rre{fbcf)

Entonces, se actualiza el tiempo de migracién del pico de referencia desde el
ultimo analisis de calibracion:

trefbal = trqﬂ)cr
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Estilos de informacion especiales de
electroforesis capilar

Los célculos especificos de CE se pueden presentar con el Classic ChemStation
Reporting(Informe clasico de ChemStation).

El siguiente estilo de informe es especifico para ChemStation para sistemas de
electroforesis capilar (CE):

Movilidad de  CE Mobility comprende resultados de texto cuantitativos, especialmente la movi-
CE lidad aparente. Para usar este estilo de informe, es necesario suministrar la infor-
macion sobre el capilar usado antes de la adquisicion, y se almacena la sefial de

voltaje. La movilidad aparente se calcula segun la siguiente férmula.

By
l"lapp - t‘ l//

donde

I es la longitud efectiva del capilar (cm)
L es lalongitud total del capilar (cm)

t es el tiempo de migracion (min)

V es el voltaje (kV)

Si se activa la correcciéon de movilidad efectiva (consulte “Célculos de la movili-
dad efectiva” en la pagina 144), la columna de tipo de pico en los informes senci-
llos (los informes de patrén externo, por ejemplo) es sustituida por una columna
de movilidad. El informe Movilidad CE imprime las movilidades efectivas, en vez
de las aparentes.
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6 Calculos especificos de CE

Areas de picos corregidas

La Agilent ChemStation para sistemas CE le permite utilizar areas de picos corre-
gidas de los célculos de drea normales. Estas areas se utilizan en calibracion e
informes estandar.

Para activar esta opcion, seleccione Calculate with Corrected Areas para corregir
el rea del pico del tiempo de migracion. En este modo, el area se divide por el
tiempo de la migracion que mejora la reproducibilidad de los andlisis cuantitati-
vos cuando los tiempos de migracion no son estables.

El drea corregida se calcula con la siguiente férmula.

A
A, = 07
Donde
Ac es el drea del pico corregida (mAU)
Aes el drea del pico (MAU sec)
t es el tiempo de migracion (minutos)

Al drea corregida nos referimos a veces como area normalizada.
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Calculos especificos de CE

|[doneidad del sistema para electroforesis capilar

Factor de capacidad, k'

En electroforesis capilar no se puede calcular el valor del factor de capacidad k'
de forma automatica en todos los modos operativos. Consulte el manual Electro-
foresis capilar de altas prestaciones:un iniciador de las férmulas respectivas. Los
valores que se recogen en los informes solo son validos para los sistemas LC 3D
de la Agilent ChemStation puesto que los sistemas CE utilizan los mismos algo-
ritmos que la Agilent ChemStation para sistemas LC 3D.
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CE-MSD

Sustraccion de fondo

Al seleccionar el elemento de menu Subtract Background (BSB), el Ultimo espec-
tro de masas que se haya seleccionado se sustraera de cada punto del electrofe-
rograma actual. Los datos resultantes se guardaran en el mismo directorio y con
el mismo nombre que el archivo de datos original; sin embargo, la extension del
archivo se cambiard a .BSB.

El nuevo archivo de datos pasara a ser el archivo de datos actual y se mostrara el
electroferograma con sustraccion de fondo. En la parte del operador del encabe-
zado del archivo de datos se registrara el nimero de sustracciones de fondo que
se hayan realizado.

Sivisualiza los datos BSB en forma de listado tabular, puede observar diferencias
debido a la precision de la representacion de datos.

Los archivos de texto de ayuda (HELP) del sistema LC/MS hacen referencia
exclusivamente a los pardmetros de LC, no a los de CE. Algunas funciones
disponibles en el software LC/MS tampoco estaran disponibles o no podran
utilizarse para aplicaciones CE/MS, pero si para aplicaciones LC. La funcién de
peak matching no puede utilizarse para aplicaciones CE-MS; por tanto, no estara
activa. En las aplicaciones CE-MS, la deteccion UV y MS se produce a diferentes
longitudes efectivas del capilar de separacion. Debido a las diferencias de
resolucion a distintas longitudes efectivas, la asignacion de picos no resulta
posible.
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7 Verificacion del sistema

Ventanas de verificacion y diagnostico 154
Verificacion del sistema 154

Registro GLPsave 157

Funcion del test del DAD 158
Funcion de revision del test del DAD 158

En este capitulo se describen la funcion de verificacion y las funciones de verifi-
cacion GLP de ChemStation.
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7 Verificacion del sistema

Ventanas de verificacion y diagnostico

Si el instrumento configurado las admite, ChemStation contiene dos ventanas
adicionales para la verificacion de los instrumentos y las tareas de diagnéstico.
Para obtener mas informacion, consulte el sistema de ayuda en linea.

Verificacion del sistema

La verificacion del sistema es un componente clave en la utilizacion diaria de ins-
trumento analitico en un laboratorio regulado. Las opciones de verificacion de
GLP estan disefiadas para ayudarle a probar que el software o componentes
importantes de este funcionan correctamente o funcionaban correctamente
cuando se realizé un andlisis concreto.

La funcion de verificacion de ChemStation le permite verificar el funcionamiento
correcto del software ChemStation. Puede hacerlo reprocesando archivos de
datos segun los métodos especificos y comparando los resultados con un estan-
dar predefinido. La funcion de verificacion es particularmente importante para
probar la integridad de los resultados de integracion y cuantificacion.

Puede utilizar la prueba de verificacion estandar o definir sus propias pruebas
con su propio método y archivo de datos para comprobar las combinaciones de
software algoritmicas utilizadas en los métodos de andlisis. La prueba de verifi-
cacion es un archivo protegido que no se puede cambiar ni borrar.

La opcion Verificacion en la ventana Analisis de datos le permite escoger cual-
quiera de las siguientes opciones:

* realizar una prueba de verificacién en la base de datos,

 definir una nueva prueba de verificacion y afiadirla a la base de datos y

+ borrar una prueba de verificacion de la base de datos.

La seccion Como... del sistema de ayuda en linea describe como realizar estas

tareas. Cuando ejecuta una prueba de verificacion de ChemStation, puede elegir
entre realizar toda la prueba o seleccionar una combinacion de piezas.

Los resultados de la prueba de verificacién se guardan en formato binario en el
subdirectorio predeterminado: C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\
Verify, junto con los archivos del método y de datos. El subdirectorio Verify esta
al mismo nivel que los subdirectorios de secuencia, métodos y datos. Puede
enviar los resultados a una impresora o a un archivo. Los resultados de la
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7 Verificacion del sistema

prueba, incluido el resultado de una prueba de verificacion combinada, se consi-
deran como aprobado o suspenso.

Estan disponibles los siguientes componentes de la prueba de verificacion :

Electronica digital (solo DAD Agilent Serie 1100/1200)

Un cromatograma de prueba se almacena en el detector de diodo array. Este cro-
matograma se envia a ChemStation después de que haya superado los mismos
pasos de preprocesamiento como datos primarios normales de los fotodiodos.
Los datos resultantes se comparan con los datos del resultado original almace-
nados en ChemStation para el cromatograma de esta prueba. Si no coinciden, no
se supera la prueba. Esta prueba asegura que la electronica del DAD, que se
encarga del preprocesamiento de los datos, funciona todavia correctamente.
Como se utiliza un cromatograma de la prueba almacenado; la lampara o el
diodo array no forman parte de esta prueba. Se pueden comprobar con la
“Funcion del test del DAD" en la pagina 158.

Integracion de picos

El archivo de datos se vuelve a integrar con el método original. Se comparan los
resultados con los resultados de integracion originales almacenados en el regis-
tro de verificacion. Si no coinciden, no se supera la prueba.

Cuantificacion de compuestos

Los compuestos del archivo de datos se vuelven a cuantificar. Se comparan los
resultados con los resultados de cuantificacion originales almacenados en el
registro de verificacion. Si no coinciden, no se supera la prueba.

Impresion de informes

Se imprime de nuevo el informe original.

En la pagina siguiente se muestra un ejemplo de una prueba de verificacion com-
pletada con éxito.
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Tested Configuration:
Component

ChemStation for LC 3D ChemStation B.01.01

Microsoft Windows
Processor
CoProcessor

Microsoft Windows XP

Processor Architecture Intel
yes

ChemStation Verification Test Details:
Test Name : C:\CHEM32\1\VERIFY\DEFAULT.VAL
Data File : C:\CHEM32\1\VERIFY\DEFAULT.VAL\VERIFY.D
Method : C:\CHEM32\1\VERIFY\DEFAULT.VAL\VERIFY.M

Original Datafile

Original Acquisition Method
Original Operator

Original Injection Date
Original Sample Name

Signals Tested:

VERIFY.D

VERIFY.M
Hewlett-Packard
4/16/93 11:56:07 AM
Isocratic Std.

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=450,80 of VERIFY.D

ChemStation Verification Test Results:

Test Module Selected For Test Test Result
Digital electronics test No N/A
Integration test yes Pass
Quantification test yes Pass
Print Analytical Report No N/A
ChemStation Verification Test Overall Results: Pass
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Reqgistro GLPsave

El registro GLPsave se guarda al final de cada analisis cuando se selecciona la
lista de control del andlisis. Contiene la siguiente informacion:

+ sefales,

+ libro de registro,

+ tabla de resultados de integracion,

+ tabla de resultados de cuantificacion,

+ datos de rendimiento del instrumento y

+ método de analisis de datos.

Es un registro protegido completo, generado en el momento del analisis. Puede

consultarlo en cualgquier momento del futuro como prueba de los métodos anali-
ticos.

La opcion Registro GLPsave en la ventana Andlisis de datos le permite revisar el
fichero de registro GLPsave en cualquier momento. El fichero esta protegido por
una clave y se codifica en binario para asegurar que no se cambia.

En el cuadro de didlogo que utilizo para seleccionar el registro GLPsave para revi-
sién, puede seleccionar una de las opciones de revision de las siguientes:

+ cargar el método original,

+ cargar las sefales originales,

+ cargar los datos de rendimiento del instrumento,

+ imprimir el método original,

+ imprimir los resultados de integracion originales,

« imprimir los resultados de cuantificacion originales y

+ generar un informe original del método y las sefiales originales.

Puede utilizar la funcién de revision GLP para mostrar que los datos cromatogra-
ficos son originales, probar la calidad del analisis de los datos de rendimiento del
instrumento y demostrar la autenticidad de la interpretacion de los datos.

Por ejemplo puede:

+ volver a cargar e imprimir el analisis de datos con parte del método utilizado
en el momento de analisis de la muestra para probar que la evaluacion de
datos, presentada como resultados de los analisis, no se ha modificado de
ninguna formay

* revisar sin volver a calcular los resultados de integracion y cuantificacién para
probar la autenticidad del informe.
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Verificacion del sistema

Funcion del test del DAD

Se pueden utilizar los test del detector como un paso en la validacion del sistema
rutinario de un instrumento analitico en un laboratorio regulado.

El test del DAD evalUa el rendimiento del detector de diodo-array. Cuando selec-
ciona el test del DAD del menu Instrument (solo para LC3D y CE) se comprueba
la intensidad y calibracion de la longitud de onda del instrumento. Si presiona
Save, los resultados del test se guardan de forma automatica en la base de datos
DADTest, en un fichero de registro llamado DADTest.Reg en el directorio de ins-
trumentos predeterminados.

Funcion de revision del test del DAD

La funcion Review DAD Test del menu View de anadlisis de datos le permite revisar
el fichero DADTest.Reg en cualquier momento. El fichero esta protegido por una
clave y se codifica en binario para asegurar que no se cambia.

Puede seleccionar cualquiera de las siguientes partes del test del DAD para revi-
sar:

Se expresan en graficos los espectros del holmio que se enumeran en la tabla de
revision del test del DAD. Se etiqueta el espectro activo.

Se expresan en graficos los espectros de intensidad que se enumeran en la tabla
de revision del test del DAD. Se etiqueta el espectro activo.

Si cambia la lampara del DAD puede reiniciar el DADTest borrando los resultados
del test no deseados de la tabla y utilizando esta funcion para guardar como
nueva base de datos.

Muestra los espectros seleccionados en la tabla.

Puede representar un grafico de intensidad para dar indicaciones de la vida de la
lampara en el detector de diodo-array. El grafico proporciona la funcion de inten-
sidad maxima de la lampara frente al tiempo.
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Glosario Ul

Glosario Ul

A

Advanced
Avanzado
all valleys
todos los valles
Amount per response
Cantidad por respuesta
Apply Manual Events from
Method
Aplicar eventos manuales del
método
Area Percent reject
Rechazo por % drea
Area reject
Rechazo por drea
Area Reject
Rechazo por area
Area Sum
Suma de area
Area sum off
Suma de area desactivada
Area sum on
Suma de drea desactivada
Area Sum Slice
Segmento de suma de area
Area%
% de drea
Autointegrate
Integracién automatica
Average
Promedio

B

Baseline at valleys
Linea de base en valles

Baseline backwards

Linea de base hacia atras
baseline point

punto de linea base
Batch

Lote

C

Calculate signals separately
Calcular sefiales por separado
Calculate Signals Separately
Calcular sefiales por separado
Calculate with Corrected Areas
Calcular con dreas corregidas
Calibration Settings
Configuracion de calibracion
capillary isoelectric focusing cali-
bration
calibracién del enfoque
isoeléctrico capilar
CE Mobility
Movilidad de CE
Classical
Clasico
Clear
Borrar
Compound Details
Detalles de compuesto

D

Data Analysis
Andlisis de datos
Delete Peak(s)
Eliminar pico(s)
detector response
respuesta en el detector
DNA base-pair calibration

calibracion de pares de bases
de ADN
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Dibujar linea base

E

Effective Mobility Correction
Correccion de la movilidad
efectiva

End
Fin

Exponential
Exponencial

Extended Performance
Rendimiento ampliado

Floating Average
Promedio flotante
Force
Forzar
Front skim height ratio

Relacion de alturas para divi-
sién frontal

Front Skim Height Ratio

Relacion de alturas para divi-
sién frontal

H

height reject

Rechazo por altura
Height reject

Rechazo por altura
Height Reject
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Ignore
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Integration

Integracion
integration events

eventos de integracion
Integration Events Table

tabla Eventos de integracion

L

Left
lzquierda

M

Manual Events
Eventos manuales
Manual Factor
Factor manual
Manual Integration
integracion manual

N

Navigation Table

tabla de navegacion
Negative peak

Pico negativo
Negative Peaks

Picos negativos
Negative Peaks On

Pico negativo activado
New Exponential

Exponencial nueva
No penetration

Sin penetracion
No penetrations

Sin penetracion
Norm%

% Norm

0

Off

Desactivada
On

Activada
Origin

Origen

P

p/v ratio
relacion p/v
peak matching
asignacion de picos
peak width
Anchura de pico
Peak Width
Anchura de pico
Performance
Rendimiento
Performance+LibSearch
Rendimiento + LibSearch
Performance+Noise
Rendimiento + Ruido
protein molecular weight calibra-
tion
calibracion del peso molecular
de la proteina
Protein molecular weight calibra-
tion
Calibracién del peso molecular
de la proteina

Q

Quantification Parameters
Parametros de cualificacion
Quantitation Settings
Ajustes de cuantificacion
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Range 1
Rango 1
Range 9
Rango 9
Recalibration Settings
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Relative Mobility Correction
Correccién de la movilidad
relativa
Remove Manual Events from
Method
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método
Replace
Sustituir
Response per amount
Respuesta por cantidad
Right
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Show Intensity Graph
Mostrar el gréfico de intensi-
dad
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Mostrar espectros de intensi-
dad
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Signal to noise
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Skim valley ratio
Relacion de division de valle
Skim Valley Ratio
Relacion de division de valle
Slope Sensitivity
Sensibilidad de pendiente
Specify Report
Especificar informe
Split Peak
Pico dividido
Standard
Estandar
Standard Calibration
Calibracion estandar
Start
Inicio
Start-negA.
Inicio-A neg.
Straight
Recta
Subtract Background
Sustraccion de fondo

T

Tail skim height ratio
Relacion de alturas para divi-
sién de cola

Tail Skim Height Ratio
Relacion de alturas para divi-
sion de cola

Tangent Skim
Division tangencial

U

Update Manual Events of Method
Actualizar eventos manuales
del método

Update peak height
Actualizar altura de pico

Use baseline from range
Usar linea de base a partir de
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Use Baseline from Range
Usar linea de base a partir de
rango

Using Compound
Uso de compuesto
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Valley
Valle

W

With Rsp Factor
Con factor de respuesta
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En este manual

En esta guia se incluye la informacién de
referencia sobre los principios de
funcionamiento, calculos y algoritmos de
analisis de datos utilizados en el software
Agilent OpenLab ChemStation.

La informacion contenida en el mismo
puede utilizarse por profesionales de
validacion para el planteamiento y la
ejecucion de tareas de validacion del
sistema.
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