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Exclusivamente para su uso
en investigacion

Este producto puede utilizarse como
componente de un sistema de diagndstico
in vitro si el sistema se ha registrado ante
las autoridades competentes y cumple la
normativa aplicable. De lo contrario, solo
podra destinarse a usos generales en el
laboratorio.

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

Version del software

Este manual es valido para las versiones
B.05.xx del software Agilent ChemStation,
donde xx es un nimero de 00 a 99, y hace
referencia a revisiones menores del sof-
tware que no afectan a la exactitud técnica
de este manual.

Garantia

El material contenido en este documento
se proporciona “tal como es” y esta
sujeto a modificaciones, sin previo aviso,
en ediciones futuras. Ademas, hasta el
maximo permitido por la ley aplicable,
Agilent rechaza cualquier garantia,
expresa o implicita, en relacion con este
manual y con cualquier informacion
contenida en el mismo, incluyendo, entre
otras, las garantias implicitas de
comercializacion y adecuacion para un
fin determinado. En ningiin caso Agilent
sera responsable de los errores o los
dafios accidentales o consecuenciales
relacionados con el decorado, el uso o la
aplicacion de este documento o de
cualquier informacion contenida en el
mismo. En el caso que Agilenty el
usuario tengan un acuerdo escrito
especifico con condiciones de garantia
que cubran el material de este
documento y estén en conflicto con estas
condiciones, prevaleceran las
condiciones de garantia del acuerdo
especifico.

Licencias sobre la tecnologia

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

Licencia con derechos limitados

Si el software se va a usar dentro del marco de
un acuerdo de contratacion o subcontratacion
del gobierno de EE. UU., en ese caso, de cara al
suministro y la licencia del software, este tendra
la consideracion de “software comercial”,
segun se define en el DFAR 252.227-7014 (junio
de 1995); de “articulo comercial”, seglin se
define en el FAR 2.101(a); o de “software
limitado”, segtin se define en el FAR 52.227-19
(junio de 1987) o en cualquier reglamento
federal equivalente o clausula contractual. El
uso, la duplicacion y la divulgacion del software
quedan sujetos a los términos estandar de la

licencia comercial de Agilent Technologies, y
todos aquellos departamentos del gobierno de
EE. UU. distintos del Departamento de Defensa
tendran como maximo los derechos limitados
que se definen en el FAR 52.227-19(c)(1-2)
(junio de 1987). Asimismo, los usuarios del
gobierno de EE. UU. no tendran en ningtin caso
mas que los derechos limitados que se definen
en el FAR 52.227-14 (junio de 1987) o el DFAR
252.227-7015 (b)(2) (noviembre de 1995), segtin
proceda y conforme a los datos técnicos
oportunos.

Avisos de seguridad

Un aviso de PRECAUCION indica un
peligro. Advierte sobre un
procedimiento operativo, una
practica o similar que, si no se
realizan o aplican correctamente,
podrian provocar dafios en el
producto o pérdida de datos
importantes. No avance mas alla de
un aviso de PRECAUCION hasta que
entienda y cumpla completamente
las condiciones indicadas.

Un aviso de ADVERTENCIA indica
un peligro. Advierte sobre un
procedimiento operativo, una
practica o similar que, si no se
realizan correctamente o aplican,
podrian dar lugar a lesiones
personales de caracter incluso
mortal. No avance mas alla de un
aviso de ADVERTENCIA hasta que
entienda y cumpla completamente
las condiciones indicadas.
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En este manual...

Este manual sirve como introduccién al sistema de espectroscopia UV-visible
Agilent Cary 8454. Incluye procedimientos detallados y ejemplos de las
operaciones y tareas basicas.

Para obtener informacion mas detallada, consulte los siguientes manuales:
o Agilent Cary 8454 UV-Visible Spectroscopy System Installation Guide
¢ Understanding Your UV-Visible Spectroscopy System

o Agilent Cary 8454 Service Manual

* Ayuda del software ChemStation UV-visible

1 Informacion de seguridad

Introduccion al espectrofotometro UV-visible y el software Agilent ChemStation.

2 Introduccion al sistema

Introduccion al espectrofotémetro UV-visible y el software Agilent ChemStation.

3 Instalacion y puesta en marcha

Resumen del proceso de instalacion del sistema y explicacion de c6mo iniciar
una sesion de medida.

4 Practicas de medida adecuadas

Instrucciones para aplicar practicas de medida adecuadas.

5 Uso del sistema de espectroscopia UV-visible

Ejemplos de medidas basicas y otras tareas relacionadas.
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Informacion de seguridad

Informacion de seguridad

10

Los productos de Agilent deben utilizarse exclusivamente segiin se especifica
en sus correspondientes guias del usuario. Si se usan para otros fines, podrian
producirse danos en el producto o lesiones personales. Agilent declina toda
responsabilidad en relacién con los posibles dafios causados, ya sea en parte o
en su totalidad, por el uso incorrecto de los productos, las alteraciones, las
modificaciones o los ajustes no autorizados de estos, el incumplimiento de los
procedimientos establecidos en las guias del usuario de los productos de
Agilent o aquellos usos de los productos que contravengan las leyes, normas o
reglamentos vigentes.

Verificacion del estado seguro

Las siguientes precauciones generales deben aplicarse durante todas las fases
del funcionamiento, el mantenimiento y el servicio de este instrumento. Para
garantizar la seguridad del instrumento tras llevar a cabo procedimientos de
mantenimiento o servicio, asegirese de que el instrumento se devuelva en un
estado seguro para el cliente y el personal de mantenimiento. Esto exigira
realizar pruebas de rendimiento para verificar que los sistemas de seguridad del
instrumento funcionen correctamente. Compruebe el estado general del
instrumento durante su funcionamiento y revise si existen signos de desgaste o
corrosion que puedan afectar al funcionamiento o la seguridad del instrumento.

Simbolos de advertencia

Para evitar lesiones graves o incluso mortales y danos en el instrumento, el
usuario debe consultar la informacién de este manual. Este simbolo aparecera
en el producto siempre que sea necesario que consulte el manual para conocer
los posibles peligros.
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Informacion de seguridad

En el instrumento aparecen los siguientes simbolos informativos. Al lado
de cada simbolo se describe el peligro al cual hace referencia.

Corriente alterna monofasica.

Cuando aparece en la parte trasera del instrumento, indica
que el producto cumple los requisitos de una o varias
directivas de la UE.

Toma de tierra de proteccion.

Pueden producirse lesiones en los ojos si se mira

directamente la luz producida por las lamparas de deuterio
de los detectores y los espectrofotometros. Apague siempre
la lampara de deuterio antes de abrir la puerta del

compartimento de lamparas del instrumento.

Guia del usuario del sistema de espectroscopia UV-visible Agilent Cary 8454
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Precauciones

12

Antes de conectar el instrumento a la red eléctrica, siga atentamente las
instrucciones de la seccion relativa a la instalacion. Asimismo, tenga en
cuenta todo lo indicado a continuacion.

Si el instrumento se utiliza de cualquier modo distinto al especificado por
Agilent, la proteccién que ofrece el equipo puede quedar anulada.

No retire las cubiertas del instrumento mientras esté funcionando. Antes de
encender el instrumento, todas las tomas de tierra, los alargadores, los
transformadores y los aparatos conectados al mismo, deben conectarse a tierra de
forma adecuada. Si se interrumpe la conexion a tierra, podrian producirse
descargas eléctricas y, a causa de estas, lesiones personales graves. Siempre que
sospeche que la conexion a tierra se ha interrumpido, deje el aparato inoperativo
y bloquéelo para evitar que alguien pueda ponerlo en funcionamiento.

Compruebe que solo se utilicen fusibles de recambio con el valor de corriente
nominal correcto y del tipo especificado (de fusién normal, con retardo, etc.).
No utilice fusibles reparados ni cortocircuite los portafusibles bajo ninguna
circunstancia.

Algunos de los ajustes descritos en este manual deben hacerse con el
instrumento conectado a la red eléctrica y con algunas de las cubiertas de
proteccion desmontadas. Hay numerosos puntos del instrumento que estan
energizados; el contacto con ellos puede producir lesiones personales.

En la medida de lo posible, no deben realizarse ajustes ni trabajos de
mantenimiento y reparacién en el instrumento abierto si el sistema esta
energizado. Si es imprescindible hacerlos, debera realizarlos un técnico
cualificado que sea consciente de los peligros existentes. A la hora de llevar a
cabo trabajos de mantenimiento o ajuste de los componentes internos,
siempre debe haber presente otra persona que sea capaz de proporcionar
primeros auxilios o reanimacién cardiopulmonar, si fuese necesario. No
cambie ningiin componente mientras el cable de alimentacién esté conectado.

No ponga en marcha el instrumento en presencia de gases o vapores
inflamables. El encendido de un instrumento eléctrico en esas condiciones
supone un claro peligro para la seguridad.
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Informacion de seguridad 1

No instale componentes que no correspondan al instrumento ni realice
modificaciones no autorizadas en él.

Los condensadores que contiene el instrumento pueden conservar la carga
aunque el sistema se haya desconectado de la fuente de alimentacion.

En instrumento existen tensiones peligrosas, capaces de producir lesiones
personales graves. Extreme las precauciones a la hora de manipular, probar
o ajustar el equipo.

Informacion sobre disolventes

Los disolventes acuosos y organicos pueden resultar peligrosos si se manipulan de
forma incorrecta. Aplique siempre las precauciones indicadas a continuacion para
proteger al usuario y el instrumento.

Celdas de flujo

Evite el uso de soluciones alcalinas (pH > 9,5) que puedan atacar el cuarzo
y deteriorar las propiedades 6pticas de la celda de flujo.

Disolventes

Filtre siempre los disolventes, ya que las particulas pequeiias pueden obstruir
permanentemente los capilares. Evite el uso de los siguientes disolventes
corrosivos para el acero:

¢ Disoluciones de haluros alcalinos y sus respectivos acidos (por ejemplo,
ioduro de litio, cloruro potasico, etc.).

¢ Altas concentraciones de acidos inorganicos como acido nitrico o sulfirico,
especialmente a temperaturas elevadas (si el método de analisis lo permite,
sustitiyalos por acido fosférico o un tampoén de fosfato, que son menos
corrosivos para el acero inoxidable).
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1 Informacion de seguridad

¢ Disolventes halogenados o mezclas que formen radicales o acidos; por
ejemplo:

2 CHCly + Oy —> 2 COCl,, + 2 HCI

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

« Eteres de calidad analitica que puedan contener peréxidos (por ejemplo,
THF, dioxano o diisopropil éter). Estos éteres deben filtrarse con 6xido de
aluminio seco, que adsorbe los peréxidos.

¢ Disoluciones de acidos organicos (acido acético, acido férmico, etc.) en
disolventes organicos. Por ejemplo, una disolucién al 1 % de acido acético
en metanol atacaria el acero.

¢ Disoluciones que contengan agentes complejantes fuertes, como EDTA
(acido etilendiaminotetraacético).

e Mezclas de tetracloruro de carbono con 2-propanol o THF.
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Informacion de seguridad 1

Precauciones adicionales

El uso del sistema de espectrometria y de sus accesorios puede conllevar la
presencia de materiales, disolventes y soluciones que sean inflamables,
corrosivos, toxicos o peligrosos. El uso imprudente, inadecuado o inexperto de
dichos materiales, disolventes y soluciones puede dar lugar a peligros de
explosién, quemaduras quimicas, incendio, toxicidad, u otros, que podrian
provocar lesiones graves e incluso mortales o daiios en los equipos y las
propiedades. Aplique todas las precauciones necesarias, como el uso de una
bata de laboratorio, gafas de seguridad y otros equipos de proteccion
individual que puedan resultar oportunos. Todos los residuos deben
eliminarse conforme a lo especificado en la normativa local vigente.

Conexion a tierra

Peligro de descarga eléctrica

La conexion del espectrofotometro UV-Vis Agilent Cary 8454 a una fuente de
alimentacion que no disponga de toma de tierra generara un peligro de descarga
eléctrica para el usuario y podria dafar el instrumento. Enchufe siempre el
instrumento a una toma de corriente provista de toma de tierra.
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Informacion de seguridad

Dispositivo de desconexion

Peligro de descarga eléctrica

Para desconectar el instrumento de la linea de alimentacion, desenchufe el cable de
alimentacion de la toma de corriente. La fuente de alimentacion dispondra todavia
de algo de corriente y los componentes internos del instrumento podrian producir
una descarga eléctrica, incluso aunque se haya apagado el interruptor principal
situado en el panel frontal.

Por motivos de seguridad, no coloque el equipo en un lugar en el que resulte dificil
accionar el dispositivo de desconexion.

Enfriamiento del instrumento

Superficie caliente

Las lamparas y la zona adyacente a ellas permaneceran calientes durante hasta
cinco minutos después de su apagado. Para evitar posibles quemaduras, deje que el
compartimento de lamparas se enfrie antes de iniciar cualquier tipo de trabajos en
esa zona del equipo.

Fuente de luz UV

Peligro para los ojos

Pueden producirse lesiones en los ojos si se mira directamente la luz producida por las
lamparas de deuterio. Apague siempre las lamparas de deuterio antes de abrir la puerta
del compartimento de lamparas del instrumento. Si mira directamente la luz ultravioleta
sin proteccion ocular, podria sufrir ceguera irreversible o lesiones oculares.

16

Guia del usuario del sistema de espectroscopia UV-visible Agilent Cary 8454



Informacion de seguridad 1

Cable de alimentacion

Sustituya el cable de alimentacion inicamente por otro con unas caracteristicas nominales
idénticas. Si debe sustituir el cable de alimentacion, use inicamente otro cable equivalente
con unas caracteristicas nominales idénticas a las del cable incluido con el instrumento.

Informacion sobre las baterias de litio

Peligro de explosion

La tarjeta principal del procesador del espectrometro (SPM) lleva integrada una
bateria de litio. Si la bateria esta colocada de forma incorrecta, podria explotar.
Sustituya las baterias por otras iguales o equivalentes segiin las recomendaciones del
fabricante del equipo. No elimine las baterias de litio junto con la basura doméstica.
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Informacion de seguridad

Condiciones ambientales y requisitos de alimentacion

Tabla1 Condiciones ambientales adecuadas para el sistema UV-Vis Agilent Cary 8454

Condiciones Altitud Temperatura Humedad (% HR) sin
condensacion

Instrumento no Hasta 4.600 m De-40a70°C 90 %

operativo (14.950 ft) (de -4 a 158 °F)

(almacenamiento o

transporte)

Funcionamiento segin  Hasta 2.000 m De5a40°C <95 %

las especificaciones (6.500 ft) (de 41 a 104 °F)

Para obtener un rendimiento analitico 6ptimo, se recomienda que la temperatura ambiente
del laboratorio esté entre 20 y 25 °C y que se mantenga constante dentro de un margen de
+2 °C durante toda la jornada de trabajo.

Superficie caliente

Si utiliza el instrumento con temperaturas ambiente superiores a 50 °C (122 °F),
la parte trasera del sistema podria calentarse.

No guarde, transporte ni utilice el instrumento en condiciones en las que las fluctuaciones
de temperatura puedan provocar condensacion dentro del instrumento. La condensacion
dafiara los componentes electronicos del sistema. Si el transporte del instrumento se
realizo en condiciones ambientales frias, manténgalo en la caja y deje que alcance
progresivamente la temperatura ambiente para evitar problemas de condensacion.

18
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Informacion de seguridad 1

Evite la circulaciéon de aire cuya temperatura fluctie (por ejemplo, aire de
refrigeradores o sistemas de aire acondicionado) y la exposicién directa a la
luz solar para garantizar que el instrumento funcione dentro de las
especificaciones de rendimiento.

Grado de contaminacion

El grado de contaminacion es de tipo 2, segin lo especificado en la norma IEC
61010-1. El grado de contaminacion indica el nivel de adhesién de un
determinado sélido, liquido o gas que provoca un deterioro de la rigidez
dieléctrica. El grado 2 se corresponde con un ambiente interior normal en el
que solo existe contaminacion no conductiva.

Informacion sobre la normativa

Conformidad CE

Este instrumento de Agilent esta disefiado de forma que cumple los requisitos
de las directivas de compatibilidad electromagnética (CEM) y baja tension
(seguridad eléctrica) de la Unién Europea. Agilent ha confirmado que cada
uno de los productos cumple los requisitos de las directivas oportunas
mediante el ensayo de prototipos conforme a las exigencias de las normas EN
(normas europeas) correspondientes.

La garantia de que un determinado producto cumple los requisitos de estas
directivas la aportan los siguientes elementos:

¢ el marcado CE existente en la parte trasera del producto; y,

la documentacién que acompaiia al producto, que incluye una copia de la
declaracion de conformidad. La declaracién de conformidad es un documento
de Agilent con valor legal que indica que el producto cumple los requisitos de
las directivas indicadas anteriormente, e incluye las normas EN en las que se
basaron los ensayos del producto para demostrar su conformidad.
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Informacion de seguridad

Compatibilidad electromagnética

Norma EN 55011/CISPR 11

Equipo ISM del grupo 1: el grupo 1 incluye a todos aquellos equipos
industriales, cientificos y médicos (ISM) con energia de radiofrecuencia con
acoplamiento conductivo que se genere o use de forma intencionada y resulte
necesaria para el funcionamiento interno del propio equipo.

Un equipo de clase A es un equipo apto para su uso en todo tipo de entornos,
excepto en entornos residenciales y aquellos que estén conectados
directamente a una red eléctrica de baja tension que dé suministro a edificios
utilizados para fines residenciales.

Este dispositivo cumple los requisitos del grupo 1 y la clase A de la norma
CISPR 11 como equipo emisor de radiacién electromagnética de uso
profesional. Por tanto, pueden existir dificultades para garantizar la
compatibilidad electromagnética en otros entornos debido a la presencia de
perturbaciones conducidas o radiadas.

El funcionamiento del aparato queda sujeto a las dos siguientes condiciones:
1 Este dispositivo no debe generar interferencias perjudiciales.

2 Este dispositivo debe aceptar cualquier tipo de interferencia que reciba,
incluidas aquellas que puedan provocar su funcionamiento indeseado.

Si este equipo provoca interferencias perjudiciales en aparatos receptores de
radio o television (lo que puede determinarse encendiendo y apagando el equipo),
se recomienda al usuario que tome una o varias de las siguientes medidas:

1 Reubique la radio o la antena.
2 Aleje el dispositivo del aparato de radio o television.

3 Enchufe el dispositivo a una toma de corriente distinta, de forma que el
dispositivo y el aparato de radio o television estén conectados a circuitos
eléctricos diferentes.

Compruebe que todos los equipos periféricos también estén certificados.

Compruebe que se hayan usado cables adecuados para conectar el
dispositivo con los equipos periféricos.

6 Contacte con el distribuidor del equipo, Agilent Technologies o un técnico
experto para solicitar asistencia.

Los cambios o modificaciones que no estén aprobados expresamente por Agilent
Technologies pueden anular la autorizacién del usuario para usar el aparato.
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Informacion de seguridad

Norma ICES/NMB-001
Este dispositivo de ISM cumple con la normativa canadiense ICES-001.

Cet appareil ISM est conforme & la norme NMB-001 du Canada.

Declaracion de CEM para Corea del Sur (equipo de clase A)
AT 7171 (G578 HEFA71A2A )

Este equipo cumple los requisitos de la clase A y es apto para su uso
profesional en entornos electromagnéticos que no sean residenciales.

ol 7171 8 (A &) AATA G771 24 3 v = AREAE o] e

oJat A7) uhek v, 7hgele] Aol A ALt A BH o = gt
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UV-visible: descripcion general 32

En este capitulo se presentan los principios de adquisicion, evaluacion y
tratamiento de datos, con el fin de que pueda utilizar el sistema correctamente.

El sistema de espectroscopia esta basado en un espectrofotémetro UV-visible
con el software de proposito general Agilent ChemStation para espectroscopia
UV-visible, que se ejecuta en un PC con un sistema operativo Microsoft
Windows compatible. El espectrofotémetro y el PC estan enlazados mediante
una conexioén de red. Este tipo de enlace es muy flexible, y se puede utilizar
para establecer una conexion directa entre el espectrofotémetro y el PC,

y también para la integracion en una red empresarial que ofrezca acceso

en red desde el PC al espectrofotémetro.

El espectrofotémetro adquiere y proporciona datos de absorbancia, que
después procesa el software de aplicacion del PC. Todas las tareas de
presentacion, evaluacion y almacenamiento a largo plazo de los datos se llevan
a cabo bajo el control del software del PC.
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2 Introduccion al sistema

Espectrofotometro UV-visible Agilent Cary 8454: descripcion
general

En esta seccion se ofrece una descripcion general del sistema 6ptico y se
explican los paneles frontal y trasero del espectrofotémetro. También se
describen el disefio y la construccién del espectrofotéometro, incluidos los
conjuntos electrénicos y mecanicos situados en su interior.

Descripcion general del sistema optico

Sistema optico

El sistema 6ptico del espectrofotémetro se muestra en la Figura 1. Su fuente
de radiacion es una combinaciéon de una lampara de descarga de deuterio para
el rango de longitud de onda ultravioleta (UV) y una lampara de tungsteno
para el rango de longitud de onda visible y de onda corta del infrarrojo
cercano (SWNIR). La imagen del filamento de la lampara de tungsteno se
enfoca en la abertura de descarga de la lampara de deuterio mediante un
diseio especial de lampara con acceso trasero que permite combinar
opticamente ambas fuentes de luz y compartir un eje comin con respecto a la
lente de la fuente. La lente de la fuente forma un tinico haz de luz colimado.
El haz pasa a través del area del obturador/filtro de correccién de luz difusa
y a continuacion a través de la muestra, hasta la lente y la rendija del
espectrografo. En el espectrografo, la luz se dispersa sobre una matriz de
diodos mediante una red de difraccién holografica. Esto ofrece acceso
simultaneo a la informacién de todas las longitudes de onda. El resultado es
un aumento sustancial de la velocidad a la que se pueden adquirir espectros.
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| Obturador/filtro

de luz difusa
Cubeta | ( Lampara de
- s ( : ) tungsteno

Lente del espectrografo | m O
- Lampara de
Rendija ! deuterio

59 |

Red de difraccion % Lente de la fuente
Matriz de
fotodiodos

Figura 1 Sistema optico del espectrofotometro

¢ Lamparas

La fuente de luz utilizada para el rango de longitud de onda UV es una
lampara de deuterio con una abertura de paso de luz. Como consecuencia
de la descarga de plasma en deuterio gaseoso a baja presion, la lampara
emite luz en un rango de longitud de onda comprendido entre 190 y
aproximadamente 800 nm. La fuente de luz utilizada para el rango de
longitud de onda visible y SWNIR es una lampara de tungsteno de bajo
ruido. La lampara emite luz en un rango de longitud de onda comprendido
entre 370 y 1.100 nm.

¢ Lente de la fuente

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

¢ Obturador

El obturador se acciona electromecanicamente. Se abre para permitir el paso
de la luz a través de la muestra con el fin de realizar medidas, y se cierra
entre las medidas de la muestra para limitar la exposicion de la muestra a la
luz. Si la velocidad de medida es muy elevada, se puede obligar al obturador a
que permanezca abierto (mediante el software Agilent ChemStation), o bien
permanecera abierto automaticamente (software del controlador manual).
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¢ Filtro de correccién de luz difusa

En una secuencia de medida estandar, los espectros de intensidad de la
referencia o la muestra se miden sin, y después con, el filtro de luz difusa situado
en el haz de luz. Sin el filtro, el espectro de intensidad se mide a través de la
totalidad del rango de longitud de onda comprendido entre 190 y 1.100 nm.

El filtro de luz difusa es un filtro de bloqueo del 50 % a 420 nm. Con este
filtro instalado, cualquier luz que se mida por debajo de 400 nm es luz
difusa. La intensidad de la luz difusa se resta del primer espectro para
obtener un espectro con correcciéon de luz difusa. Dependiendo del software
utilizado, se podra desactivar la correccion de luz difusa (mediante el
software Agilent ChemStation) si es necesario realizar barridos repetidos y
muy rapidos, o bien esta se desactivara automaticamente.

Compartimento de la muestra

El espectrofotémetro dispone de un compartimento de la muestra abierto
para facilitar el acceso a las celdas de muestra. Gracias al disefio 6ptico, no
es necesaria una cubierta para la superficie de la muestra. El
espectrofotémetro se suministra con un soporte para celdas individual ya
instalado en el compartimento de la muestra. Dicho soporte se puede
sustituir por un accesorio con controlador Peltier, un soporte de celda
termostatizado, un soporte de celda ajustable, un soporte para celdas de
paso 6ptico largo o un transportador multicelda. Todos estos soportes
opcionales para celdas se instalan en el compartimento de la muestra
mediante un Ginico y sencillo sistema de montaje. También hay disponible
una rueda de filtros 6pticos que se puede utilizar con el espectrofotémetro y
con la mayoria de los accesorios.

Espectrografo

La carcasa del espectrografo esta fabricada en material ceramico para
reducir al minimo los efectos térmicos. Los componentes principales del
espectrografo son la lente, la rendija, la red de difraccién y la matriz de
fotodiodos con componentes electrénicos frontales. El intervalo de
muestreo medio de la matriz de diodos es de 0,9 nm en el rango de longitud
de onda comprendido entre 190 y 1.100 nm. La anchura nominal de la
rendija espectral es de 1 nm.

Lente del espectrografo

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

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

¢ Red de difraccion

La combinacién de la dispersiéon y la imagen espectral se consigue
utilizando una red de difraccion holografica concava. Dicha red dispersa la
luz sobre la matriz de diodos con un angulo lineal proporcional a la longitud
de onda.

* Matriz de diodos
La matriz de fotodiodos es el niicleo del espectréografo. Se trata de una serie
de 1.024 fotodiodos y circuitos de control individuales grabados sobre un

chip semiconductor. Con un rango de longitud de onda comprendido entre
190 y 1.100 nm, el intervalo de muestreo es de alrededor de 0,9 nm.
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Descripcion del espectrofotometro

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

Vista frontal

La vista frontal del espectrofotometro se muestra en la Figura 2. Tal como puede
observarse, el compartimento de la muestra tiene un diseno abierto. A diferencia
de los espectrofotémetros convencionales, el espectrofotémetro UV-visible Agilent
Cary 8454 no se ve afectado por la luz ambiental falsa. La superficie de la muestra
abierta facilita el acceso para manipular la cubeta y conectar los tubos a una celda
de flujo o a un soporte para celdas termostatizado. El espectrofotémetro se
suministra con el soporte para celdas individuales estandar. Los soportes para
celdas y los accesorios estandar se pueden desmontar y volver a montar en
cuestion de segundos sin (apenas) herramientas.

Interruptor principal
con piloto verde

28

Botones

Figura 2 Vista frontal del espectrofotometro
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El interruptor principal esta situado en la parte inferior izquierda del
espectrofotometro. Al pulsarlo, el espectrofotémetro se encendera. Mientras el
espectrofotometro esté encendido, el interruptor permanecera encajado y se
iluminara un piloto verde. Si el interruptor principal sobresale y el piloto
verde esta apagado, eso significa que el espectrofotémetro esta apagado.

En el panel frontal del espectrofotémetro hay un indicador de estado que se
iluminara de diferentes colores, segin el estado del espectrofotémetro.

¢ Verde: el espectrofotometro esta preparado para realizar medidas.
¢ Verde intermitente: el espectrofotometro esta realizando una medida.

¢ Amarillo: el espectrofotémetro no esta preparado; por ejemplo, se esta
encendiendo una de las lamparas o ambas lamparas estan apagadas.

¢ Rojo: estado de error; es decir, el espectrofotémetro no ha superado alguna
de las pruebas de autodiagnéstico que se llevan a cabo cuando se enciende
el instrumento o se ha producido algin error durante el funcionamiento del
espectrofotémetro. En ese caso, el software de operacién UV-visible
mostrara un mensaje de error detallado y se podran consultar las posibles
explicaciones en el sistema de ayuda on-line y en el capitulo 3, “Diagnostics
and Troubleshooting” (Diagnéstico y resolucion de problemas) del
documento Service Manual.

¢ Rojo intermitente: estado de error del procesador de espectrofotémetro.
Puesto que en este caso no existira comunicaciéon con el ordenador, no se
mostrara ningin mensaje de error. El sistema de ayuda on-line y el capitulo 3,
“Diagnostics and Troubleshooting” (Diagnéstico y resoluciéon de problemas)
del documento Service Manual ofrecen mas informacién sobre la resolucion
de problemas.

Los cuatro botones de medida del panel frontal hacen que se realicen las
siguientes acciones y envian los datos resultantes al ordenador. Las funciones
de los botones se controlan mediante el software ChemStation UV-Visible y se
adaptan en funcion de la tarea de medida que haya que llevar a cabo.

¢ Blank: el espectrofotémetro realiza una medida del blanco. Consiste en una
medida de referencia que se utilizara en todas las medidas posteriores de
muestras hasta que se lleve a cabo una nueva medida del blanco. Tras
realizar la medida de referencia, se medira el espectro de la linea base y se
mostrara en el PC.

¢ Sample: el espectrofotometro realizara una medida de una muestra o
iniciara una serie de medidas. Esto dependera de los parametros definidos
en el software.
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¢ Standard: el espectrofotémetro realiza una medida de un patrén. En el
software de operaciéon se debe introducir informaciéon adicional, como la
concentracion.

¢ Stop: el espectrofotémetro y/o el software interrumpen la actividad en
curso y vuelven a situarse en el estado de “preparado”.

Vista trasera

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

Conector GPIB
e interruptores

Conector remoto

Puerto de

|__| conexion MI0

Conector para
transportador
multicelda

para interfaz LAN

Conector GPIO

Conector de
alimentacion

Conector RS-232

30

Figura 3 Vista trasera del espectrofotometro

¢ El conector para transportador multicelda permite conectar el cable
procedente de dicho dispositivo.

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

¢ El software de control instrumental de Agilent no utiliza actualmente el
conector remoto. Se puede usar, por ejemplo, para sincronizar instrumentos.
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¢ El conector RS-232C se puede utilizar para controlar el funcionamiento del
espectrofotometro desde un ordenador a través de una conexion RS-232,
utilizando el software adecuado. La herramienta de firmware para
distintos instrumentos incluida se puede utilizar para la comunicacién
RS-232. El software ChemStation UV-Visible tinicamente admite la
comunicacion LAN.

¢ El puerto de conexién para tarjeta MIO esta reservado para una tarjeta de
interfaz LAN.

¢ El puerto de conexién para tarjetas de accesorios esta reservado para su
uso futuro.

¢ El conector de la linea de alimentacion no dispone de un selector de tensiéon
debido a que la fuente de alimentacién ofrece una capacidad muy amplia;
para obtener mas informacién, consulte el capitulo 1, “Specifications”
(Especificaciones), del documento Service Manual. No hay fusibles
accesibles desde el exterior, ya que la fuente de alimentacién dispone de
fusibles electrénicos automaticos. La palanca de seguridad del conector de
la linea de alimentacion impide que se pueda retirar la cubierta del
espectrofotometro mientras el cable de alimentacion esta conectado.

Lateral del espectrofotometro

En el lateral derecho del espectrofotémetro hay una doble puerta que permite
acceder a las lamparas. Para poder cambiar las lamparas, ambas puertas (la
puerta de plastico y la metalica) deben estar abiertas. Ademas, existen dos
interruptores de seguridad que apagan automaticamente las lamparas si se
abre la puerta metalica.
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Software de propodsito general Agilent ChemStation para
espectroscopia UV-visible: descripcion general

En esta seccion se incluye una descripcion general de los elementos de la
interfaz de usuario del software Agilent ChemStation y el concepto de analisis
de datos subyacente. Asimismo, se explica como se procesan los datos y las
ventajas de este procesamiento desde un punto de vista practico.
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Elementos de la interfaz de usuario

El software de proposito general Agilent ChemStation para espectroscopia
UV-visible facilita el manejo del espectrofotémetro UV-visible basado en una
matriz de diodos durante las operaciones rutinarias cotidianas. Este software
se ha disefiado para facilitar el uso y el aprendizaje. La interfaz grafica de
usuario permite visualizar el funcionamiento y la utilizacién del
espectrofotometro. Esta interfaz de usuario consta de una serie de elementos
que se describen en los apartados siguientes.

Nombre del método

Barra de herramientas

5x UV-Visible System[1] (Online) [x]

Barra de meniis
= L Methods [C:AChem32y1\M
L Browse. STDEFMET.M
1) STDEFMET.M

= Uy Samples [CAChem32\1\D: Task T S—— —!El'ﬂi

ﬁ ;Bx'[?\vaES:AMZSD [spectum/Peaks =l | sewp .. I
|Ad ADVERAM3SD ‘ ad
| ADVEXAM4SD
!r Ducaniecn 25+
Panel de analisis {1 ADVEXAM7SD
|1 ADVEXAMBSD 3
|14 BENZENE SD
n |44 SAVEFILE.SD
Ficheros de datos Ly STOBAM1 5D
|4l sTDEXAM2SD o
|4l STDEX&MaSD Sampling o
|4l STDEXAMSSD 054
|l STDEXAMESD [Manual =] | Setwp... I -
|4l sTDEXAMBSD o]
— = T T T A T T

Barra de navegacion | Ao a0 o o | sk foo | s | wdo | edenci
9 % [ Sample/Result Table (=13
-

sorbance (L)

a7
12

Advanced Show Sample Info Last Spectrum All Peaks/V alleys

Name Peaksinm
& Thermal Denaturation 629
2.

|é Kinetics 4z
713
I 720,
b Dissolution Testing
. Multibath Dissoluti
Wodos i
Combined Report @
Verification and
&< piagnostics

Data Analysis:  Spectral Processing . . . . finished & Rea

_

Automdtion....

Panel de instrumentos

Resultados tabulares

Espectros
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M {

|Ei|e Edit Method Measure Instrument Math View Mode ECM  Config Help

La interfaz de menis tradicional que aparece en la parte superior de la
ventana de Agilent ChemStation permite acceder a todas las operaciones.
Al elegir una opcién en la barra de menus, aparecera una lista de comandos
y submenus. Para realizar una operacion, elija un comando (haciendo clic
con el ratén o pulsando la tecla Intro).

Barra de herramientas

Clear

%

&

IZ’; Method: Mode: @
&___'3 % | WAVELENGTH ACCURACY TEST.M Mod ‘Standard ﬂ =]
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La barra de herramientas que aparece debajo de la barra de ments ofrece
acceso directo a operaciones basicas, como imprimir informes de resultados,
cargar métodos o guardar métodos y datos.

Barra de navegacion

La barra de navegacion esta compuesta por diversas barras de seleccion de
modo y un arbol de exploracién que permite visualizar los ficheros guardados.
La barra de navegacion puede anclarse, ocultarse o redimensionarse, y ofrece
acceso rapido y directo al sistema de ficheros y a las funciones de cambio de
modo. El tamaiio y la posicién de los paneles de analisis y del instrumento son
fijos, aunque dependeran de la resoluciéon de la pantalla. Los ficheros también
se pueden cargar desde la barra de navegacion; para ello, basta con hacer
doble clic en ellos. Asimismo, si hace clic en la seccién “Browse” (Examinar),
podra acceder a cualquiera de los directorios de datos disponibles.

Panel de analisis

El panel de andlisis ofrece una representacion grafica del contexto actual de
trabajo. Ademas, también permite acceder al cuadro de didlogo de
configuracion de la tarea en curso mediante el boton Setup (Configuracion).

Task

Fixed Wavelengths | | setup . |

Fized Wavelenaths
Spectrum/Peaks

Ratio/Equation
Quantification

N
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Panel de instrumentos

El panel de instrumentos aparece debajo del panel de analisis. Muestra y
controla los dispositivos de muestreo y el espectrofotémetro. Parte de los
elementos graficos de este panel son elementos activos y pueden utilizarse,
por ejemplo, para encender y apagar lamparas o para poner en marcha una
bomba peristaltica.

Sampling

@@, i

| Automation___

Las posiciones activas se pueden reconocer por el cambio de forma del
puntero cuando se desplaza el cursor del ratén sobre el area en cuestion.
Si se hace clic con el ratén en una posicioén activa, aparecera un pequeiio
menu con opciones, o simplemente se realizara una operacion.

Ademas, también puede seleccionar un sistema de muestreo en la lista de
sistemas disponibles. Sus parametros se pueden definir mediante el botén
Setup (Configuracion).
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Software de proposito general Agilent ChemStation para espectroscopia UV-visible: descripcion general

Vista

[™ Owerlaid Sample Spectra

[Z Sample/Result Table = 0 B

Show Sample [nfo Last Spectim Drelete Selected S ample All Peaks M alleys

El area situada a la derecha de los paneles laterales ofrece una vista de un
determinado aspecto de la tarea en curso. Una vista consta de una o mas
ventanas diferentes. Estas ventanas aportan informaciéon, como un grafico con
los espectros de la muestra medida o una tabla con los resultados calculados.

Normalmente, la operaciéon que se esté realizando gestionara
automaticamente las vistas; no obstante, también puede utilizar los comandos
del menu View (Ver) para seleccionar la vista que desee.
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Estructura del software

El software esta dividido en aplicaciones especificas, denominadas modos.
Ademas, hay disponibles varios niveles de funcionamiento, y existe la
posibilidad de realizar sesiones de evaluacion de datos sin el control del
espectrofotometro.

Sesiones de Agilent ChemStation

El software Agilent ChemStation forma parte de la familia de software de
control instrumental Agilent ChemStation. Una instalacién del software
Agilent ChemStation puede controlar un maximo de cuatro instrumentos
UV-visible distintos mediante un tinico PC. Cada uno de estos instrumentos
tendra su propia sesion.

=3 A Computer

Cuando se inicie una sesién, el nombre correspondiente aparecera indicado
en la barra de titulo de la ventana de la aplicaciéon principal; por ejemplo,
Agilent 845x UV-Visible System[1].

E 845x UV-Visible Syste.m[l] (Online) [TK]

|Ei|e Edit Methed Measure Instrument Math View Mode ECM  Config Help

Cada sesion de instrumento estara disponible solo para analisis de datos, o
bien para control instrumental. Una sesiéon de control instrumental ira
acompaiiada del apéndice Online (En linea) y solo se podra iniciar como una
Unica sesion en el PC. Asimismo, se podran iniciar varias sesiones de analisis
de datos, en las que aparecera el apéndice Offline (Fuera de linea). Las
sesiones Offline (Fuera de linea) permiten repetir calculos a partir de los
datos almacenados y son ttiles para el desarrollo de métodos analiticos.
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Niveles de funcionamiento

Los niveles de funcionamiento de administrador y de usuario son aplicables
a todos los modos y permiten gestionar o solo ejecutar una aplicacion,
respectivamente. El nivel de administrador de una aplicaciéon posibilita
desarrollar métodos y almacenarlos permanentemente en el disco. El nivel de
administrador esta protegido por contraseiia. Esto asegura la integridad de los
métodos predefinidos y las secuencias de operaciones.

En el nivel de usuario, solo esta disponible un conjunto reducido de funciones.
Aquellas funciones que puedan afectar a la integridad de un procedimiento
analitico no estaran disponibles. No obstante, cualquier usuario podra utilizar
sus propios ajustes. Este hecho aparecera indicado en la barra de
herramientas y en los informes impresos.

Modos de Agilent ChemStation

Los modos de Agilent ChemStation estan orientados a aplicaciones. Cada
modo dispone de su propio menu y sus propios paneles, operaciones y
conjuntos de vistas. El software de propdésito general para espectroscopia
UV-visible es la plataforma para todas los modos. Esta dividido en varios
modos: Standard (Estandar), Execute Advanced Method (Ejecutar método
avanzado) y Verification and Diagnostics (Verificacion y diagnéstico).

Mode:

Standard ﬂ
Standard

Thermal Denaturation
Kinetics
Dizsolution Teszting

Multibath Dizzolution Testing
Combined Report
Werification and Diagnostics

En funcién de las necesidades del usuario, también hay disponibles modos de
funcionamiento Advanced (Avanzado); de analisis Dissolution Testing (Test
de disolucién); de analisis Multibath Dissolution Testing (Test de disolucion
multibaiio); de evaluacion Combined Reports (Informes combinados); de
medidas Kinetics (Cinética); de estudios Thermal Denaturation
(Desnaturalizacion térmica); y de Color Calculations (Calculos de color).

Estos modos de funcionamiento se pueden cambiar durante una sesiéon de
Agilent ChemStation. Todos los datos primarios existentes se conservaran
durante dichos cambios. Esto permite examinar los datos desde diferentes
perspectivas.
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La mayoria de estos modos ofrecen la capacidad de definir las tareas
analiticas mediante un conjunto de parametros y, si es necesario, de datos. Un
conjunto de parametros y datos se puede guardar como un método. Esto
permite repetir la tarea de analisis bajo unas condiciones especificas con solo
cargar un método y analizar las muestras.

Tareas del modo Standard (Estandar)

Los modos de Agilent ChemStation también ofrecen la posibilidad de
centrarse en tareas especificas.

El modo Standard (Estandar) del software de propdsito general para
espectroscopia UV-visible esta orientado hacia las tareas mas comunes que se
llevan a cabo en un laboratorio analitico en el que se utilice la espectroscopia
UV-visible. Estan disponibles cuatro tareas:

¢ Fixed Wavelength (Longitud de onda fija)
¢ Spectrum/Peaks (Espectro/picos)
¢ Ratio/Equation (Relacién/ecuacion)

¢ Quantification (Cuantificacion)

Dichas tareas se seleccionan y activan desde el cuadro de seleccién del panel
de analisis.

Task

|Fixed Wavelengths j

Fized Wavelengths
Spectrum/Peaks

R atio/E quation
Quantification

Esta orientacion hacia las tareas permite ajustar rapidamente el software
para obtener la vista correcta y respuestas basadas en los datos. Estas tareas
se han obtenido a partir de un estudio acerca de las tareas de espectroscopia
UV-visible mas habituales realizadas de manera rutinaria en los laboratorios
analiticos. Tradicionalmente, estas tareas se han llevado a cabo en fotémetros
de filtro o espectrofotéometros de barrido.
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El espectrofotémetro ofrece la ventaja de que, por defecto, esta disponible
todo el espectro UV-visible de las muestras. Por tanto, estas cuatro tareas
ofrecen vistas diferentes de los datos adquiridos.

Un cambio de tarea en el modo Standard (Estandar) es mucho méas rapido que
un cambio completo de modo. Otra ventaja de estas tareas es que la definicion
del método se realiza en un tnico cuadro de dialogo.

Fixed Wavelength (Longitud de onda fija)

Tazk

Fixed Wavelengths j

N\

La tarea Fixed Wavelength (Longitud de onda fija) se utiliza para examinar los
datos de la muestra medida en un maximo de seis longitudes de onda
diferentes. Estos datos estan disponibles en forma de absorbancia,
transmitancia y derivadas (de primera a cuarta derivada).

La adquisicién espectral posibilita aplicar técnicas adicionales, como la
de referencia interna o la de linea vertical de tres puntos, para aplicar
correcciones del ruido de fondo.
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Spectrum/Peaks (Espectro/picos)

Tazk

| Spectrum/Peaks ﬂ

L

En la tarea Spectrum/Peaks (Espectro/picos) se examinan las absorbancias
minima y maxima. Aqui se hace mas hincapié en la escala de la longitud de
onda, pero también se ofrecen las lecturas de absorbancia consiguientes.

Ratio/Equation (Relacion/ecuacion)

Tazk

|Flalin.-"Equatiun ﬂ

M P = Lt H-'f'

S, o rmlu ( (

La tarea Ratio/Equation (Relacién/ecuacion) se utiliza para generar una
ecuacion definible por el usuario basada en los datos medidos y en la
informacion de la muestra. La ecuacién se puede obtener utilizando datos de
la muestra correspondientes a un maximo de seis longitudes de onda. Con las
muestras medidas se introducen datos de peso y volumen. Mediante una
ecuacion, por ejemplo, se pueden calcular y presentar automaticamente
resultados de analisis basados en kits de prueba quimicos. Otra aplicacién de
esta tarea es el uso de una relacion de valores de datos para comprobar la
identidad o pureza de una muestra.
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Quantification (Cuantificacion)

Tazk

|ﬂuanliﬁcalinn ﬂ

-

&
&

S

La tarea Quantification (Cuantificacion) permite realizar andalisis de
componentes individuales en funcién de cuatro tipos diferentes de curvas de
calibracion y un conjunto de patrones. Gracias a la adquisicion espectral,
también se pueden aplicar correcciones del ruido de fondo a los datos.

La calibraciéon se puede optimizar para el rango de concentracion de interés,
cambiando la longitud de onda utilizada para la calibracién. Después, se
realizaran automaticamente una nueva calibracién y un nuevo analisis, en
funcion de los datos del patrén elegido.
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Procesamiento de datos en el modo Standard (Estandar)

Procesamiento general de datos

Aunque no se necesite conocer el diseno interno del flujo y procesamiento
de datos para utilizar el software Agilent ChemStation, puede resultar tutil
comprender como procesa los datos Agilent ChemStation y c6mo los
parametros del método controlan dicho procesamiento.

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

Procesamiento

Acceso a los datos

Evaluacion de datos

Todos los datos basicos se guardan en un contenedor de datos primarios. Este
contenedor esta vacio cuando se inicia sesion en Agilent ChemStation y se va
llenando con la medida de datos o la carga de datos desde un fichero.

El contenedor de datos primarios almacena los datos adquiridos
originalmente tal y como se hubiera especificado mediante los parametros de
adquisicién, con una indicacién, por ejemplo, de la fecha y la hora de
adquisicién y el nombre del usuario que realiz6 la adquisicion.
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Procesamiento
espectral

Longitud de onda
utilizada

Resultados

a4

Diata tppe

Transmittance hd

Absarbance

1st Derivative

2nd Derivative j
3rd Derivative

— Al Pl ki e —

El método define cémo se analizan estos datos. El primer paso es el
procesamiento espectral. Los espectros de los datos primarios procesados se
transfieren automaticamente a un segundo contenedor para espectros
procesados. Esto permite examinar los resultados de este paso del
procesamiento visualizando el contenido del contenedor de espectros
procesados. Por ejemplo, si se ha especificado el tipo de datos de primera
derivada, los espectros de primera derivada de todos los datos primarios estaran
disponibles en el contenedor de espectros procesados después del analisis. El
tipo de operacion espectral viene definido por los ajustes del método.

wavelengths
Usze wawvelength 273 nm
%gﬁ:cg{izﬂ?d lthree paint drap line vI 300 360 nirn

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

Estos datos se almacenan en el contenedor de longitud de onda utilizada.
Por ejemplo, en la tarea Fixed Wavelength (Longitud de onda fija), hay
disponible una vista tabular de estos datos a través de la ventana
Sample/Results Table (Muestra/tabla de resultados).

El altimo paso es la evaluacion de los datos a los que se ha accedido.

LCalculation
Hame Equation ML ... WLE W W, +- 07 | nit
Caffeine = "WL1-0.05 mgsL
w'eight Wolumne
[] Uze wieight W), Vaolume W) ) L pit
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Por ejemplo, en la tarea Ratio/Equation (Relacién/ecuacion), estos datos de
longitud de onda utilizada se procesan mediante una evaluacién de la
ecuacion especificada, lo que genera los resultados del calculo. Los
resultados calculados se almacenan en el contenedor de resultados.

Los resultados estan disponibles en la ventana Sample/Results Table
(Muestra/tabla de resultados).

[ samplesResult Table = | = |22
Show Sample [nfo Last Spectrum | | Analyze
# HName Dilut. Factor Caffeinelmg/L)] Abs<273nm>
[ 1 [Cafteine [ 1.00000 | 028903 | 057807 |
Resumen El procesamiento basico y general de los datos se divide en tres pasos:

1 procesamiento espectral

2 acceso a los datos

3 evaluacion de datos

Estos pasos siempre se realizan en el orden anterior y de manera idéntica
para todos los espectros del contenedor de datos primarios. Los resultados
se introducen en el contenedor de resultados. De esta forma, se sustituye el

contenido anterior de los contenedores de espectros procesados, longitud
de onda utilizada y resultados.
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Procesamiento con patrones

En la cuarta tarea, ademas de los datos de la muestra se utilizan patrones.
Esto precisa ampliar el concepto anterior para integrar los patrones. En la
figura se muestran dos conjuntos independientes de contenedores: uno para
patrones y otro para muestras. También se han duplicado todos los
contenedores de procesamiento. Al igual que ocurre en el procesamiento
exclusivo de muestras, todos los pasos de la evaluacion se llevan a cabo en
paralelo tanto para las muestras como para los patrones.

Muestras Patrones

| Procesamiento \

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

Calibracion

La evaluacién de la cuantificaciéon consiste ahora en una calibracion con
patrones. Los coeficientes se calculan en funcién de los ajustes del método y
los patrones actuales de la memoria de Agilent ChemStation. Esto significa
que los resultados pasan a convertirse en una funcién de un conjunto medido
de patrones y de las concentraciones especificadas de estos.
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"

Processed Standard Spectra = || = ER Callbratl_on S = .0 X
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“Waelengthinm) Analyte Ualue
[ Calibration Table = (= [ ==
Show Standard Info Show Coefficients | | Calibrate
# Standard Hame Caffeine[mg/L] Abs<273nm> ZEmmor
[ 1 [cafteine | 54.83000] 0.29195] 0.00]

Después, estos coeficientes se utilizan para calcular los resultados de
concentracion de las muestras almacenadas en la memoria en ese momento.
Los mismos pasos de procesamiento, aplicados en este caso a los datos de la
muestra y de los patrones, proporcionan unos resultados atin mas precisos.

Ventajas

Un espectrofotémetro basado en una matriz de diodos, junto con una potente
evaluacion de datos realizada con Agilent ChemStation, ofrece numerosas
ventajas en comparacion con los sistemas tradicionales de espectrofotometria.
A continuacion se describen algunas de estas ventajas:

¢ Numero practicamente ilimitado de patrones

Puede medir los patrones antes o después de las muestras y, ademas del
nimero minimo de patrones necesarios, puede utilizar tantos patrones
como desee para la calibracion.

¢ Optimizacién sencilla

La disponibilidad de todos los datos primarios (de muestras y patrones)
permite optimizar facilmente los ajustes del método eligiendo una longitud
de onda de calibracion diferente y recalibrando el sistema. Asimismo, con
solo retirar un patrén en cuestion del conjunto de datos de patrones, podra
eliminar los valores atipicos de la calibracion.
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e Método calibrado

Al guardar el método, los patrones que estén almacenados en ese momento
en la memoria siempre se guardaran con el método. Después de cargar un
método, podra analizar directamente las muestras.

¢ Optimizacién para una muestra concreta

Puede optimizar los ajustes de longitud de onda para una muestra situada
fuera del rango lineal de la calibraciéon existente. Debido a la excelente
reproducibilidad de longitudes de onda del espectrofotémetro, se puede
cambiar a una longitud de onda con un coeficiente de extincién menor para
permitir un analisis preciso de la muestra en cuestion.

En resumen, la disponibilidad de datos primarios espectrales ofrece muchas
oportunidades adicionales para optimizar la calibracion y el analisis, y
obtener los mejores resultados posibles. Esta optimizacion se puede realizar
rapidamente con sé6lo definir nuevos parametros para el método. Obtendra las
nuevas respuestas casi al instante, asi como resultados uniformes y fiables.
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Instalacion y puesta en marcha

Resumen del proceso de instalacion del sistema UV-visible de uso
general 50

Inicio de una sesion de medida 52

Este capitulo no sustituye la informacién disponible en el documento Agilent
Cary 8454 UV-Visible Spectroscopy System Installation Guide. Tiene como
finalidad recordar los principales pasos de la instalacién y puesta en marcha
del sistema.
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Instalacion y puesta en marcha

Resumen del proceso de instalacion del sistema UV-visible de

uso general

Generalidades

En el documento Agilent Cary 8454 UV-Visible Spectroscopy System
Installation Guide se incluye una descripcion detallada del sistema UV-visible.
Este resumen sirve para recordar los principales pasos del proceso de instalacion.

Espectrofotometro

v Aseglrese de que el espectrofotémetro tenga instalada la tarjeta de
interfase de LAN.

v’ Compruebe que el espectrofotémetro esté conectado directamente al PC con
un cable LAN cruzado, o bien a la red LAN mediante una conexiéon directa.

El espectrofotometro UV-visible Agilent Cary 8454 no tiene interfase CAN.

No conecte el adaptador de LAN del PC a la interfase CAN del espectrofotometro
Agilent 8454; si lo hace, el adaptador LAN del PC podria sufrir daiios graves, ya que
la tension de funcionamiento de la interfase CAN (12 V) es mayor que la del
adaptador de LAN (5 V).

v/ Compruebe que el espectrofotémetro esté conectado a una toma de corriente.

Enchufe siempre el instrumento a una toma de corriente provista de toma de tierra.
Asimismo, use siempre el cable de alimentacion adecuado para el pais en el que se
utilice el instrumento.

50

v/ Antes de encender el espectrofotémetro, asegirese de que la aplicaciéon
Agilent BootP Service esté instalada en el PC o de que el administrador de
la red haya asignado una direccion IP al espectrofotometro. Para obtener
mas informacién, consulte el capitulo “LAN Communication, Installation,
Connection and Configuration” del documento Agilent Cary 8454
UV-Visible Spectroscopy System Installation Guide.
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PC

v Aseglrese de que todos los componentes del PC estén conectados a la linea
de alimentacion.

v Compruebe que el software de propésito general para el sistema de
espectroscopia UV-visible esté instalado.

v/ El PC debe tener configurada una impresora.
¢ Ajuste el tamanio del papel (por ejemplo, carta o A4).

* Seleccione la orientacién vertical.
v’ El protocolo TCP/IP tiene que estar instalado y configurado en el PC.
v’ El espectrofotémetro debe estar configurado con su direccién IP.

v/ Si ha conectado el espectrofotémetro directamente al PC, aseglirese de que
la aplicacion Agilent BootP Service esté instalada y configurada. Si conecta
el espectrofotéometro a una red LAN, aseglirese de que el administrador de
la red asigne una direccién IP al espectrofotémetro.
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Inicio de una sesion de medida

52

Si se utiliza una conexion de red para el espectrofotémetro, es importante que
el software reconozca al instrumento. Para ello, se debe asignar al
espectrofotémetro una direccion IP tnica durante el encendido del
instrumento. La asignacion la realiza la aplicacion Agilent BootP Service que
se esté ejecutando en el PC conectado directamente al espectrofotémetro,

o bien una aplicacién de servidor de la red LAN. Por consiguiente, es
importante que una de esas aplicaciones esté instalada y se esté ejecutando
antes de encender el espectrofotémetro.

v/ Encienda el PC y arranque el sistema operativo. Si hay una impresora
conectada al sistema, encienda la impresora.

v Aseglirese de que la aplicacién Agilent BootP Service se esté ejecutando,
o bien de estar conectado a la red LAN.

v/ Encienda el espectrofotémetro y espere hasta que el piloto indicador se
ilumine de color verde. El proceso de encendido incluye una prueba de
autodiagnostico del espectrofotémetro y dura aproximadamente un minuto.
Para obtener mas informacién acerca de la secuencia de puesta en marcha,
consulte el capitulo “Installation and Start Up” del documento Agilent Cary
8454 UV-Visible Spectroscopy System Installation Guide.

v/ Inicie la sesion de medida; para ello, siga esta ruta: Start (Inicio) >
All Programs (Todos los programas) o All Apps (Todas las aplicaciones) >
UV-Visible ChemStations (ChemStation UV-visible) > Instrument 1 online
(Instrumento 1 en linea).

v/ Podra comenzar a utilizar el sistema en cuanto se apague el indicador de
estado Busy (Ocupado) de color azul existente en la linea inferior de
mensajes.

v/ La primera medida que se debe realizar es una medida de referencia.
Después de este alineamiento, se podra empezar a medir datos de
absorbancia y espectros.

Las lamparas tardaran unos 15 minutos en alcanzar un estado estable. Para obtener unos
resultados 6ptimos, no realice medidas antes de que haya transcurrido este periodo de
tiempo.
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Practicas de medida adecuadas

Consideraciones generales 54
Insercion de una celda 67

En este capitulo se describe lo siguiente:

realizacion de medidas

seleccion del material, las especificaciones 6pticas y el tipo de celda
manejo y mantenimiento de celdas

lista de verificacion para conseguir buenos resultados

seleccion de disolventes

preparacion de muestras

utilizacion de filtros

agitacion y control de la temperatura de la muestra

insercion de las celdas en el soporte para celdas.
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Consideraciones generales

54

Existen numerosos factores que pueden afectar a los resultados de las
medidas. En esta seccién se describen brevemente algunos de los mas
importantes.

Diseiio del espectrofotometro

El compartimento de la muestra del espectrofotémetro ofrece un diseiio
abierto. A diferencia de los instrumentos convencionales, el espectrofotémetro
UV-visible no se ve afectado por la luz ambiental falsa. El compartimento de
muestras abierto facilita acceder a él y conectar tubos a una celda de flujo o
a un soporte para celdas termostatizado.

Realizacion de medidas

Medida del blanco (referencia) y de una muestra

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

Por lo general, se debe realizar una medida del blanco tan a menudo como
resulte practico. Incluso en un entorno térmicamente estable, se debe realizar
una medida del blanco cada media hora para poder obtener unos resultados
precisos.

A nivel quimico, la Ginica diferencia entre el blanco y la muestra deberia ser la
presencia de analitos. Para las medidas con muestras liquidas, el blanco debe
ser una celda de muestra llena del disolvente que se tenga previsto usar.
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Material de la celda de muestra

Para poder utilizar todo el rango de longitud de onda del espectrofotémetro,
comprendido entre 190 y 1.100 nm, es necesario usar celdas de muestra de
cuarzo o celdas de muestra con placas de cuarzo.

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

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

La precisién de las lecturas de un espectrofotémetro de diodo array es muy
sensible a la desviacion espacial del haz de luz de medida. Las celdas con caras
opuestas no paralelas, denominadas celdas en forma de cuiia, provocan una
desviacion espacial del haz de luz (véase la Figura 4). Por consiguiente, las
caras opuestas de la celda iluminadas por el haz de luz de analisis tienen que
ser paralelas. El paralelismo se mide en funcion del adngulo entre las dos
paredes opuestas de la celda. Se recomienda utilizar celdas con una longitud
del camino de 10 mm y un angulo inferior a 0,1 grados de arco.

Entrada del haz de luz

Salida del haz de luz
Entrada del haz de luz

Paredes no paralelas | |
de la celda |

Paredes paralelas
de la celda

Salida del haz de luz

Figura 4 Desviacion del haz de luz del espectrofotometro por no ser paralelas las
paredes de la celda
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Celdas con abertura

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

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

>

[~

Celdas de Celdas de cuarzo negras con aberturas™

\/ﬁ@@
y /

Figura b Celdas recomendadas

* Si se utilizan celdas de cuarzo negras con aberturas de menos de 2 mm junto con un
transportador multicelda, podria reducirse la reproducibilidad de las medidas.
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<D <//%

Celdas de cuarzo con aberturas
transparentes, celdas de fluorescencia
y celdas de plastico

Figura 6 Celdas que no se deben utilizar con el instrumento

Celdas de flujo

Se recomienda utilizar un sistema sipper con una celda de flujo para obtener

medidas de alta precision. El uso de una celda de flujo elimina la necesidad de
mover la celda entre la medida del blanco y la de la muestra. Ademas, la celda
se puede lavar a fondo con la solucién que se desee medir.

El disefio de la celda de flujo debe minimizar la retencién de burbujas y la
canalizacion del flujo para conseguir unos resultados que ofrezcan maxima
fiabilidad.
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Manejo y mantenimiento de celdas

Pasivacion de celdas nuevas

Si llena una celda no pasivada con la muestra, observara que hay burbujas de
aire que se adhieren a las ventanas de la celda. Para evitar la formaciéon y la
adhesion de burbujas, se debe lavar la celda con liquido de limpieza y
pasivacion (referencia 5062-8529). El procedimiento de limpieza que debe
seguirse se describe en la etiqueta del recipiente del liquido de limpieza.

Limpieza de celdas

La grasa de los dedos es muy absorbente en la region UV y, si hay restos de ella
en las superficies 6pticas, pueden aparecer resultados erréneos. Limpie todas
las marcas de dedos y las sustancias contaminantes antes de utilizar una celda
de muestra.

Utilice inicamente panuelos de papel de alta calidad para lentes (referencia
9300-0761); asimismo, no seque nunca el interior de una celda con patviuelos
de papel para lentes. Para secar el interior de la celda, utilice aire comprimido
sin aceite, para evitar que la celda se contamine con particulas del panuelo de
papel, o bien lave la celda con solucién del blanco o de la muestra. Las
particulas flotantes en la celda desviaran el haz de luz y provocaran una
calidad muy deficiente del espectro medido.

> 

0\

Las particulas flotantes
desvian y dispersan el
haz de luz

>

Figura 7 Particulas flotantes en una celda
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Figura 8 Espectro obtenido con particulas flotantes en el paso de luz

Los panuelos de papel para gafas y otros usos contienen a menudo detergentes
o lubricantes que pueden afectar a las medidas. Si es posible, no limpie las
caras de la celda entre la medida del blanco y la de la muestra.

Manejo de celdas

Una celda se debe orientar siempre en la misma direccién, para minimizar los
posibles problemas asociados a la falta de uniformidad de la celda. Para
obtener resultados 6ptimos con microceldas, deje la celda de muestra fijada en
su sitio durante toda la secuencia de medida. Las soluciones se deben extraer
y aiiadir con una pipeta; también se pueden utilizar celdas de flujo.

Si utiliza pipetas Pasteur de vidrio, asegurese de que la pipeta no toque ni raye las
ventanas opticas de la celda.
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4

La elecciéon del disolvente se debe basar principalmente en sus caracteristicas
de absorbancia en todas las longitudes de onda de interés, en la idoneidad del
disolvente para el analito y en las condiciones experimentales. En la Tabla 2 se
muestran distintos disolventes de uso frecuente y el limite inferior de su rango
de longitud de onda ttil.

Tabla 2

Limite inferior de transmision UV para algunos disolventes de uso frecuente

Limite inferior

Disolvente

180-195 nm

200-210 nm

210-220 nm

245-260 nm

265-275 nm

280-290 nm

Superior a 300 nm

Acido sulfarico (96 %)
Agua
Acetonitrilo

Ciclopentano
n-Hexano

Glicerol
2,2,4-Trimetilpentano
Metanol

Alcohol n-butilico
Isopropanol
Ciclohexano

Eter etilico

Cloroformo
Acetato de etilo
Formiato de metilo

Tetracloruro de carbono
Dimetilsulfoxido
Dimetilformamida
Acido acético

Benceno

Tolueno

m-xileno

Piridina

Acetona

Disulfuro de carbono
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Muchos de los disolventes indicados en la Tabla 2 son peligrosos. Antes de
utilizarlos, es necesario conocer perfectamente sus propiedades.

62

Cuando utilice disolventes volatiles como la acetona o el cloruro de metileno,
asegurese de que la celda de muestra esté tapada. La evaporacién de un
disolvente puede cambiar la concentracién del soluto o provocar ruido de
solucion debido a las corrientes de convecciéon del soluto. En ambos casos,
la precision de las medidas se vera afectada. También se recomienda aplicar
agitacion y control de temperatura cuando se utilicen disolventes volatiles.

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

Preparacion de muestras

La celda de muestra se debe lavar de tres a cinco veces con el disolvente que se
vaya a utilizar antes de llenarla con el disolvente puro que se vaya a usar para la
medida. Para eliminar el disolvente residual, se puede colocar la celda boca abajo
sobre una pequeia pila de panuelos de papel absorbentes. Este tratamiento
minimizara la contaminaciéon procedente de los experimentos anteriores.

Las muestras que contengan dispersiones coloidales, polvo u otro tipo de materia
particulada deben filtrarse, centrifugarse o sedimentarse. De lo contrario, el
espectro general de atenuacion de la transmitancia debido a la dispersion y/o la
reflexion de la luz ocultara la informacion espectral del analito.
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Muestras fotosensibles

Algunas sustancias son muy fotosensibles. Se degradan o sufren reacciones
fotoquimicas si se exponen a la luz. Esto se puede detectar facilmente debido a
la disminucién de la absorbancia de la muestra con el paso del tiempo.

Utilizacion de filtros

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

Apagado de la lampara de D2

La radiacion de longitud de onda corta que provoca la fotodegradacion
proviene de la luz de la lampara de D,. En aplicaciones en las que se tomen
lecturas a longitudes de onda superiores a 400 nm, se puede apagar la lampara
de Dsy. La intensidad de la luz suministrada por la lampara de tungsteno basta
para obtener una buena relacion seial-ruido en el rango de longitud de onda
comprendido entre 400 y 1.100 nm. Cuando se utilicen celdas con aberturas
pequeiias, debera comprobarse la relaciéon senal-ruido mediante medidas de
muestra en las condiciones de la aplicacién en cuestion.
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Agitacion y control de la temperatura

La homogeneidad de la solucién puede plantear un problema, especialmente
en el caso de las soluciones viscosas. Habra casos en los que, debido a los
gradientes inducidos por la conveccién, los cambios rapidos de absorbancia
puedan hacer que los datos sean irreproducibles. Estos cambios se pueden
observar espectroscépicamente tomando medidas con tiempos de integraciéon
cortos. Para minimizar los efectos de la conveccién, la temperatura de la
muestra debe ser idéntica a la del soporte para celdas o la temperatura
ambiente. Este tipo de problemas también se pueden mitigar utilizando un
soporte para celdas termostatizado y/o un médulo de agitacion.

Un efecto similar puede ocurrir en caso de una mezcla incompleta. Esto se
cumple en especial cuando los pesos especificos o las miscibilidades del
disolvente y el analito son muy diferentes. Una vez mas, la agitacion es una
forma de evitar este tipo de problemas.

En una celda sin agitacion, a veces también se puede producir una
fotodegradacion localizada de los analitos sensibles. Puesto que el volumen
real de muestra en el paso de luz es muy pequeio, la agitaciéon de la muestra
reducira el tiempo durante el cual una molécula dada del analito permanece
en el paso de luz. De esta manera, se minimiza la fotodegradacion y se
aumenta la homogeneidad. El uso de una celda de flujo con flujo continuo
también produce resultados similares.

Lista de verificacion para conseguir los mejores resultados

Celda:

v/ La celda est4 fabricada en cuarzo o cristal.

v/ Las celdas con abertura tienen los lados negros.

v/ Las celdas con abertura tienen una abertura de, al menos, 3 mm.

v Las ventanas de la celda no tienen marcas de dedos ni otras sustancias
contaminantes.

v/ Utilizacién de una celda de flujo en lugar de una celda estandar con abertura.
Medidas:

v/ La solucion contenida en la celda no tiene particulas flotantes.
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v/ La solucion de la celda y las paredes de la celda no presentan burbujas.
v/ La solucién de la celda esta mezclada homogéneamente.
v/ Para la medida del blanco se utilizé el disolvente de la muestra.

v/ La medida del blanco muestra una linea base plana (en la Figura 9y la
Figura 10 en la pagina 66 se muestran una linea base correcta y otra
deficiente).

v/ La celda esta orientada de la misma manera en la medida del blanco y en la
de la muestra.

v/ La situacion ideal es no tener que extraer la celda entre una medida y la
siguiente; para ello, hay que llenarla/lavarla con una pipeta, o bien utilizar
una celda de flujo.

v El tiempo entre las medidas del blanco y de la muestra debe ser corto.

0.0015

0.0010

0.0005

0.0000

-0.0005

-0.0010 =

200 400 600 800 1000

Figura 9 Ejemplo de un blanco con agua que presenta una linea base correcta
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Figura10  Ejemplo de un blanco con agua y burbujas, que producen una linea base
deficiente

Si el blanco o los espectros presentan artefactos como los que aparecen en la Figura 10,
véase el apartado “Disolventes” en la pagina 61 para optimizar el procedimiento de medida.
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El espectrofotémetro se suministra con el soporte para celdas individuales
estandar, que debe colocarse en el compartimento de muestras. Este soporte
para celdas admite celdas estandar o celdas de flujo. Para insertar una celda
de muestra en el soporte para celdas:

1 Mueva la palanca de bloqueo hacia arriba.

2 Inserte la celda de muestra, comprobando que quede
orientada correctamente. Los lados esmerilados (no
transparentes) de la celda de muestra no deben estar
en la trayectoria del haz de luz.

3 Empuje la palanca de bloqueo hacia abajo para fijar
la celda de muestra.

Extreme las precauciones si va a usar celdas de flujo
de pequefio volumeny, en particular, celdas con una
abertura inferior a2 mm. En esos casos, es
importante que las celdas queden bien centradas en
el paso de luz. El soporte para celdas esta disefiado
para celdas con una altura central de 15 mm.

Si procede, dichas celdas no deben extraerse entre
la medida de referencia (blanco) y la medida de
muestra correspondientes.
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b Uso del sistema de espectroscopia UV-visible

Inicio de la primera sesion de medida

1 Asegurese de que el espectrofotometro se haya instalado correctamente.
Para obtener detalles sobre la instalacion, consulte el documento Agilent
Cary 8454 UV-Visible Spectroscopy System Installation Guide.
Encienda el PC, el monitor y la impresora.

Inicie sesion en el sistema operativo del PC.
Utilice el cuadro de diadlogo Services (Servicios) de las herramientas de
administracion del panel de control para comprobar que la aplicacion

Agilent BootP Service se esté ejecutando, o asegirese de que el
administrador de la red haya integrado el espectrofotémetro en la red local.

ECES 20 s 2 W

Eile Action View Help

= E &= HE

-

& Services (Local) || Name Description Status Startup Type  Log On As 1«1
Q;Agilent Bootp Service Started Automatic Local System 4
Q;Agilent 10 Libraries Service Provides syste...  Started Automatic Local System
-Sé;AppIication Experience Processes appli... Started Automatic Local System
Q;Application Host Helper Ser... Provides admin... Started Automatic Local System
Q;Applicationlnformation Facilitates the r... Manual Local System
Q;Application Layer Gateway .. Provides suppo.. Manual Local Service i
Extended )\Standard/

4 Encienda el espectrofotémetro.

El servicio BootP que se esté ejecutando asignara la direccién IP
configurada al espectrofotometro. En la instalacién estandar, esta tarea la
realizara la aplicacion Agilent BootP Service.

5 Inicie la sesion de medida; para ello, seleccione “Instrument 1 online”
(Instrumento 1 en linea) en el menu.

El panel del instrumento mostrara el estado del espectrofotémetro y el
botén Blank (Blanco) estara habilitado.
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6 La primera tarea que se debe realizar es medir una referencia.
Normalmente, la celda que contiene el disolvente utilizado con las muestras
se coloca en la posicién de medida y después se realiza una medida del
blanco. Para iniciar esta medida, haga clic en el botén Blank (Blanco) del
panel del instrumento o pulse el boton Blank del espectrofotémetro.

Una medida del blanco es una medida de referencia combinada con la
medida de un espectro de linea base. El espectro de linea base ofrece
detalles adicionales sobre la absorbancia de las ventanas de la celda y del
disolvente. Las areas con elevado ruido indican indirectamente una alta
absorbancia.

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

7 La siguiente medida sera la medida de la muestra. Para obtener unos
resultados tan precisos como sea posible, utilice la misma celda con la
misma orientacion respecto al haz de medida. Lave la celda unas tres veces
con la soluciéon de la muestra e inicie la medida; para ello, haga clic en el
botén Sample (Muestra) del panel del instrumento, o bien pulse el botén
Sample del espectrofotémetro.

Para obtener detalles sobre la manera de montar la celda, consulte “Insercion de una
celda?” en la pagina 67.
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Inicio del software UV-visible

En este apartado se describe cémo iniciar una sesién de Agilent ChemStation
en el PC. Si desea realizar medidas, puede iniciar una sesién en linea; también
puede iniciar una sesion fuera de linea para optimizar los parametros
analiticos de un método, recalcular resultados o imprimir informes.

Solo se puede iniciar una sesién en linea en el PC, pero también se puede
iniciar una sesion fuera de linea en paralelo. Esto permite optimizar los
ajustes del método mediante una comparacién directa en funcién de
conjuntos de datos idénticos.

1 Encienda el PC, el monitor y la impresora.
2 Inicie sesién en el sistema operativo del PC.

3 Inicie una sesi6n de Agilent ChemStation; para ello, seleccione Instrument
1 online (Instrumento 1 en linea) para una sesiéon de medida, o Instrument
1 offline (Instrumento 1 fuera de linea), para la optimizaciéon del método y
la evaluacion de datos.

4 Introduzca el nombre de usuario para iniciar sesién en Agilent
ChemStation. Si se ha protegido el nivel de administrador mediante una
contrasena, debera introducir la contrasena correcta. Después, el sistema
mostrara el modo y el método utilizados la tultima vez.

72 Guia del usuario del sistema de espectroscopia UV-visible Agilent Cary 8454



Uso del sistema de espectroscopia UV-visible b

Medida de la absorbancia de la cafeina a 273 nm

En este apartado se describe cémo medir la muestra de cafeina suministrada
con el espectrofotémetro. La medida de esta muestra de cafeina también se
utiliza para la cualificacién de la instalacion (IQ) del espectrofotémetro.

1 Asegirese de que el instrumento se encuentre en el modo Standard
(Estandar). E1 modo aparece indicado en la barra de herramientas de la
sesion de Agilent ChemStation.

[] f’l | Method: Mode:
& ‘ Qg | <untitled> ’_ |Slandald j @

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

Clear

Ly

<2,

Task

|Fixed Wavelengths ﬂ

Fixed Wavelengths
Spectrum/Peaks
Ratio/Equation
Fuantification

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

Task

Fixed Wavelengths ﬂ

N\
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4 Introduzca la longitud de onda de interés en la seccién Wavelengths
(Longitudes de onda) del cuadro de didlogo Fixed Wavelength(s) Parameters
(Parametros de longitudes de onda fijas). Ajuste la presentacién espectral a
un rango de longitud de onda de 190 a 400 nm en la seccion Display spectrum
(Mostrar espectro). Haga clic en OK (Aceptar) para confirmar los parametros.

Fixed Wavelengthis) Pararmeters
whavelengths
Uze wavelengthlz]: 273

B ackaground

cormection: | Lons

Prompt for sgample information

Data type Dizplay spectrum

Absorbance - | FErorn: 130 o

LCancel

5 Llene con agua destilada la celda de cuarzo con una longitud del camino de
1 cm. Levante la palanca situada a la izquierda del soporte para celdas.
Coloque la celda en el soporte y compruebe que las ventanas transparentes
queden orientadas hacia las partes delantera y trasera del espectrofotémetro.
Empuje la palanca hacia abajo para asegurar la celda en el soporte.
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6 Pulse el boton Blank situado en la parte frontal del espectrofotémetro,
o bien haga clic en el boton Blank (Blanco) del panel del instrumento para
iniciar la medida.

Sampling

@@, o]

| Automation. ..

7 Recuerde la orientacion de la celda en el soporte. Levante la palanca para
soltar la celda; después, extraigala y lavela tres veces con aproximadamente
1 ml de la muestra de cafeina. A continuacién, llene la celda con unos 3 ml
de la muestra de cafeina. Asegirese de que las ventanas de la celda estén
limpias y vuelva a colocar la celda con la misma orientacién que en la
medida de referencia. Baje la palanca del soporte para celdas.

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

9 La vista mostrara el espectro de la muestra de cafeina con una linea vertical
que indica la longitud de onda de interés. Debajo del espectro aparecera la
ventana Sample/Result Table (Muestra/tabla de resultados), que mostrara
la lectura de absorbancia a 273 nm.
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Almacenamiento de los parametros como meétodo

En este apartado se describe cémo guardar los ajustes para una sesiéon futura
de Agilent ChemStation. Basta con cargar el método para ajustar Agilent
ChemStation y repetir la medida. Una libreria de métodos facilita el trabajo
rutinario de laboratorio.

Supongamos que los ajustes seleccionados definen el método para analizar
una muestra de cafeina. Para poder repetir este analisis, todos los parametros
definidos se pueden guardar permanentemente en una unidad de disco. Esto
le permitira cargar el método en el sistema o incluso transferirlo a un
compaiiero que disponga de un sistema con Agilent ChemStation.

1 Seleccione Save Method As... (Guardar método como...) en el menu File
(Archivo) o haga clic en el icono indicado.

B 8455 Uni-Wisible Systerm[1] (Offlined [TK] ||
- . ]
Edit Method Measure Instrument  Bdatl \\\ f
Load 3 =
II
Sawve L]
Import » 1
Export Selected Spectrum & 3

]

Mewy hPethod

Load kethod...

Save hethod As...

Set MMethod Password...

Load Results...
Sawve Results &s.

Print »
Print To File »

Print Preview >

]

Printer Setup...
Exit ChemStation

1
2
3
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2 Aparecera el cuadro de didlogo Save Method As... (Guardar método
como...). Introduzca el nombre del método en el campo File name (Nombre
del fichero); por ejemplo, Cafeina.m. Haga clic en OK (Aceptar) para
guardar el método.

Save Method As ... #¥a @
File name: Folders:
New Caffeine Analysis|M cchem32\.1'\methods
_

- oy -

1 [ chem32

= B -I

= methods
I ) s L

Save file as type: Drives:

Method (™ M) - = c: Programs b

e

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

Method Options & Information

Autozave

[T Autozave Spectra to File:

tethod Information

Caffeine sinalyziz [abzorbance at 273 nm) -

=
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Recuperacion e impresion de un meétodo

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

1 Seleccione Load Method... (Cargar método...) en el meni File (Archivo) o
haga clic en el icono correspondiente de la barra de herramientas.

ﬁ G450 W-Yisible Systern[1] (Online) [TK]
Edit Method Measure  Instrument  Math  View Mode

Load 3
Save 3
Irmport Lo
Export Selected Spectrum As v |
MNews hethod

Load Method..,
Sawve Method A5,
Set Method Passwaord..,

Load Results...
Save Results 8.,

Print 3
Print Ta File 3
Print Prewiew 3

Printer Setup...
Ezit ChernStation

1 CACHEMIAWETHODSACAFFEIME ANALYSTS 2.1
2
3

Si ha modificado el método seleccionado, aparecera un cuadro de didlogo preguntando si
desea guardar o no los cambios.

Save Metheod ...

The current method has been changed |
Do you want to zave the changes ¢

[ Tes ] | Mo | |I:anc:e|
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2 Aparecera el cuadro de dialogo Load Method... (Cargar método...).
La informacién del método seleccionado aparecera en la secciéon File
Information (Informacién del fichero) del cuadro de dialogo.

B 1oad Method ... . [
Look in: | |, METHODS - £F E-
= Name Date modif... Type Size Tags
e f y
Recent Plages CAFFEIME ANALYSIS.M
|| CORTISONE - CORTISOLE ANALYSIS.M
! || DMA MELTING.M
Desktop || P-PHENYL-ACETATE HYDROLYSIS.M
i || STDEFMET.M

| TEST SAVE ONLY INSTRUMENT 1.M
Administrator |\ AVELENGTH ACCURACY TEST.M

,L\ || YELLOW DYE 3 WAVELENGTHS.M
Computer
[ W
-
Network
File name: |CAFFEINE ANALYSIS.M ﬂ Qpen
Files of type: | Method{* M) j Cancel
Help
File Information: chchem32h1\methodshcaffeine analysis.m
[METHOD] -

Method Type:  Standard
Guantification

m

Created by:  TE

LastUpdate: Date 06.06.2008 Time 04:3..
Calibrated: Mo

Mumber of Standards: 0

S

3 Si desea cargar el método en cuestion, haga clic en OK (Aceptar).

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

] l \ 4 §____§ l | WAVELENGTH ACCURACY TEST.M Mod

Esto hara que aparezca el cuadro de dialogo de recordatorio mencionado anteriormente.

Clear ‘& ‘ E’; Method:
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4 Para imprimir un método, seleccione Print (Imprimir) > Method (Método)
en el menu File (Archivo).

ﬂ #45% UW-Wisible System[1] (Online) [TK]
Edit Method Measure Instrument Math  ‘View Mode ECMW  Config Help

Load 3

e ' <untitled>
Irnpart ]

Export Selected Spectrum As r Imple Spectra

Mewi Method

Load Method,,

Save Method As...

Set Method Passord...

Load Results,..
Save Results As..,

Print b Current View
Print Ta File » Selected Window
3
Print Preview Method
Printer Setup.., Results
Exit ChermStation Autarmation Method

1 CACHEM3AIMETHODS\CAF FEINE AMALYSIS .M P i

2 Dilut. Factor  Caf
3 A [ 1.00000]

Para poder imprimir el informe del método, la impresora debe estar configurada
correctamente y en linea. Si la impresora no esta en linea en ese momento, podra acceder a
una vista previa de impresion en la pantalla.
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Almacenamiento y recuperacion de datos

En este apartado se explica como guardar y recuperar datos de las medidas.
Estos datos se pueden utilizar para su archivado, para el desarrollo de métodos
mas adelante o para su intercambio con otros sistemas Agilent ChemStation.

Agilent ChemStation ofrece la posibilidad de almacenar y recuperar los

datos utilizando un formato de datos binario y protegido mediante suma de
verificacion (extensiones *.sd y *.std). Todos los espectros adquiridos

(de muestras o patrones) se pueden guardar en una unidad de disco para su
almacenamiento permanente. Los datos se pueden guardar y cargar utilizando
unidades de disco locales y de red. Ademas, el sistema también permite
seleccionar un tnico espectro para su almacenamiento.

Almacenamiento de muestras

1 Seleccione Save (Guardar) > Samples As... (Muestras como...) en el ment
File (Archivo) o haga clic en el icono indicado de la barra de herramientas.

ﬁ 845 INVisible Systern[1] (Online) [TK] ||
]
Edit Method Measure Instrument Math View Mode ECM Corfig Help I A

Load 3

Save 3 Samples As.,

Standards As.,

Selected Spectra &5..
\

Impart
Export Selected Spectrum As
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2 Seleccione uno de los ficheros de datos existentes en el cuadro de seleccion de
la seccion File name (Nombre del fichero) del cuadro de didlogo Save Spectra
As... (Guardar espectros como...), o bien escriba un nombre de fichero valido en
el cuadro de edicién de la seccion File name (Nombre del fichero).

Sawe Spectra 83 .., @l
File: name: Folders:
i = -DK
CAFFEINE SaMPLE.SD chehem32h hdata
Catcel
ADWERAM2 5D - = s .
ADWVERAM3SD
ADVERXAM4 5D = BE’%HEM%
ADWERAME SD
ADVERXAMT 5D i
ADWERAMB.SD
BEMZEME.SD Al
MIST_HOLMIUM OIDE 2034.50 &7
Save file az bpe: Drives:
[Spectra[".SD;".STD] v] = ¢ Programs -

Para que un nombre de fichero sea valido, debe constar de ocho caracteres alfanuméricos y
la extension de fichero .sd o .std. Normalmente, la extension .std se utiliza solo para los
patrones.

Si el nombre del fichero ya existe, aparecera un cuadro de mensaje que le permitira
interrumpir la operacion o continuar con ella.

Confirm Save s

l Ci\chem32\1\data\ CAFFEINE SAMPLE.SD already exists.
Do you want to replace it?

e

3 Haga clic en OK (Aceptar) para iniciar la operacion.
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Almacenamiento de un espectro seleccionado

1 Seleccione el espectro de interés en la ventana grafica.

Owerlaid Sample Spectra o || = )58
] ple Sp

0.& -
07
05
05
0.4
0.3+
02

0.1 4

+
+
+

04 &

T T T T T T
200 250 00 350 400 4a0 nm

También puede seleccionarlo en la ventana tabular Sample/Result Table
(Muestra/tabla de resultados).

[ samplesResult Table = (=)=
Show Sample Info Last Spectum | | Analyze
## Hame Dilut. Factor Caffeine[mg/L] Abs<273nm>
[ 1 [Catteine [ 1.00000] 0.28903] 0.57807

2 Seleccione Save (Guardar) > Selected Spectra As... (Espectros seleccionados
como...) en el menu File (Archivo).

ﬁ 845 L-Visible System([1] (Onling) [TK]
Edit Method Measure Instrumert Math View Mode ECM Config Help

Load 3

v 4 Tamples A,
Standards &..
Selected Spectra As..

Tmport
Export Selected Spectrum As

Si no selecciono la ventana Overlaid Sample Spectra (Espectros de muestra superpuestos) ni
la ventana Sample/Result Table (Muestra/tabla de resultados), en la linea de mensajes
podria aparecer la advertencia “Select/activate a window!” (Seleccione/active una ventana).
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3 Seleccione uno de los ficheros de datos existentes en el cuadro de seleccion de
la seccion File name (Nombre del fichero) del cuadro de didlogo Save Spectra
As... (Guardar espectros como...), o bien escriba un nombre de fichero valido en
el cuadro de edicién de la seccion File name (Nombre del fichero).

Save Spectra 83 ..

(e
File hame: Folders:
CAFFEINE SAMPLE.SD chchem3241'data
Cancel
ADVERAMZ.5D - = et

ADWERAMZSD B
ADWEXAMA.5D ‘

[ CHEM32
=1

ADVERAMESD
ADWERAMZ.5D
ADVEXAMESD
BEMZEME.SD
NIST_HOLMIUM DIDE 2034.5D b

Save file as type; Drives;

Spectra*5D;"5TD]  ~ = c: Programs -

4 Haga clic en OK (Aceptar) para iniciar la operacion.
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5

1 Seleccione Load (Cargar) > Samples... (Muestras...) en el menu File (Archivo).

ﬁ B UN-Visible System[1] (Onliee) [TK]
Edit Method Measure Instrument Math View Mode ECM Config  Help
Load ’ Samples..

Save 3 Standards..

Seleccione el nombre del fichero en el cuadro de seleccion de la secciéon File

name (Nombre del fichero) del cuadro de didlogo Load Spectra to SAMPLES

(Cargar espectros en MUESTRAS).

¥ | oad Spectra to SAMPLES ===
Lok it DATE j [ -
= Name’ Date modified Type Size Tags i
Py
— ADVEXAMZ,SD
Recent Places —
|| ADWERKAM3Z.SD
! || ADVEXANAED
Deskiop | ADWEXAMS.SD 1
i | ADVEXAMT.SD 1
|| ADVEXAMS.SD
Administrator || BENZENE.SD
‘,L__ | | CAFFEIME SAaMPLE,SD
Computer | MIST_HOLMIUM CXIDE 203450
- STDEXAMLSD
. =
- || STDEXAMZED
Metwork STRCWAK 44 TN i
File name: |EAFFE INE SAMPLE.SD j Open |
Files of type: | Spectral*. 50 ;% 5TD) ﬂ Cancel

File Information: chehem32h1 hdatacaffeine sample.zd

[SPECTRA]

Sample Mame:  Caffeing
Mumber of Samples; 1

il

Help
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Seleccione en el cuadro de seleccion de ficheros aquel fichero cuya informacion desee ver.

3 Haga clic en OK (Aceptar) para iniciar la operacion. Los espectros
disponibles en el fichero de datos se afiadiran a los ficheros que haya en ese
momento en el contenedor de muestras de Agilent ChemStation.

Eliminacion de los espectros actuales

1 Seleccione Clear (Borrar) > Samples (Muestras) en el menu Edit (Editar),
o bien haga clic en el icono correspondiente de la barra de herramientas.

ﬁ 345x UV-Visible System[1] {Online) [TK] Clear
File Method  Measure  Instrument  Math  View Mode ECM  Co i '
T S Method:
L& Copy Ctrl+C <unt
Paste Cel+y
Tas Paste Append Shift+Ctrl + Owetlaid Sample Spectra
’E Select All 08
I . Copy to Clipboard . J/\
“ Clear 4 Sarnples

i
Annotate. .. Standards
’ EErHTEE Math, Results

ki e
Las opciones Clear (Borrar) > Standards (Patrones) y Clear (Borrar) > Math. Results

(Resultados matematicos) se pueden utilizar para eliminar los patrones seleccionados y los
resultados matematicos seleccionados de la memoria de Agilent ChemStation.

i

Ui ey
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Vista previa de impresion de los informes

La vista previa de impresion permite examinar el informe en una ventana
diferente de Agilent ChemStation, tal y como se imprimira en la impresora
configurada. En la ventana de vista previa de impresion se pueden examinar
todos los tipos de informe disponibles, pagina por pagina. También se pueden
verificar el nimero de paginas generadas y el diseiio. Asimismao, si lo desea,
podra imprimir el informe mostrado.

Vista previa de impresion de un informe de resultados

La vista previa de impresion funciona de manera similar para todos los tipos
de informe disponibles. El ejemplo siguiente describe como acceder a la vista
previa de impresion del informe de resultados.

1 Seleccione Print Preview (Vista previa de impresién) > Results (Resultados)
en el menu File (Archivo).

ﬁ 45 UN-Visible System(1] (Online) [TK]
Ed\t Method  Measure Instrument  Math View Mode ECM  Config Help
Load 3

» .
S <Cuntitled>

Import »

Export Selected Spectrum As 3 s i

New Method

Load Method...

Save Method &s..

Set Method Password..,

Load Results..,
Save Results As...

Print 3

Print Ta File 3 1y
Print Preview b Current View

Printer Setup... Selected Window

Exit ChemStation Methad

LCACHEMIA\TWETHODS\CAFFEINE ANALYSS 2 M Reatty

2
3

Autornation Method

Autornation Results
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Para poder imprimir un informe de resultados es necesario que todos los parametros estén
definidos correctamente y que haya datos disponibles para la evaluacion. Si no hay datos
disponibles, podria aparecer la advertencia No results present! (No hay resultados) en la
linea de mensajes.

2 Elinforme generado aparecera en la ventana de vista previa de impresion.

[ Fixed Wavelength Report M=l B
rs
Method file : <untitled:>
Information : Default Method
Data File H CiywHPCHEMY 16 DATAY ADVEZLME . 5D Created : 02-06-1%5%2 11:15:43
rperlgid Spectra:
Sample 1
ample 2
Sample 3
09+
084
. 074
% 06
g 054
[
g 0.4 4
@ 034
in]
k! 024
0 e )A
D |
T T T T T T T
200 300 400 S00 £00 ron Wgvelenathrom) |
# HName bz 414nm> # Name Abz<414nm>
1 Gample 1 0.5z494 3 Zample 3 0.10637
Z Sample 2 0.21153
Report generated by @ TE Signaturs: ... ... e
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Esta ventana permite examinar el informe pagina por pagina. Si una pagina
no cabe en la ventana de vista previa de impresion, apareceran barras de
desplazamiento en la pantalla.

Ademas, se pueden utilizar diferentes tamanos para la pantalla de vista
previa de impresion. Estan disponibles tres tamanos en el cuadro de
seleccion de tamaio. Dependiendo de la resoluciéon de la pantalla,
seleccione el tamaiio que mejor se ajuste a las necesidades.

nnrmalj

small

En la ventana de vista previa de impresion estan disponibles las siguientes
funciones:

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

¢ Un cuadro de selecciéon que permite saltar directamente a una pagina.

Page =|of5

e El boton Print (Imprimir), para enviar el informe a la impresora, esta
situado en la esquina inferior izquierda de la ventana de vista previa de
impresion.

HF Lazerlet BL [FCL) on LPTT:
A4 210 = 237 mim/Portrait

¢ El botén Close (Cerrar), que permite cerrar la ventana de vista previa de
impresion y desechar el informe mostrado.
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Determinacion del valor maximo de absorbancia de la cafeina

En este apartado se describe cémo determinar el valor maximo de
absorbancia de la muestra de cafeina para IQ.

1 Asegirese de que el instrumento se encuentre en el modo Standard
(Estandar). E1 modo aparece indicado en la barra de herramientas de la
sesion de Agilent ChemStation.

= er;| | Method: Mode:
‘ % % | <untitled> ,_ ‘Slandald j @

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

Clear

Ly

&

Task

|Fixed wavelengths - |

Fixed Wavelengths
Spectium/Peaks
R atio/E quation

Quantification

3 En el panel de analisis, haga clic en el botén Setup (Configuraciéon) para
abrir el cuadro de diadlogo de parametros.

Task

| Spectrum/Peaks j

)
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4 Escriba “2” en el campo de bisqueda de picos y elimine la marca de
busqueda de valles. Seleccione Absorbance (Absorbancia) en la seccién
Data type (Tipo de datos), y ajuste la presentacion espectral a un rango de
longitud de onda de 190 a 400 nm en la seccién Display spectrum (Mostrar
espectro). Haga clic en OK (Aceptar) para confirmar los parametros.

Spectrurmn/Peaks Pararmeters

FeakM alley find

V|iFind and annotate up o 2 peaks

Find and annotate up ta 3 valleps

Prompt for zample information

Data type Dizplay spectrum

Abzarbance vl From: 1830 nm Too 400 nm

ak | LCancel |

5 Llene con agua destilada la celda de cuarzo con una longitud del camino de 1
cm. Levante la palanca situada a la izquierda del soporte para celdas.
Coloque la celda en el soporte y compruebe que las ventanas transparentes
queden orientadas hacia las partes delantera y trasera del espectrofotémetro.
Empuje la palanca hacia abajo para asegurar la celda en el soporte.
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6 Pulse el boton Blank situado en la parte frontal del espectrofotémetro,
o bien haga clic en el boton Blank (Blanco) del panel del instrumento para
iniciar la medida.

Sampling

@@, o]

| Automation. ..

7 Recuerde la orientacion de la celda en el soporte. Levante la palanca para
soltar la celda; después, extraigala y lavela tres veces con aproximadamente
1 ml de la muestra de cafeina. A continuacién, llene la celda con unos 3 ml
de la muestra de cafeina. Asegirese de que las ventanas de la celda estén
limpias y vuelva a colocar la celda con la misma orientacién que en la
medida de referencia. Baje la palanca del soporte para celdas.

8 Pulse el botén Sample situado en la parte frontal del espectrofotémetro, o
bien haga clic en el botén Sample (Muestra) del panel del instrumento para
iniciar la medida.
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9 La vista mostrara el espectro de la muestra de cafeina. Como puede

observar, se localizaron dos picos y se marcaron con la longitud de onda.

Debajo del grafico del espectro, la ventana Sample/Result Table
(Muestra/tabla de resultados) muestra la longitud de onda de los picos
localizados y los valores de absorbancia medidos.

Last Sample Spectrum o || =28
08 [t
0.7
0.5 o
g 0.5+
B
g 04
5 -
2 0.3
0.2 o
0.1 o
D -
T T T T T T T T
200 225 260 275 300 325 350 Wanelenethinm)
[ Sample/Result Table =R
Show Sample Info Owerlay Spectra All Peaks/ alleps |
# Hame Peaks[nm] Abs[Al]
1 | Caffeine 206.0 0.75471
1 2730 023284
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Introduccion de la longitud del camino de la celda

Las celdas utilizadas para las medidas se especifican con los parametros del
sistema de muestreo. En calculos cuantitativos, estos parametros se utilizan
para calcular resultados. Es necesario indicar el valor correcto de longitud del
camino. Normalmente, esta informacién la facilita el proveedor de las celdas.
La longitud del camino se define de la siguiente manera en el modo manual de
manipulacién de celdas.

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

Sampling

@@; o |

Sample

2 Escriba la longitud del camino, en cm, en el cuadro de didlogo Setup Manual
(Configuracion manual).

| Automation...

Setup Manual

Path Length: =11}

[ (0] l l Cancel ]

3 Haga clic en OK (Aceptar) para confirmar la longitud del camino especificada.

94 Guia del usuario del sistema de espectroscopia UV-visible Agilent Cary 8454



Uso del sistema de espectroscopia UV-visible b

Control del sistema sipper

Un sistema sipper transfiere la muestra por medio de una bomba peristaltica a
una celda de flujo para realizar la medida. Para controlar el funcionamiento
del sistema sipper a través del software Agilent ChemStation, se debe ajustar
el sistema de muestreo de forma que la muestra se introduzca a través del
sistema sipper.

Ademas, y debido a la longitud del tubo, al volumen muerto de la celda de flujo
y al caudal de la bomba, se deben ajustar los parametros del sistema sipper.
Para obtener detalles al respecto, consulte el manual Installing and
Operating Your Sipper System.

1 Seleccione la opciéon Sipper (Sistema sipper) en el cuadro de seleccion del
panel del instrumento.

Sampling

Dp
Multicell [8-cell]
Autozampler
XY-Autosampler

2 Haga clic en Setup (Configuracion) en el panel del instrumento. Escriba la
longitud del camino de la celda de flujo, en cm, y haga clic en OK (Aceptar).

Setup Sipper

Eath Length: cm

[ Ok l l Cancel J I Parameter ... ]

3 Haga clic nuevamente en Setup (Configuracion) y abra el cuadro de didlogo
Sipper Parameter (Parametros del sistema sipper) haciendo clic en
Parameter (Parametros). Los parametros necesarios se pueden determinar
utilizando la tarea Flow Test (Prueba de flujo) del modo Verification and
Diagnostics (Verificacion y diagnéstico).
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r |

Sipper Parameter

Purmp Time: El z Purmp Direction: | Cw =

wiait Time: 3 = Sample Return:

I

o
wiash Time: 0 = Air Segment: o

@

|| Cancel

- s - T

4 En el cuadro de didlogo Sipper Parameter (Parametros del sistema sipper),
haga clic en OK (Aceptar); seguidamente, haga clic en OK (Aceptar) en el
cuadro de dialogo Setup Sipper (Configuracion del sistema sipper) para
confirmar los parametros.

En cada medida que se inicie haciendo clic en uno de los botones de medida del panel del
instrumento o pulsando los botones del espectrofotometro, se utilizara el sistema sipper
para la introduccién de muestras. La introduccion a través del sistema sipper también se
utilizara en las secuencias automatizadas.
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Utilizacion del transportador multicelda

El transportador multicelda es un cambiador de celdas que permite situar
automaticamente un maximo de 8 celdas en la posicion de medida. Se pueden
utilizar celdas diferentes en cada posiciéon de medida. La longitud del camino
se puede especificar individualmente para cada una de las posiciones de las
celdas.

Para obtener mas detalles acerca del transportador multicelda, consulte el manual
Installing and Operating Your Multicell Transport.

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

Sampling

|Hanual ﬂ Setup ...

M anual

Sipper
Multicell [8-cell]

X -Autosampler

2 Haga clic en Setup (Configuraciéon) en el panel del instrumento. Escriba las
longitudes de paso 6ptico de todas las celdas utilizadas, en cm, y haga clic
en OK (Aceptar).
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Setup Multicell Transport

Cell Path Length

=

cm

Ira 1=

cm

cm

cm

cm

cm

cm

a2 Al Al a2 -

cm

L O N 1o p T 1 3 B ¥ SO 95

[ Ok ] |I:anc:e||

3 Para mover la celda a la posicion de medida con el fin de realizar la siguiente
medida, haga clic en la celda en el panel del instrumento, o bien seleccione la
opcion Multicell Transport Position (Posicion del transportador multicelda)
en el menu Spectrophotometer (Espectrofotémetro) para acceder al cuadro
de dialogo Multicell Transport Control (Control del transportador
multicelda). En el cuadro de dialogo Multicell Transport Control (Control del
transportador multicelda), haga clic en uno de los botones de posicién para
mover el transportador multicelda.
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Sampling Multicell Transpart Cantral

Multicell (8-cell ~] CurentCel 1
Move To ..
) La)[a] [a]) (ol
Ls)ls]la] (e (o]

@;@; o |

| Automation._.

En una secuencia automatizada, el transportador multicelda se puede utilizar para la
introduccion de muestras automatica. (hasta un maximo de 8 muestras). Si se especifican
mas de 8 medidas, aparecera la siguiente advertencia:

Automation Ié]

I_\ Mumber of measurements is out of range [1:8]

Guia del usuario del sistema de espectroscopia UV-visible Agilent Cary 8454 99



5

Uso del sistema de espectroscopia UV-visible

Analisis cuantitativo utilizando una calibracion con patrones

100

La tarea de andlisis cuantitativo estd basada en una calibracién con patrones.
Tras realizar correctamente una calibracion, los patrones medidos se pueden
convertir en parte del método. Después, ese método se puede utilizar
directamente para realizar analisis cuantitativos de muestras.

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

A modo de introduccion rapida, se describe una calibracion utilizando la ley

de Beer con un tnico patrén y el analisis de una muestra. Asimismo, la tinica
limitacién en cuanto al nimero de muestras y patrones es la capacidad de la

memoria de Agilent ChemStation.

Para este experimento practico se utilizara la muestra de cafeina para IQ como
patron y una dilucién 1:1 con agua destilada como muestra. Para la
calibracion, se utilizaran los datos de absorbancia a 273 nm.
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Configuracion

1 Aseguirese de que el instrumento se encuentre en el modo Standard
(Estandar). E1 modo aparece indicado en la barra de herramientas de la
sesion de Agilent ChemStation.

[] = r"l | Method: Hode:
& ‘ %5 | <untitled> ’_ |Standald j @

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

Clear

Ly

Tazk

| Fixed Wavelengths j

Fixed Wavelengths
Spectrum/Peaks
R atio/E quation

Quantification

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

Tazk

||§luantilicatiun j

L

4
&

;f Sampl
S

Si ya esta seleccionada la tarea Quantification (Cuantificacion), utilice el boton Setup
(Configuracion) del panel de analisis para abrir el cuadro de dialogo de parametros.
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4 Seleccione una longitud de onda de 273 nm para el analisis en el campo Use
wavelength (Utilizar longitud de onda); escriba “Cafeina” en el campo Analyte
name (Nombre del analito); seleccione la opcion Linear (Lineal) en la lista
desplegable Calibration curve type (Tipo de curva de calibracién); seleccione
la opcién Concentration (Concentracion); e indique “mg/1” en el campo Unit
(Unidad). Marque las casillas Prompt for standard information (Peticion de
informacién del patrén) y Prompt for sample information (Peticion de
informacién de la muestra). Seleccione la opcion Absorbance (Absorbancia)
en la lista desplegable Data type (Tipo de datos) e indique en la seccion
Display spectrum (Mostrar espectro) un rango desde 190 hasta 340 nm.

r

Quantification Parameters

W avelengths

Uze wavelength 273 [t

Backaround

correction: elal=) hl | (Ll
N Calibration

I Analyte name:  Calfeine Calibration curve type: Lirear -

Enter Concentration

@) Concentration: mgsL Unit
Weight Wolume
Weight & Walume: mg S L Linit
| Brompt for standard infarmation o | Prompt far zample infarmation
Diata type Dizplay zpectrum
Abzorbance - | From 1390 i To 340 i

Ok Lancel

L — T

b5 Haga clic en OK (Aceptar) para confirmar los parametros.

Una vez hecho todo lo anterior, podra realizar las medidas.
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Calibracion

1 Llene con agua destilada la celda de cuarzo con una longitud del camino de 1
cm. Levante la palanca situada a la izquierda del soporte para celdas.
Coloque la celda en el soporte y compruebe que las ventanas transparentes
queden orientadas hacia las partes delantera y trasera del espectrofotémetro.
Empuje la palanca hacia abajo para asegurar la celda en el soporte.

2 Pulse el botén Blank situado en la parte frontal del espectrofotémetro, o
bien haga clic en el botén Blank (Blanco) del panel del instrumento para
iniciar la medida.

Sampling

=

Sample

| Automation...

3 Recuerde la orientacion de la celda en el soporte. Levante la palanca para
soltar la celda; después, extraigala y lavela tres veces con aproximadamente
1 ml de la muestra de cafeina. A continuacién, llene la celda con unos 3 ml
de la muestra de cafeina. Asegirese de que las ventanas de la celda estén
limpias y vuelva a colocar la celda con la misma orientacién que en la
medida de referencia. Baje la palanca del soporte para celdas.

4 Pulse el botén Standard situado en la parte frontal del espectrofotémetro, o
bien haga clic en el botén Standard (Patron) del panel del instrumento para
iniciar la medida.
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Standard Information

Marme: Standard 1
Solvent: Wi ater
Comment:
Walue
Caffeine 0.2 mg/L

5 Introduzca la informacién del patrén en el cuadro de didlogo Standard
Information (Informacién del patrén) y haga clic en OK (Aceptar).

El software Agilent ChemStation calibrara y mostrara automaticamente los
resultados de la calibraciéon. Una vez que la calibracion se haya realizado
correctamente, la curva de calibracion del panel de tareas se volvera de color
verde. Esto indica que el método esta preparado para el analisis.

Task

|ﬂuanlificaliun ﬂ

@ Samples |
Standards |

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

Llegado este punto, también se puede guardar el método para reutilizarlo en el futuro.

Consulte “Almacenamiento de los parametros como método?” en la pagina 76 para obtener
mas informacion.
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1 Recuerde la orientacion de la celda en el soporte. Levante la palanca

para soltar la celda; después, extraigala y lavela tres veces con
aproximadamente 1 ml de la muestra de cafeina (diluciéon 1:1 con agua
destilada). A continuacién, llene la celda con unos 3 ml de la muestra

de cafeina. Aseguirese de que las ventanas de la celda estén limpias y vuelva
a colocar la celda con la misma orientaciéon que en la medida del patrén.
Baje la palanca del soporte para celdas.

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

he

Sample Informaticn

Mame: Sample
Solvent: W abed
Dilution Factor: 1
Comnnent:

ok diluted

3 Introduzca la informacién de la muestra en el cuadro de didlogo Sample

Information (Informacion de la muestra) y haga clic en OK (Aceptar). El
sistema cambiara a la vista de muestras, y los resultados cuantitativos
apareceran en la ventana Sample/Result Table (Muestra/tabla de resultados).
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i

Cheerlaid Sample Spectra [= = [==]
0.07 —
0.08
0.05 —

0.04

Aozorbance(d )

0.02
0.02

0.01

o

T T
200 220 240 2680 280 300 Waveleng thinm)

r

[E) sample/Result Table [ =] ==
Show Sample Info Last Spectrum | |

# HMHame Dilut. Factor Caffeine[lmg/L] Abs<Z273nm>
[ 1 [Cafteine [ 1.00000 | 515970 2 7444E-2]

Para guardar los datos con el fin de poder reutilizarlos en el futuro o para fines de

documentacion, consulte “Almacenamiento y recuperacion de datos?” en la pagina 81 para
obtener mas informacion.

106 Guia del usuario del sistema de espectroscopia UV-visible Agilent Cary 8454



Uso del sistema de espectroscopia UV-visible b

:.Como se puede determinar si el espectrofotometro funciona
correctamente?

La calidad de los datos de las medidas depende del rendimiento del
espectrofotometro. Para realizar una verificacion del rendimiento completa, se
necesitan patrones externos. Existen kits para las operaciones de
cualificacion operacional y verificacion del rendimiento (OQ/PV). En
concreto, los kits OQ/PV para el espectrofotémetro UV-visible Agilent Cary
8454 estan disponibles como piezas de repuesto.

Se puede realizar una comprobacién rapida sin necesidad de utilizar patrones
mediante la prueba de autodiagnéstico del modo Verification and Diagnostics
(Verificacion y diagnostico). Esta prueba se puede realizar en cualquier
momento después de poner en marcha el espectrofotémetro.

Prueba de autodiagnostico del espectrofotometro

1 Asegirese de que el instrumento se encuentre en el modo Verification and
Diagnostics (Verificacion y diagnéstico). El modo aparece indicado en la
barra de herramientas de la sesion de Agilent ChemStation.

7 Mode:

W
1

|Vetiﬁcalion and Diagnostics j

E

2 Seleccione la tarea Self-Test (Prueba de autodiagnoéstico) en el cuadro de
seleccion del panel de analisis.

Task:

Self-Test |
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3 Seleccione Self-Test (Prueba de autodiagnéstico) > Start (Inicio) en el meni
Task (Tarea), o bien haga clic en Start (Inicio) para iniciar la prueba de
autodiagnéstico.

ﬁ 845y LI-Visible System[1] (Online) [TK]
File Instrument  View Mode ECM  Config H

Self-Test
E Werification
Diagnostics

3
3
»
Tay Flows Test 3
»
»
»

Instrument Self-test

Setup,
Start

E Information

Maintenance

o ey -

0% 100%%

El espectrofotometro debe estar en unas condiciones de funcionamiento estables antes de
iniciar la prueba. Si no es asi, podria aparecer un mensaje de advertencia.

Larmp on time too short 3

i C% The spectrophotarmeter should be allowed to warm up for 45 rinutes
k " after switching the larmp on. Do wou want to proceed anyvay?

4 Los resultados de la prueba de autodiagnéstico se muestran siguiendo un
criterio binario (correcto o incorrecto).

Los resultados de la prueba de autodiagnéstico se pueden almacenar en el
espectrofotometro. Si lo hace, podra monitorizar el rendimiento del instrumento a lo largo
del tiempo. Asimismo, se pueden generar representaciones graficas de los historiales de la
prueba de autodiagnostico.
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:Qué mantenimiento requiere el espectrofotometro?

Limpieza
Limpie inmediatamente los derrames que puedan producirse.

Mantenga limpia la superficie exterior del espectrofotémetro. Para limpiarla,
use Unicamente un pafio suave. Si es necesario, puede empapar el paio con un
poco de agua o detergente suave. No use disolventes organicos ni productos de
limpieza abrasivos.

Piezas de repuesto

Para obtener informacion acerca de los pedidos de piezas de repuesto y
consumibles, consulte la pagina web de Agilent Technologies: www.agilent.com.
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b Uso del sistema de espectroscopia UV-visible

:.Como se puede obtener mas informacion sobre la
espectroscopia UV-visible?

Los fundamentos de la espectroscopia UV-visible se describen en el sistema de
ayuda. Dicho sistema incluye informacién que abarca desde los principios
basicos hasta los detalles de la espectroscopia derivada.

@ U-vis Chem3tation Help o s
Y

Hide Back Foward

Contents

[ (] Instalation

Basic Operation

alion|
() Getling Started
() Good Measurement Practice
(] Working with the Spectiophat
(] General Feates
[ Working with Files
(2] Warking with Spectra
[ Privting the Pesulz
[2] ECM in the ChemStation
[ Standard Mode
() Execute Advanced Method Mode
() Advanced Made
[ Kinetics Mode
[ Themmal Denaturation Mode
(1] Dissolubion Testing Made
(2] Mulibath Dissohution Testing Mod
[ Combined Reports
[ Wenfication and Diagnostics Mods
(] Repart Style Editor
(] Maintenance
[ Troubleshooting
() Replacement Parts
[ An Inraduction to LIV-Yisible Sper 0

Getting Started

Good Measurement Practice

Working with the Spectrophotometer and its Accessories
General Features

Warking with Files

Working with Spectra

Printing the Results

ECM in the ChemStation

Ademas, también se incluyen soluciones para determinados temas
relacionados con el analisis UV-visible. Podra encontrar ayuda sobre temas
como la mejora de la sensibilidad o la determinacién de la pureza.
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Uso del sistema de espectroscopia UV-visible 5

En el apartado Examples (Ejemplos) de la ayuda del modo Standard
(Estandar) hay disponibles ejemplos mas especificos que incluyen datos. Estos
ejemplos se pueden utilizar para ejecutar el software Agilent ChemStation
especificamente para las situaciones especiales descritas.

@ UW-4is ChemStation Help =)= ][]
Sl

Hide Back Forward

Cortentz|_ivn | Scgiet Online Help

[ Installation

|21 Basic Operation

(=) 4 Standard Mads : How-to

|0 User Interface Reference thin the views and dialog boxe

L How ta use Standard Mode

= £ Standard Mode Examples
@ Carrecting for Backgroun:

Uszing an Intemal Referen

@ Using an Intemal Referen
@ Confirming the ldentity of ¢
@ Checking the Purity of a 5
@ Using Drervative to Emph.
@ Calibrating and Quantifyir

[ Execute Advanced Method Mode

[ Advanced Mode

[ Kinetics Mode

|_2 Thermal Denaturation Mode

(L) Dissalution Testing Mode

(L1 Multibath Dissolution Testing Mod

(211 Combined Reparts

|1 Werfization and Diagnostics Mode

[ Report Style Editor

[ Maintenance

(71 Troubleshoating

ut Solutions for troubleshooting information
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:Cuando es necesario realizar una medida del blanco?

112

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

En el software Agilent ChemStation, la medida de referencia se combina con
una medida de la linea base. La linea base mostrada ofrece informacién acerca
de la calidad de la referencia actual. En el modo de absorbancia, los datos
deben estar proximos a 0 UA; y, en el modo de transmisién, los datos deben
aproximarse al 100 %.

Normalmente, las medidas de referencia para muestras disueltas se realizan
con la celda llena del disolvente utilizado. Las propiedades de absorbancia de
la celda y el disolvente también influyen sobre los datos de referencia. En los
rangos de longitud de onda absorbidos por el disolvente o la celda, el ruido del
espectro de la linea base sera elevado. En estas zonas, no se podran obtener
datos fiables para las muestras.

Por tanto, sera necesario realizar nuevas medidas de referencia o del blanco
cuando:

¢ se cambien la celda de medida o la orientacion de esta en relacién con la
posicién de medida;

¢ gse utilice un disolvente diferente o incluso un lote distinto del mismo
disolvente;

¢ se prolongue excesivamente el tiempo transcurrido entre la medida de
referencia y la medida de la muestra; o,

¢ las condiciones temporales dependan del ritmo de envejecimiento de las
lamparas y de posibles cambios en las condiciones ambientales
(normalmente, la Gltima medida del blanco debera haberse realizado media
hora antes como maximo).

Para garantizar una precision maxima de la medida de la muestra, la medida
del blanco debe realizarse justo antes de la medida real de la muestra.
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A

abertura de paso de luz, 25
aberturas, 63
absorbancia, 40
alta, 71
acceso a las lamparas, 31
acetato de etilo, 61
acetona, 61
acetonitrilo, 61
acido acético, 61
acido sulfurico, 61
adquisicion
fecha, 43
hora, 43
adquisicion espectral, 42
advertencia
No results present! (No hay
resultados), 88
Agilent BootP Service, 50, 52
Agilent ChemStation
contrasefia, 72
estacion de trabajo, 47
familia, 37
inicio de sesion, 72
método, 76
modo, 38
muestras, 86
panel de andlisis, 73, 90
pantalla de la impresora, 89
sesion, 37
sesion de medida, 70
sesion en linea, 71,72
sesion fuera de linea, 72
tamafios de vista previa de
impresion, 89
ventana grafica, 83
vista previa de impresion, 87
agitacion, 62
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agua, 61
agua de calidad HPLC, 62
agua de calidad UV, 62
ajustes, 76
alcohol n-butilico, 61
analisis, 105
analisis cuantitativo
preparado para el analisis, 104
analisis cuantitativos
de muestras, 100
analitos, 54
analizar, 76
anchura de la rendija, 26
anchura nominal de la rendija
espectral, 26
aplicacion
especifica, 37

barra de herramientas, 34
benceno, 61
blanco, 52, 54, 65
blank, boton, 29
bomba

peristéltica, 95
bootp service, 70
botones, 29

blank, 29

sample, 29

standard, 30

stop, 30
busqueda de picos, 91
busqueda de valles, 91
Busy (ocupado), 52

c

cafeina, 73
célculo, 47
resultados, 94
calibracion, 42, 46,100, 103
coeficientes, 46
curva, 42
cambiador de celdas, 97
cambios rapidos de absorbancia, 64
celda de flujo, 58
celda de muestra, 54, 62
celda de muestra tapada, 62
celdas de flujo, 13, 67
celdas de muestra de cuarzo, 55
celdas de muestra de plastico, 55
celdas de vidrio, 55
celdas en forma de cufia, 56
celdas estandar, 67
celdas o cubetas con abertura, 57
celdas recomendadas, 57
ciclohexano, 61
ciclopentano, 61
cloroformo, 61
coeficiente de extincion, 48
comando, 34
compartimento de la muestra, 26
compartimento de muestras abierto, 54
comprension
procesamiento de Agilent
ChemStation, 43
concentracion, 47
Condiciones ambientales y requisitos de
alimentacion, 18
conectado, 52
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conector
GPIO, 30
remoto, 30
RS-232, 31
transportador multicelda, 30
conexion
red, 23
configuracion del andlisis
calibracion, 102
longitud de onda, 102
peticion de informacion de la
muestra, 102
presentacion, 102
tipo de datos, 102
unidad de concentracion, 102
Conformidad CE, 19
conjunto de parametros, 39
contexto actual, 34
control de temperatura, 62
conveccion del soluto, 62
correccion
de luz difusa, 24, 26
correccion del ruido de fondo, 40, 42
cuadro de dialogo
Fixed Wavelength(s) Parameters
(Parametros de longitudes de onda
fijas), 74
Method Options & Information
(Opciones e informacion del
método), 77
cuadro de dialogo de configuracion, 34
cuadro de dialogo de parametros, 90
cualificacion de la instalacion, 73
cursor del raton, 35

114

D

datos, 43
absorbancia, 100
acceso, 44,45
almacenamiento, 81
almacenamiento de datos
seleccionados, 83
almacenamiento local, 81
archivar, 81
borrar, 86
borrar patrones, 86
borrar resultados matematicos, 86
cargar, 81
cuadro de seleccion de ficheros, 86
eliminacion, 86
evaluacion, 45
extension de fichero, 82
formato, 81
guardar, 81
guardar muestras como, 81
nombre de fichero, 82
recuperar, 81, 85
sustituir, 82
transferencia en red, 81
datos de la muestra, 46
datos primarios, 43
datos primarios espectrales, 48
derivada, 40
desarrollo de un método analitico, 37
descarga de plasma, 25
descripcion
instrumento, 28
desgasificar, 62
determinacion de la pureza, 110
dimetilformamida, 61
dimetilsulféxido, 61
direccion IP, 50, 51,52, 70
disolvente, 54, 71
Disolventes, 13
disolventes, 61
disolventes de uso frecuente, 61
disolventes volatiles, 62
dispersiones coloidales, 62

dispositivo de muestreo, 35
disulfuro de carbono, 61

E

ecuacion, 39, 45
ecuacion definible por el usuario, 41
ejemplos, 111
elemento activo, 35
especificaciones dpticas de las celdas, 56
espectro, 39
espectrofotdmetro, 47, 50
vista frontal, 28
vista trasera, 30

espectrofotdmetro UV-visible Agilent Cary
8454, 50
espectrografo, 26
lente, 24
rendija, 24
espectros procesados, 44
espectroscopia derivada, 110
espectroscopia UV-visible
principios basicos, 110
estado, 52
estado, indicador, 29
éter etilico, 61
exactitud fotométrica deficiente, 57

F

filtro de correccion de luz difusa, 24, 26

filtro de corte, 63

filtro optico, 63

Fixed Wavelength (Longitud de onda
fija), 39,40,73

formacion de burbujas, 62

formiato de metilo, 61

fotodegradacion, 63

fuente de radiacion, 24

G

glicerol, 61
GPIO, conector, 30
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haz colimado, 24

haz de luz, 56,59

holografica, red de difraccion, 24, 27
homogeneidad, 64

identidad, 41
idoneidad del disolvente, 61
impresora, 51, 52
configurada, 87
indicador, 29
informacion de la muestra, 41
Informacion sobre disolventes, 13
Informacion sobre la normativa, 19
informe
resultados, 87
instalacion, 50
instrumento
calentamiento, 71
conjuntos electronicos, 24
conjuntos mecanicos, 24
construccion, 24
descripcion, 28
disefio, 24
instrumento de haz simple, 54
interfase LAN
Jet Direct, 50
Talk2Lab, 50
interfaz de usuario
elementos, 33
interruptor
principal, 29
intervalo de muestreo, 26
isopropanol, 61

K
kit de prueba, 41

L

|&mpara de deuterio, 24
|&mpara de tungsteno, 24
|&mparas, 25
deuterio, 24
puerta de acceso, 31
tungsteno, 24
LAN
cable cruzado, 50
lente, 24
lente de la fuente, 24, 25
ley de Beer, 100
limpieza, 109
limpieza de celdas, 59
linea de alimentacion, 51
conector, 31
linea de mensajes, 52
linea vertical de tres puntos, 40, 44
linealidad deficiente, 57
longitud de onda, 44
longitud de onda de corte, 63
longitud de onda utilizada, 44
longitud del camino
configuracion, 94

longitud del camino de la celda, 94, 95, 97

luz ambiental, 28
luz difusa, correccion, 24, 26
luz falsa, 28, b4

M

manejo de celdas, 60
mantenimiento, 109
materia particulada, 62
matriz de diodos, 27, 47
matriz de fotodiodos, 27
maximo, 39
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medida
blanco, 71
informacion de la muestra, 105
informacion del patrén, 104
muestra, 71,105
patrén, 103
referencia, 71
ruido, 71
medida, botones, 29
medidas de alta precision, 58
mejora de la sensibilidad, 110
menu, 34
metalica
puerta, 31
metanol, 61
método, 39, 43,46, 47,76
actual, 79
calibrado, 48, 100
cargar, 78
cargar método, 78
guardar, 76
impresion, 78, 80
informacion, 79
informe, 78
modificado, 78
nombre, 77
opciones e informacion, 77
parametro, 43
parametros, 76
recuperar, 78
Save Method As... (Guardar método
como...), 76
utilizado la dltima vez, 72
vista previa de impresion, 80
minimo, 39
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modo, 37
Advanced (Avanzado), 38
cambio, 38
Color Calculations (Calculos de
color), 38
Combined Reports (Informes
combinados), 38
Dissolution Testing (Test de
disolucion), 38
Execute Advanced Method (Ejecutar
método avanzado), 38
Kinetics (Cinética), 38
Multibath Dissolution Testing (Test de
disolucion multibario), 38
Standard (Estandar), 38, 73, 90
Thermal Denaturation
(Desnaturalizacion térmica), 38
utilizado la tltima vez, 72
Verification and Diagnostics
(Verificacion y diagnostico), 38, 107
modulo de agitacion, 64
muestra, 54, 65
compartimento, 26
muestras liquidas, 54
m-xileno, 61

n-hexano, 61

nivel de administrador, 38, 72
nivel de usuario, 38

niveles de funcionamiento, 37, 38
nombre del usuario, 43

Norma EN55011/CISPR11, 20
Norma ICES/NMB-001, 21

0

obturador, 24,25

offline (Fuera de linea), 37
online (En linea), 37
operacion, 34

operacion espectral, 44
optimizacion, 47

116

P

palanca de seguridad, 31
panel de analisis, 34, 107
panel de instrumentos, 35
pafiuelos de papel para lentes, 59
papel
orientacion, 51
tamafio, 51
paralelismo, 56
pasivacion de celdas nuevas, 59
patron, 42,46
externo, 107
patrones, 100
actuales, 46
numero, 47
ndmero minimo requerido, 47
PC, 52
peso, 41
piezas de repuesto, 109
pipeta, 60
piridina, 61
plastico
puerta de, 31
polvo, 62
posicion activa, 35
Precauciones, 12
procesamiento, 43
espectral, 44
patrones, 46
procesamiento espectral, 45
protocolo TCP/IP, 51
prueba de autodiagndstico, 107
condiciones de funcionamiento, 108
historiales, 108
inicio, 108
prueba de flujo, 95
puerta de acceso a las lamparas, 31
pureza, 41

Q

Quantification (Cuantificacion), 39, 101

radiacion, fuente, 24
rango de concentracion, 42
rango de longitud de onda til, 61
reacciones fotoquimicas, 63
realizacion de medidas, 54
red
administrador, 50, 51
conexion, 52
local, 70
Red de difraccion, 24
red de difraccion, 27
referencia, 52
referencia interna, 40, 44
relacion, 39
relacion sefial-ruido, 63
remoto, conector, 30
rendija, 24, 27
rendija, anchura, 26
repeticion de calculos, 37

reproducibilidad de longitudes de onda, 48

resultado, 47
resultados, 44

precisos, 71
resultados precisos, 54
retencion de burbujas, 58
RS-232C

conector, 31
ruido de solucion, 62

S

sample

boton, 29
Sample/Result Table (Muestra/tabla de

resultados), 75, 83, 93

sensibilidad, 57
sesion

control instrumental, 37

solo analisis de datos, 37
sesion del instrumento, 37
Simbolos de advertencia, 10
simbolos de advertencia, 10
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sipper
parametros, 95
prueba de flujo, 95
sistema de espectroscopia, 23
sistema de muestreo, 94
manual, 94
sistema operativo, 52
sistema optico, 24
sistema sipper, 58
sistema sipper/muestreador, 62
sistema UV-visible, 70
software
de propésito general, 23, 32
solucion, 64
soluciones, 110
determinacion de la pureza, 110
mejora de la sensibilidad, 110
soluciones viscosas, 64

soporte para celdas individuales
estandar, 67

soporte para celdas termostatizado, 64
standard, boton, 30

stop, boton, 30

superficies opticas, 59

sustancias fotosensibles, 63

T

tarea
analisis cuantitativos, 100

Fixed Wavelength (Longitud de onda
fija), 39, 40,73
orientacion, 39

Quantification (Cuantificacion), 39, 42,

100
Ratio/Equation
(Relacion/ecuacion), 39, 41, 45
Spectrum/Peaks
(Espectro/picos), 39, 41
tarea analitica, 39
tarea en curso, 36
tetracloruro de carbono, 61
tolueno, 61
trabajo rutinario, 76
transmitancia, 40

transportador multicelda, 97
8 celdas, 97
conector, 30
trimetilpentano
2,2 4-trimetilpentano, 61
tutorial
espectroscopia derivada, 110
principios basicos, 110

v

valor maximo de absorbancia, 90
valores atipicos, 47
ventana, 36

Sample/Results Table (Muestra/tabla

de resultados), 44

ventana de la aplicacion principal, 37
verificacion del rendimiento, 107
vista, 36, 39

calibracion, 100

muestras, 75, 93

patrones, 100

resultados, 100, 105
vista frontal del espectrofotometro, 28
vista trasera del espectrofotometro, 30
volumen, 41
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