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En esta guia...

En esta guia...

Este manual describe el sistema LC Agilent 1290 Infinity:

1 Introduccion a la cromatografia liquida de rendimiento ultraalto

Este capitulo ofrece una introduccién al sistema LC Agilent 1290 Infinity y a
sus conceptos principales.

2 Elsistema LC Agilent 1290 Infinity: descripcion del producto

Este capitulo describe las funciones del sistema LC 1290 Infinity.

3 Optimizacion del sistema LC Agilent 1290 Infinity

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

4 Configuracion e instalacion del sistema

Este capitulo incluye informacién sobre la instalacién del software, la configu-
racion de la torre de médulos y la preparaciéon del sistema para su funciona-
miento.

b Guia de inicio rapida

Este capitulo proporciona informacion sobre la adquisiciéon de datos y su ana-
lisis con el sistema LC 1290 Infinity.

6 Apéndice

Este capitulo proporciona informacién adicional sobre la seguridad, los aspec-
tos legales, Internet y sobre c6mo configurar un método.
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1 Introduccion a la cromatografia liquida de rendimiento ultraalto

Teoria del uso de particulas pequeiias en la cromatografia liquida

Introduccion

En 2003, Agilent present6 las primeras columnas de silicio poroso disponibles
comercializadas con particulas de 1,8 um. Estas columnas fueron las primeras
de una clase conocida como columnas "inferiores a 2 um" o STM. Estos mate-
riales de relleno se introdujeron en las columnas ZORBAX de Resolucion Rapi-
da y Alto Rendimiento capaces de soportar 600 bar de presién para su uso con
el sistema LC de Resolucion Rapida Agilent Serie 1200, presentado en 2006.
En 2009, se ampli6 el rango para incluir columnas de Resolucion Rapida y Alta
Definicién capaces de soportar usos rutinarios con 1200 bar de presién con el
fin de admitir la introducciéon del sistema LC Agilent 1290 Infinity con su
amplio rango operativo de hasta 1200 bar de presién y una velocidad de flujo
de 5 ml/min.

Estas columnas de tamafo de particula inferior a 2 um (1,8 um) se pueden uti-
lizar para alcanzar dos objetivos principales:

1 Una cromatografia mas rapida

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

2 Una resolucién maés elevada

Las columnas largas con particulas inferiores a 2 um proporcionan una efi-
cacia superior y, por tanto, una mayor resolucion, necesaria para realizar la
separacion de muestras complejas. Una dispersion inferior también signi-
fica una menor dilucién de los picos de analitos y las consiguientes ganan-
cias de sensibilidad, particularmente para LC/MS.

La presion necesaria para conducir el disolvente por una columna que con-
tenga particulas STM aumenta rapidamente a medida que la velocidad del
flujo se eleva para realizar separaciones mas rapidas, ya que la longitud de la
columna aumenta para obtener mas resolucién. Por tanto, la aceptaciéon de las
columnas STM se ha producido al mismo tiempo que el desarrollo de los siste-
mas UHPLC (sistemas HPLC que ofrecen presiones superiores a la normativa
de 400 bar existente desde la aparicién de la HPLC). Los sistemas LC de rendi-
miento ultraalto (o presion ultraalta) también ofrecen voliimenes de retardo
bajos y la recogida de datos rapida necesaria para picos estrechos de la croma-
tografia de alta resolucion o rapida. El sistema LC Agilent 1290 Infinity es la
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Introduccion a la cromatografia liquida de rendimiento ultraalto 1

referencia en UHPLC, ya que constituye el primer sistema que puede abarcar
completamente todos los rangos de rendimiento de UHPLC ya existentes en el
mercado, ademas de extenderse a todos ellos.

La teoria

La eficacia de separacion en HPLC se puede describir mediante la ecuacioén de
Van Deemter (Figura 1 en la pagina 9). Esto se obtiene a partir del modelo de
altura de plato utilizado para medir la dispersiéon de los analitos a medida que
descienden por la columna. H es la altura equivalente a un plato teérico (a
veces denominada HETP), dp es el tamaio de particula del material de relleno
de la columna, u es la velocidad lineal de la fase mévily A, By C son las cons-

tantes relacionadas con las diferentes fuerzas dispersoras. El término A esta
relacionado con la difusién turbulenta o con varios pasos de flujo por la
columna; B esta relacionado con la difusién molecular por todo el eje de la
columna (longitudinal); C esta relacionado con la transferencia de masa de los
analitos entre la fase mévil y la estacionaria. La separacién alcanza su eficacia
maxima cuando H esta al minimo. El efecto de cada término individual y la
ecuacion combinada se muestran en la Figura 1 en la pagina 9, donde la altura
de plato se representa frente a la velocidad del flujo lineal en la columna. Este
tipo de grafica se conoce como la curva de Van Deemter y se utiliza para deter-
minar la velocidad del flujo 6ptima (punto minimo de la curva) y obtener la
mayor eficacia en la separacion de una columna.
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=2 = "
E’ particula particula
e grande pequeiia
=
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2
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Figura 1 Una curva de Van Deemter hipotética
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Introduccion a la cromatografia liquida de rendimiento ultraalto

Las representaciones de Van Deemter en la Figura 2 en la pagina 10 muestran
que la reduccion del tamaio de las particulas aumenta la eficacia. El cambio
de los tamanos de particulas mas utilizados de 3,5 um y 5,0 um a particulas de
1,8 um ofrece una mejoras de rendimiento significativas. Las particulas de

1,8 um ofrecen valores de altura de plato dos o tres veces mas bajos y eficacias
proporcionalmente superiores. Esto permite utilizar columnas mas cortas sin
sacrificar la resolucién y, por tanto, también se reduce el tiempo del andlisis a
la mitad o a una tercera parte. La eficacia aumentada se obtiene en gran
medida de la reduccion en varios pasos de flujo como resultado del menor
tamano de las particulas; esto lleva a un término A mas pequeno (difusién tur-
bulenta). Ademas, unas particulas mas pequenas significan tiempos de trans-
ferencia de masas mas breves, lo que reduce el término C, y se puede observar
que el efecto general es una pérdida de eficacia muy reducida a medida que la
velocidad del flujo aumenta (la pendiente de la linea se reduce). Esto quiere
decir que la separacion en particulas mas pequeias se puede acelerar aiin mas
mediante el aumento de las velocidades del flujo y sin reducir la eficacia de
una manera significativa.
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Figura 2 Curva de Van Deemter para diferentes tamaiios de particulas
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Introduccion a la cromatografia liquida de rendimiento ultraalto 1

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

OPTIMIZA
LA TERMODINAMICA
DE LA SEPARACION

Adsorcion o desorcion lenta

Isotermos no lineales
Equilibrio quimico (pH)
Presion

QUIMICA

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

Figura 3 Seleccion de condiciones optimas para HPLC

La resolucion se puede describir como una funcion de tres parametros:
+ eficacia de la columna o platos teéricos (N),
+ selectividad (o),

» factor de retencion (k).

Segilin la ecuacion de resolucion (Figura 4 en la pagina 12), la selectividad
posee el mayor impacto en la resolucion (Figura 5 en la pagina 12). Esto signi-
fica que la seleccion de las propiedades y la temperatura adecuadas de las
fases movil y estacionaria es muy importante a fin de lograr una separacion
correcta.

Manual y guia de referencia rapida del sistema LC Agilent 1290 Infinity 11



1

12
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¢ @S

Figura 4 Ecuacion de resolucion
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Figura b Efecto del numero de plato, factor de separacion y factor de retencion en R

Independientemente de si el método de separaciéon de resolucién rapida se ha
creado recientemente o se ha transferido de un método convencional exis-
tente, es claramente beneficioso disponer de una variedad amplia de agentes
quimicos de fase estacionaria en una gama de formatos de columna.

Agilent ya ofrecia mas de 140 columnas ZORBAX 1,8 um de Resolucion Rapida
y Alto Rendimiento (14 posibilidades de selectividad; de 15 a 150 mm de longi-
tud; didametros internos de 2,1, 3,0 y 4,6 mm). Con la presentacion del sistema
LC Agilent 1290 Infinity, la gama de STM se amplia hasta incluir las columnas
de Resoluciéon Rapida y Alta Definicion (RRHD) de 1200 bar. Esto permite
seleccionar la fase estacionaria 6ptima para maximizar la selectividad. La
resolucion, la velocidad del flujo y el tiempo de andlisis se pueden optimizar
mediante la seleccion de la longitud de columna y el diAmetro adecuados. Ade-
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Introduccion a la cromatografia liquida de rendimiento ultraalto 1

mas, el funcionamiento con columnas STM mas largas se ha vuelto mas accesi-
ble que nunca.

Muchos laboratorios llevan a cabo un proceso de andlisis minucioso para
seleccionar la mejor combinacion de la fase estacionaria, la fase mévil y la
temperatura para sus separaciones. Agilent ofrece soluciones de desarrollo
del método tanto para los sistemas LC Agilent 1290 Infinity como para la serie
1200. Estas soluciones ofrecen una automatizacion total de este largo proceso
de seleccion, lo que facilita que el desarrollo y la transferencia de métodos se
convierta en una tarea mas sencilla y fiable.

Las columnas RRHD y RRHT de 1,8 pym de ZORBAX utilizan la misma quimica
que las columnas de ZORBAX con particulas de 3,5 y 5 um. Como resultado,
para cualquier fase determinada de ZORBAX, las particulas de 5,0, 3,56 y

1,8 um proporcionan una selectividad idéntica, 1o que permite una transferen-
cia de método bidireccional sencilla, rapida y segura entre el sistema LC con-
vencional, el UHPLC y el LC preparativo.
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Beneficios de las columnas con particulas inferiores a 2 pm

14

Una cromatografia mas rapida

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

20 min por muestra a 5 min, el coste de 700 muestras se reduce un 79 %
(Tabla 1 en la pagina 14).

Tabla1  Ahorro de tiempo y costes en 700 analisis

Tiempo del ciclo Tiempo del ciclode 20  Tiempo del ciclo de 5
min min

Analisis 700 700

Coste aprox. por analisis’ $10.58 $224

Coste aprox. por 700 analisis’ $ 7400 $1570

Ahorro de costes - $5830

Tiempo? 10 dias 2,5 dias

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

2 94 horas/dia

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

Unos tiempos de analisis mas cortos también ofrecen respuestas mas rapidas.
Esto es importante en el control de procesos y en las pruebas de liberaciéon
rapida. Ahora en lugar de esperar horas para liberar un tnico lote de un far-
maco, toda la adecuacion, calibracién y analisis de muestras del sistema se
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Introduccion a la cromatografia liquida de rendimiento ultraalto 1
Beneficios de las columnas con particulas inferiores a 2 pm

puede llevar a cabo en menos de una hora. Las respuestas rapidas también
son importantes para los quimicos sintéticos que utilizan sistemas LC/MS de
libre acceso para la confirmaciéon del compuesto y el control de la reaccion.
Los tiempos de analisis mas cortos también aceleran el proceso de desarrollo
del método de forma significativa.

General Settings. * B samples per Year | 7g500 o)
-
Solvent Costs TS
(USDHiten) 3.1 ~ Max. Samples per nstrument per Year (LC): B480
Waste Costs o N Max. Samples per nstrument per Year (RRLC): 19440
(USDiter) =) a0 12
Labour Costs P r—
50000
[USD per year per cperstor) = 00 1o
Depreciationin Years (7 - 8
(linear caiculation) E2] 00 s
Add. Laboratory Costs [ @
(USD per year) 4
200
Daily OperatingHours | 8 12 1824 2
(instnment) D 0 0
—
12 3 4 568 7
;'r:;u';g:ﬂ"“"“ Days T T T T Totel Annual Opergtional Cost per
T Costs in Thousands of USD Sampla in USD
Yearly Operating Weeks | 10 20 30 40 50 [ conventionsi LG [J] Agilent 1200 Series Rapid Resolution LC [RRLC] System
(instument e
—_— %
Instrument Settings Conventional LC Agilent 1200 Series RRLC System
Instrument Costs o D Conventional LG ilent 1200 Series RRLG System
(D ey wcement] soooo | eseno Ag y:
upime ) P P e B Operator Costs 500277.78 USD 196759.26 USD )
(% per yes =) = Mintenance Costs 472222 U0 1574074 USD @)
Maintenance Costs. O
USD per instument per Instruments Costs 8432540 USD 3854101 USD g
2 P o)
Golumn Costs = D Column Costs. 38250.00 USD 38250.00 USD )
(USD per column) 500 = 5% = olumn Bos 9
Operators ; Sin = Consumable Costs 0.00USD| 0,00 USD @)
(per insirument) ~J =
Solvent Costs. 5628.75USD 41187 UsD g)
Consumable Costs. 7 0 ~ g -
(USD per sample) 3} = Waste Costs 2677.50 USD 186.01 USD g}
Msthod Sattings Annual Lab. Costs 0.00UsD 0.00USD
Runtime P U P Y
i) ¥ = 2 A
Elow PR PR P P8 Total Annual Operational Cc 758881.65 USD 267838.39 USD @)
mimiry
(miémin) = = Total Cost per Sample 10.05USD 376 USD @)
Column Lifetime (») Injactions
= D Savings 480792.76 USD )
() Col. Volumes = =

Figura 6 Calculadora de ahorro de costes

Manual y guia de referencia rapida del sistema LC Agilent 1290 Infinity 15



16

Introduccion a la cromatografia liquida de rendimiento ultraalto

Longitud de
la columna
(mm)

150

100

75

50

30

Eficacia de
la columna
N(5 pm)

12.500

8,500

6000

4,200

N/A

N/A

Figura 7

Eficacia de Eficacia de Reduccion
la columna la columna del tiempo
N(3,5 um) N(1,8 ym) de analisis
21.000 35.000
14.000 23.250 Eficacia (N) Tiempo -33%
de analisis
10.500 17500 -50%
Presion
7.000 12.000 Volumen -67%
de pico
4.200 6.500 Uso -80%

de disolvente

2.100 2500 -90%

Relacion entre el tamaifo de particulas, la eficacia y el tiempo de analisis
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Introduccion a la cromatografia liquida de rendimiento ultraalto 1

Una resolucion mas elevada

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

w W
o o
1 1

Capacidad de pico = 694

N
[$3]
1

"LC con resolucion GC"

Absorbancia [m UA]
S

15 ]
10
. W My,
0 A T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo [min]

Figura 8 Se pueden obtener capacidades de pico de mas de 700 mediante una columna
ZORBAX RRHT SB-C18 (2,1 x 150 mm, 1,8 pm) para analizar una digestion trip-
tica de BSA
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Calentamiento derivado de la friccion

18

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

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

La termostatizacion potente de la columna (por ejemplo, mediante un baiio de
agua) genera un gradiente de temperatura radial fuerte, lo que provoca una
pérdida significativa de la eficacia de la columna. La termostatizacion de la
columna de aire inmévil reduce el gradiente de temperatura radial y, por
tanto, reduce la pérdida de eficacia. No obstante, se debe aceptar una tempe-
ratura de salida de la columna mas elevada. La temperatura elevada puede
afectar a la selectividad. Con una retropresion inferior, se minimizan las pérdi-
das de rendimiento debido al calor por friccion, de forma que las columnas
inferiores a 2 um con un diametro interno de 4,6 o 3 mm ofrecen eficacias
superiores en comparacion con las respectivas columnas de 2,1 mm de diame-
tro interno.

Un ejemplo de una transferencia del método de gradiente a una columna STM
de 2,1 mm de diametro interno en la que la separaciéon se ha acelerado se
muestra en la Figura 9 en la pagina 19. El analisis inicial en la columna de

2,1 mm se llevé a cabo a una velocidad de flujo de 0,22 ml/min, lo que generd
380 bar de presién a una temperatura ajustada en 37 °C con todos los picos
separados en 12,5 min (no se muestra el cromatograma). El flujo se aumenté a
0,66 ml/min y los tiempos de gradiente se redujeron por un factor de tres, lo
que genero6 1020 bar de presion con todos los picos eluidos en 4,2 min (parte
superior de la Figura 9 en la pagina 19). Esto deberia ofrecer la misma separa-
cion, pero se puede observar una pérdida de resoluciéon entre los picos 7y 8 y
entre el pico 5 y el pico principal; esto se debe a que el calentamiento de la
columna cambia la selectividad de estos componentes. Se ha demostrado que
si se ejecuta el termostato de la columna a 5 °C menos, es suficiente para com-
pensar el efecto del calentamiento dentro de la columna y restablecer la sepa-
racion (parte inferior de la Figura 9 en la pagina 19). La presién aument6
hasta 1070 bar, lo que también indica que la temperatura interior de la
columna era inferior.
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Influencia de la generacion de calor por friccion sobre la selectividad y el
efecto de la disminucion de la temperatura de la columna

En resumen, el uso de un material de relleno inferior a 2 um ofrece una mayor

eficacia, una resolucién mas elevada y separaciones mas rapidas. El sistema

LC Agilent 1290 Infinity y las columnas RRHD aumentan el espacio de separa-

cién disponible y permiten conseguir un nimero mayor de estos beneficios.
Las funciones del LC 1290 Infinity se tratan en “El sistema LC Agilent 1290

Infinity: descripcion del producto” en la pagina 21; en “Optimizacion del

sistema LC Agilent 1290 Infinity” en la pagina 39 se explica c6mo aplicar la

teoria y como utilizar estas funciones para desarrollar separaciones optimiza-

das.
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El sistema LC Agilent 1290 Infinity: descripcion del producto

Nuevas funciones del sistema LC Agilent 1290 Infinity

22

El sistema LC Agilent 1290 Infinity esta disefiado para ofrecer la mayor flexi-
bilidad a la hora de realizar cromatografias liquidas analiticas mediante todos
los tipos de tecnologias de columnas actuales y emergentes. El sistema LC
1290 Infinity posee la variedad mas amplia de parametros operativos, por lo
que puede reproducir ajustes de métodos transferidos desde cualquier sistema
HPLC o UHPLC analitico preexistente disponible por parte de cualquier pro-
veedor. El sistema LC Agilent 1290 Infinity ofrece nuevos conceptos de diseiio
radicales para lograr este objetivo y, alin asi, muestra claramente su origen de
fiabilidad en la ingenieria que ha convertido a los sistemas Agilent HPLC en la
linea de HPLC disponible mas exitosa.

Este sistema ofrece:

* Velocidades de flujo de 0,05 ml/min a 5 ml/min para la cromatografia con-
vencional o rapida con todos los didmetros de columna analitica de 1 a
5 mm de diametro interno y todos los tipos de material de relleno de
columna.

* Un rango de presion de hasta 1200 bar (>17400 psi) que permite la cromato-
grafia rapida en columnas cortas, una alta resoluciéon en columnas largas
mediante material de relleno inferior a 2 um y una seleccién mayor de la
viscosidad en la fase movil.

* Volumenes de retardo ultrabajos para los gradientes mas rapidos con detec-
cion espectrométrica de masa o deteccion ultravioleta/luz visible.

* La capacidad para utilizar cualquier método transferido de otro sistema
analitico HPLC o UHPLC.

* Un control sofisticado de la bomba para ofrecer un ruido cromatografico y
ruido acustico muy bajos y obtener mejores resultados y un mejor entorno
de trabajo.

* Un desgasificador y una valvula de purga automatica integrada en el médu-
lo de la bomba.

* Un inyector automatico de volumen variable con volumen de retardo redu-
cido, arrastre de contaminantes reducido y la opcién de funcionar como un
inyector automatico de loop fijado.
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* Un moédulo nuevo de cubo flexible para agregar funcionalidades al inyector
automatico, como la limpieza posterior del asiento de la aguja y el funciona-
miento del loop fijado.

* Un compartimento de columna termostatizado con una capacidad de uso
mejorada y soluciones de valvulas integradas con un rango de presion de
hasta 1200 bar (17400 psi).

* Un detector de diodos con una sensibilidad y una estabilidad de la linea
base altamente mejoradas que utiliza un sistema de celdas de cartucho con
guias de onda optofluidicas.

* Una velocidad de recopilacion de datos de hasta 160 Hz con informacién
espectral completa.

* Una gama nueva de columnas ZORBAX RRHD de tamaiio de particula infe-
rior a 2 um para el funcionamiento a presiones de hasta 1200 bar.

* Una ayuda para la mezcla para la amortiguacion automatica y la mezcla de
aditivos en la bomba cuaternaria 1290 Infinity.

El avance mas significativo es el rango de presiones y velocidades de flujo que
puede utilizar el sistema. Esta condiciéon operativa se puede describir como el
rango de potencia (flujo x presiéon) del instrumento y se entiende mas facil-
mente de forma grafica (Figura 10 en la pagina 24). Como se puede ver en el
diagrama, el rango de potencia de la bomba 1290 Infinity permite un funciona-
miento a 1200 bar con un flujo de hasta 2 ml/min, que se reduce a 800 bar a
medida que el flujo aumenta hasta 5 ml/min. Esto abarca las condiciones del
rango operativo de todos los sistemas UHPLC existentes en el mercado y posi-
bilita la transferencia directa de los métodos de cualquiera de estos sistemas
al sistema 1290 Infinity.
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Figura10  Rango de potencia de los sistemas UHPLC (presion x espacio operativo de la
velocidad del flujo)

El rango de presiéon ofrece la capacidad de trabajar con las ultimas particulas
inferiores a 2 um en columnas largas para obtener una resolucion elevada y en
columnas cortas para obtener una separacion rapida a velocidades de flujo
aumentadas. El rango de velocidades del flujo no solo permite utilizar los
métodos tradicionales, sino también materiales de relleno porosos (o pelicula-
res) por la superficie (por ejemplo, Poroshell) a velocidades de flujo elevadas.
Estos tipos de relleno han ganado interés recientemente como alternativa al
material inferior a 2 um para las separaciones de eficacia elevada. El rango de
velocidades de flujo permite seleccionar la columna de didmetro mas ade-
cuada para la separacién, ya sea 2 mm para aplicaciones de flujo bajo como las
requeridas por algunos sistemas MS o hasta 56 mm de didmetro interno (nor-
malmente 4,6 mm) para sistemas LC mas tradicionales o una mayor capacidad
de carga. El rango de velocidades de flujo admite los Gltimos descubrimientos
en investigacion que muestran los beneficios del uso de velocidades de flujo
maximas para aumentar la eficacia en separaciones de gradiente. (Consulte
Petersson et al., J.Sep.Sct, 31, 2346-2357, 2008, Maximizing peak capacity
and separation speed in liquid chromatography).
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El nuevo detector de diodos ofrece niveles nuevos de sensibilidad combinados
con unas caracteristicas de linea de base extraordinarias y una gran facilidad
de uso gracias a su diseino de celdas innovador.

El inyector automatico presenta el conocido diseiio de flujo de Agilent para la
inyeccion de volimenes variables con un arrastre de contaminantes bajo
actualizado para una mayor presion y unas aplicaciones de volumen inferior.
Se puede agregar un moédulo completamente nuevo (el Cubo Flexible) en el
inyector automatico para ofrecer la inyeccion de loop fijado y, asi, obtener el
volumen de retardo mas bajo y otras mejoras de rendimiento, como la limpieza
posterior del asiento de la aguja.

Manual y guia de referencia rapida del sistema LC Agilent 1290 Infinity 25



2  Elsistema LC Agilent 1290 Infinity: descripcion del producto
Componentes del sistema

Componentes del sistema

La Bomba binaria Agilent 1290 Infinity

La Bomba binaria Agilent 1290 Infinity contiene nuevas tecnologias para sol-
ventar los problemas de bombeo de los disolventes LC a presion ultraaltay a
velocidades de flujo elevadas: motores de accionamiento potentes en los pisto-
nes; nuevo material en los propios pistones para soportar la carga de trabajo y
transferir de forma activa el calor de los sellos; intercambiadores de calor
microfluidicos y el Jet Weaver, un dispositivo de mezclado microfluidico. La
bomba puede suministrar flujo en el intervalo de 0,05 — 5 mL/min a presiones
de hasta 1200 bar.

El médulo de la Bomba binaria Agilent 1290 Infinity contiene dos bombas
idénticas de alta presion (1200 bar), un desgasificador de disolventes de dos
canales, una valvula de entrada de seleccion de disolvente con cuatro canales,
una valvula de purga automatica y un dispositivo de mezcla de bajo volumen
(el Jet Weaver) integrado en una carcasa individual. El desgasificador
aumenta la estabilidad del flujo, especialmente a velocidades de flujo bajas, y
la sensibilidad del detector.

Figura11  La Bomba binaria Agilent 1290 Infinity
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Hasta el inyector automatico
Desde las reservas de disolvente
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Figura12 Identificacion de las piezas y esquema de la Bomba binaria 1290 Infinity

Cada cabeza de la bomba es un pistéon doble disefiado en serie que utiliza un
control del firmware nuevo y un material del pistén nuevo, el carburo de sili-
cio, que elimina de forma eficaz el calor de la bomba. El capilar que une los
pistones principal y secundario posee un intercambiador de calor integrado
para eliminar el calor generado a una presion y un flujo elevados. Cada cabeza
de la bomba posee una valvula de entrada pasiva y una valvula de salida
pasiva en la camara del pistén principal. Cada piston esta accionado de forma
independiente y precisa por un motor de 65000 pasos que ofrece 300 una
desviacion de picolitros por paso.

El movimiento de los pistones esta controlado de forma inteligente mediante
un loop de realimentacion para garantizar que esta amortiguacion activa del
pulso de presion cree un flujo sin ondas. El accionamiento del pistén se ajusta
solo segun las caracteristicas de compresibilidad del disolvente y las caracte-
risticas hidraulicas del sistema para mantener el estado sin ondas. Esto, junto
con el control de movimiento suave, que reduce el pulso de presiéon provocado
por el movimiento del piston, y la mezcla eficiente de bajo volumen garantizan
que el ruido de la bomba en las trazas UV sea lo mas bajo posible. Un micro-
procesador especializado en la bomba se encarga del control de movimiento
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Componentes del sistema

suave y de la optimizacién del movimiento de los pistones para una optimiza-
cién en tiempo real segiin los parametros estaticos y dinamicos. Ademas del
rendimiento cromatografico, estas funciones permiten que la bomba funcione
de forma muy silenciosa.

Cuando se utilizan soluciones tampo6n concentradas como fase moévil, la
opcién de lavado activo de sellos esta disponible para aumentar la vida ttil de
los sellos de la bomba.

Una valvula de seleccion de disolventes permite formar mezclas binarias (iso-
craticas o de gradiente) a partir de uno de los dos disolventes por canal. Los
gradientes binarios se crean en la valvula de purga mediante mezclas a gran
presion de disolventes de las bombas A y B. La valvula de purga permite cam-
biar el flujo mediante el control del software hacia los residuos para purgar
disolventes nuevos a través de la cabeza de la bomba. Un sensor conectado a la
valvula de purga sirve para monitorizar la presién del sistema.

Figura13  El mezclador Jet Weaver

El paso del flujo de la bomba se ha optimizado para obtener un retraso mini-
mo de gradientes e incorpora un sistema de mezcla innovador que emplea la
tecnologia de microfluidos. El dispositivo de mezcla, conocido como Jet Wea-
ver, utiliza una red de canales microfluidicos de varias capas (120 um x

120 um) para asegurarse de que el flujo se mezcle completamente. El Jet Wea-
ver presenta dos volimenes estandar: 35 ul para aplicaciones de deteccién UV
normales y 100 ul para situaciones mas complejas como el uso de acido tri-
fluoroacético en la deteccion UV. También esta disponible un Jet Weaver de
380 uL para obtener un ruido de linea base extremadamente bajo en estas
aplicaciones complejas. Para la deteccion MS, a menudo es posible trabajar sin
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el Jet Weaver y obtener el mezclado suficiente utilizando tinicamente el volu-
men de base de 10 ul del paso de flujo de la bomba. Las aplicaciones tipicas
son métodos de alto rendimiento con gradientes rapidos en las columnas de
2,1 mm de alta resolucion.

La Bomba binaria 1290 Infinity esta preparada para admitir el montaje de rai-
les de valvula adicionales en los lados derecho o izquierdo de la bomba. En
estos railes se pueden agregar hasta dos valvulas adicionales de seleccion de
12 disolventes. De esta forma se permite utilizar un maximo de 26 disolventes
de gradientes binarios para el desarrollo de métodos analiticos. Existe dispo-
nible un "accionamiento por grupos" especial que hace que las valvulas de
seleccion de disolvente externas formen parte de la interfaz de usuario de la
bomba y que permite realizar una seleccién sencilla de los disolventes por sus
nombres.
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La Bomba cuaternaria 1290 Infinity

En comparacion, la Bomba cuaternaria 1290 Infinity sé6lo esta equipada con
una cabeza de la bomba y una valvula de gradiente de varios canales adicional
(MCGYV) para repartir los eluyentes segin el gradiente programado. Segin esté
principio de mezclado a baja presion, los disolventes se encuentran en el mez-
clador de entrada y, por tanto, se mezclan antes en la cabeza de la bomba.

La cabeza de la bomba es la misma que en la Bomba binaria 1290 Infinity y,
por tanto, presenta los mismos valores de rendimiento y detalles técnicos.
También se puede equipar con un lavado de sellos activo para aumentar la
vida 1til de los sellos de la bomba cuando se utilicen soluciones tampén con-
centradas.

Un sensor de presion controla la presion durante el analisis antes de que los
disolventes entren en la valvula multiuso, un selector de corriente de cuatro
canales que permite las diferentes funcionalidades que se muestran en las
figuras siguientes. La valvula multiusos esta equipada con un filtro en linea,
que siempre se utilizara durante un analisis, un mezclador Jet Weaver opcio-
nal de 380 uL, que garantiza la mejor mezcla posible de disolventes y se puede
instalar facilmente, un capilar de restricciéon opcional y una conexioén al sis-
tema de residuos.
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Tabla 2 Funcionalidades de la valvula

Bomba Bomba

Jet Weaver
de Agilent

Jet Weaver Y
de Agilent

Inyector Inyector

» »

Residuos Residuos
Filtro Filtro
Figura 14 Aplicacion estandar Figura 15 Configuracion de volumen de mezcla extra
Bomba Bomba
Jet Weaver Jet Weaver
de Agilent de Agilent
Inyector Inyector
Residuos Residuos
Filtro Filtro
Figura 16 Funcién de purga automatica Figura 17 Limpieza posterior del filtro en linea
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La aplicacion estandar (1) se utiliza para la mayoria de los analisis, mientras
que la configuracién de volumen de mezcla extra (2) se utiliza en cualquier
tipo de aplicaciéon de linea base critica en la que el rendimiento de la mezcla y
la linea base UV dependiente se pueden mejorar de forma significativa
mediante el uso del mezclador Jet Weaver de Agilent. Posee una funcion de
purga automatica (3) instalada, asi como la posibilidad de realizar la limpieza
posterior del filtro en linea (4). De esta forma puede limpiar el filtro y aumen-
tar su vida util.
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El Inyector automatico Agilent 1290 Infinity

El Inyector automatico Agilent 1290 Infinity ofrece el conocido disefio de flujo
de Agilent con inyeccién de volumen variable y lo lleva a un nuevo nivel de
rendimiento. Los nuevos materiales inertes en el asiento de la aguja y en el
sello del dispositivo de medicién ayudan a obtener un arrastre de contaminan-
tes extremadamente bajo. El volumen hidraulico reducido del paso del flujo es
adecuado para gradientes mas rapidos. Ademas, la capacidad de utilizar inyec-
ciones solapadas y la reduccion automatica del volumen de retardo (ADVR)
contribuyen a obtener tiempos de ciclo mas breves y suministros de gradiente
aun mas rapidos a la columna. El sistema extrae exactamente el volumen con-
figurado de la soluciéon de muestra sin residuos y logra una gran reproducibili-
dad en todo el rango desde un volumen de inyeccién submicrolitro hasta un
maximo de 40 ul. El capilar de inyeccion estandar instalado permite inyeccio-

nes de 20 pl.
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Figura18 Esquema de los pasos de inyeccion en el Inyector automatico 1290 Infinity
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Un médulo anadido opcional totalmente nuevo, el Cubo flexible, funciona a la
perfeccion con el inyector automatico para proporcionar capacidades adicio-
nales. Con la incorporacion del nuevo médulo de Cubo flexible, que se com-
pone de una bomba de jeringa de 500 ul, una valvula de presién baja y dos
valvulas de intercambio de presiéon alta, son posibles mas opciones. Por ejem-
plo, el sistema de inyecciéon de flujo a través se puede sustituir por un loop de
inyeccion fijo mediante la bomba de jeringa y el sistema de valvulas del Cubo
flexible con el fin de llenar el loop de muestra. La ventaja de esta configura-
cion es que elimina el volumen de retardo del inyector automatico y, por tanto,
puede ser la opcién preferida en algunas situaciones de alta productividad y
gradiente rapido. La desventaja es que la flexibilidad de las inyecciones de
volumen variable esta desactivada y se desecha una parte de la muestra al lim-
piar el loop. Otras tareas, como la limpieza posterior automatica del asiento de
la aguja de inyeccion tras la inyeccién son posibles con el Cubo flexible, lo que
otorga mas confianza ya que se puede evitar el arrastre de contaminantes de
compuestos dificiles o los bloqueos provocados por las muestras sucias.

El estante de muestras del inyector automatico posee 10 posiciones fijas para
los viales de 2 ml y dos bandejas extraibles, que pueden ser idénticas o no,
seleccionadas de:

* una bandeja para viales de 2 ml con 54 posiciones,

* una placa de microtitulacién con 96 pocillos (configurable en varias altu-
ras),

* una placa de microtitulaciéon con 384 pocillos (configurable en varias altu-
ras).

Si es necesario, el inyector automatico se puede termostatizar de 4 °C a 40 °C
si se anade el médulo de control de la temperatura del inyector automatico.
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El Compartimento de columnas termostatizado Agilent 1290 Infinity

El Compartimento de columnas termostatizado (TCC) Agilent 1290 Infinity
controla la temperatura entre 10 °C por debajo de la temperatura ambiente y
hasta 100 °C a 2,5 ml/min y 80 °C a 5 ml/min, respectivamente. La especifica-
cion de estabilidad de la temperatura es = 0,05 °C y la especificaciéon de preci-

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

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

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

Las valvulas de intercambio presentan una facilidad de uso y una flexibilidad
excepcionales a la hora de realizar conexiones con la valvula: cuando se pulsa,
la unidad de accionamiento de la valvula de cambio rapido se desplaza hacia
delante para acceder facilmente (consulte la Figura 19 en la pagina 36 a la
izquierda). El usuario puede intercambiar cabezas de las valvulas alternativas
en el mecanismo de accionamiento para diferentes aplicaciones (consulte la
Figura 19 en la pagina 36 a la derecha). Tenga en cuenta la etiqueta RFID
(identificacion por radiofrecuencia) en la parte superior de la cabeza de la val-
vula.

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

con un valor de 40 °C y un rango de flujo entre 0,2 y 5 ml/min.
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Figura19 Valvula de cambio rapido en TCC

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

Las mejoras adicionales en comparacion con los diseiios anteriores incluyen
un mejor aislamiento térmico, mejores guias de capilares y un sensor de
"puerta abierta" para que los métodos puedan definir que la puerta debe estar
cerrada (lo que es especialmente titil para los métodos de temperaturas altas o
bajas).
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El Detector de diodos 1290 Infinity

El Detector de diodos 1290 Infinity presenta un diseiio 6ptico nuevo que uti-
liza una celda de cartucho con guias de onda optofluidicas con una gran sensi-
bilidad y una dispersién baja, un amplio rango lineal y una linea base muy
estable para las aplicaciones LC estandares o ultrarrapidas. La celda de cartu-
cho Max-Light de Agilent aumenta drasticamente la transmision de luz
mediante el principio de la reflexiéon interna total junto con un capilar de cris-
tal de silice fundida sin recubrimiento y alcanza un nivel nuevo de sensibili-
dad sin sacrificar la resolucion a través de los efectos de dispersion del
volumen de la celda. Este disefio minimiza las perturbaciones de la linea base
provocadas por el indice de refraccién o los efectos térmicos y supone una
integracion mas fiable de las areas de pico.

Espejo

Red de difraccion .
Guia de onda

optofluidica ; 4 /
Lampara de deuterio i >

Celda de cartucho Max-Light

Rendija programable
Matriz de 1024 diodos
Figura20 El paso de luz a través del Detector de diodos 1290 Infinity

El mé6dulo también incluye un control electrénico de la temperatura para
mejorar ain mas la resistencia a los efectos de la temperatura ambiental. Aun-
que el volumen hidraulico de la celda de cartucho Max-Light es muy pequeiio,
la longitud de paso es de 10 mm. Sin embargo, para obtener una sensibilidad
aun mayor existe otra celda de alta sensibilidad Max-Light de Agilent con una
longitud de paso de 60 mm disponible. Las celdas se intercambian facilmente
al deslizarlas hacia dentro o hacia afuera del soporte de la celda y se alinean
automaticamente en el banco 6ptico. La fuente de luz del DAD es una lampara
de deuterio y el rango operativo de longitud de onda cubierto es de entre 190 y
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640 nm. Una matriz de 1024 diodos se encarga de la deteccién. La entrada al
espectrograma se realiza mediante una rendija 6ptica programable que ofrece
una resolucién espectral de 1 a 8 nm. Esto se lleva a cabo normalmente en el
centro del rango, pero se puede reducir a 1 nm para optimizarlo y obtener una
resolucion espectral alta (no se suele ser necesario en los espectros UV de fase
liquida), o abrir hasta 8 nm para obtener una transmision de luz maxima y un
ruido minimo en la senal.

Las sefnales cromatograficas se extraen de los datos de los diodos dentro del
firmware del médulo. Se pueden definir hasta 8 sefiales individuales, cada una
con una longitud de onda de la sefial, una anchura de banda de agrupamiento
de diodos y, en caso necesario, una longitud de onda y una anchura de banda
de referencia. Las sefiales se pueden emitir a un maximo de 160 Hz (160 pun-
tos de datos/segundo) para registrar de forma precisa los picos cromatografi-
cos mas rapidos (mas estrechos). Al mismo tiempo, el médulo también puede
emitir espectros de rango completo al sistema de datos a la misma velocidad
de 160 Hz.

Para los laboratorios regulados, es importante que todos los parametros de los
métodos estén registrados. E1 DAD 1290 Infinity no solo registra los valores
del instrumento, sino también las etiquetas RFID (etiquetas de identificacion
de radiofrecuencia) incorporadas en la lampara y el cartucho de la celda de
flujo, a fin de que el sistema también registre la identidad y las variables de
estos componentes importantes.
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Volumen de retardo y volumen de extracolumna

40

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

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

Volumen de retardo

En separaciones de gradiente, este volumen provoca un retardo entre el cam-
bio de la mezcla en la bomba y la llegada del cambio a la columna. El retardo
depende de la velocidad de flujo y del volumen de retardo del sistema. En rea-
lidad, esto significa que en cada sistema HPLC existe un segmento isocratico
adicional en el perfil de gradiente al inicio de cada analisis. Por regla general,
el perfil de gradiente es indicado en términos de ajustes de mezcla en la
bomba y el volumen de retardo no se cita aunque afectara a la cromatografia.
El efecto sera mas significativo a velocidades de flujo bajas y voliimenes de
columna pequeiios y puede afectar significativamente a la transferabilidad de
los métodos de gradiente. Por lo tanto, para las separaciones de gradiente
rapidas es importante tener voliimenes de retardo pequeiios, especialmente
en columnas de diametro estrecho (por ejemplo, de 2,1 mm de d.i.) como las
que se suelen utilizar en la deteccién espectrométrica de masas.

El volumen de retardo de un sistema incluye el volumen en la bomba desde el
punto de mezcla, las conexiones entre la bomba y el inyector automatico, el
volumen del paso de flujo a través del inyector automatico y las conexiones
entre éste y la columna.

Como ejemplo, en los métodos HPLC con material empaquetado de 5 um se
suelen utilizar velocidades de flujo de 1 ml/min en una columna de 4,6 mm de
d.i. y aproximadamente 0,2 ml/min en una columna 2,1 mm de d.i.(misma
velocidad lineal en la columna). En un sistema con un volumen de retardo tipi-
co de 1000 pl y utilizando una columna de 2,1 mm, se generaria un segmento
isocratico “oculto” de 5 min mientras que en un sistema con 600 pl el volumen
de retardo seria de 3 min. Estos volimenes de retardo serian demasiado altos
para tiempos de analisis de uno o dos minutos. Con empaquetados de subdos
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um la velocidad de flujo 6ptima (a partir de la Curva de Van Deemter) es un
poco mas alta, por lo que la cromatografia rapida puede utilizar de tres a cinco
veces estas velocidades de flujo que generaran tiempos de retardo de aproxi-
madamente un minuto. Sin embargo, el volumen de retardo debe reducirse
mas para conseguir tiempos de retardo correspondientes a una fraccién del
tiempo de analisis deseado. Esto se consigue con el sistema LC de Agilent 1290
Infinity debido al volumen de retardo bajo del paso de flujo de la bomba, al
volumen bajo del mezclador Jet Weaver y al volumen bajo del paso de flujo a
través del inyector automatico.

Volumen de extracolumna

El volumen extracolumna es una fuente de dispersion de picos que reducira la
resolucion de la separacién y debe minimizarse. Las columnas con diametro
mas reducido requieren volimenes extracolumna proporcionalmente mas
pequenos para limitar al minimo la dispersiéon de picos.

En un cromatégrafo de liquidos el volumen extracolumna dependera de los
tubos que conecten el inyector automatico, la columna y el detector; y del volu-
men de la celda de flujo del detector. El volumen extracolumna se ha minimi-
zado en el Sistema LC Agilent 1290 Infinity mediante los tubos de diametro
estrecho (0,12 mm de d.i.), los intercambiadores de calor de volumen bajo en
el compartimento de la columna y la celda de cartucho Max-Light en el detec-
tor.

Manual y guia de referencia rapida del sistema LC Agilent 1290 Infinity 4



3

Optimizacion del sistema LC Agilent 1290 Infinity

Como configurar el volumen de retardo optimo

42

La Tabla 3 en la pagina 42 y la Tabla 4 en la pagina 43 muestran los voliimenes
de componente que contribuyen al volumen de retardo del sistema en el sis-
tema LC Agilent 1290 Infinity. En la configuraciéon estandar con la Bomba
binaria Agilent 1290 Infinity, el mezclador Jet Weaver, el Inyector automatico
Agilent 1290 Infinity y el Compartimento de columnas termostatizado, el volu-
men de retardo del sistema es de aproximadamente 125 ul. Este volumen de
retardo estandar es adecuado para la mayoria de las aplicaciones. Por ejemplo,
una separacion rapida en una columna de 50 mm x 2,1 mm rellena con parti-
culas inferiores a 2 um a una velocidad de flujo moderada de 0,6 ml/min dara
lugar a un tiempo de retardo tipico de gradiente de aproximadamente 0,2 min,
que por lo general es aceptable con tiempos de gradiente de dos a tres minutos
(consulte Tabla 6 en la pagina 44). Resulta util a menudo considerar la veloci-
dad de flujo en términos de volimenes de columna y se puede ver en la Tabla 7
en la pagina 45 que con esta columna a 0,6 ml/min fluyen a través del sistema
aproximadamente 6 volimenes de columna por minuto y que el volumen de
retardo es de aproximadamente 1,2 veces el volumen de la columna.

Una configuracion con la Bomba cuaternaria Agilent 1290 Infinity, el Inyector
automatico 1290 Infinity y el Compartimento termostatizado de columna pre-
senta un volumen de retardo de 430 uL, lo que da lugar a un tiempo de retardo
de 0,7 min. Este es el limite de aceptacion de los tiempos de gradiente de

3 min.

Tabla3  Volumenes de retardo de los médulos LC 1290 Infinity

Componentes Volumen de retardo (pl)
Bomba binaria 10

Mezclador Jet Weaver (estandar) 35

Bomba binaria + Jet Weaver 45

Bomba cuaternaria 350

Bomba cuaternaria + Jet Weaver V380 500

Inyector automatico (loop fijado de 5 pl) 5

Inyector automatico (volumen variable, estandar) 80
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Tabla3  Volumenes de retardo de los médulos LC 1290 Infinity

Componentes Volumen de retardo (pl)

Intercambiador de calor de dispersion baja del compartimentode 1.6
columna

Tubos de conexion, 0,12 mm de d.i., por 100 mm 1.1

Tablad  Volimenes de retardo de las configuraciones del sistema LC binario 1290

Infinity
Configuraciones del sistema’ Volumen de retardo (pl)
Bomba hinaria + Inyector automatico de loop fijado (MS 20
solamente)
Bomba binaria + Jet Weaver + Loop fijado 55
Bomba binaria + Inyector automatico estandar (MS solamente) 90
Bomba binaria + Jet Weaver + Inyector automatico 125

15 ul agregados para permitir conexiones en las configuraciones del sistema

Tablab Volumenes de retardo de las configuraciones del sistema LC cuaternario 1290

Infinity

Configuraciones del sistema’ Volumen de retardo (pl)
Bomba cuaternaria + Inyector automatico de loop fijado (MS 360

solamente)

Bomba cuaternaria + Inyector automatico estandar (MS 430

solamente)

Bomba cuaternaria + Jet Weaver V380 + Loop fijado 510

Bomba cuaternaria + Jet Weaver V380 + Inyector automatico 580

T 5l agregados para permitir conexiones en las configuraciones del sistema
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Tabla6  Tiempos de retardo del sistema para que el gradiente alcance la cabeza de la

columna

Velocidad Volumen de retardo del sistema (microlitros)
de flujo
(ml/min)

20 55 90 125 360 395 430 465

Tiempos de retardo (minutos)

0.2 0.10 0.28 0.43 0.60 1.80 2.15 2.55 2.90
0.4 0.05 0.14 0.21 0.30 0.90 1.08 1.28 1.45
0.6 0.03 0.09 0.14 0.20 0.60 0.72 0.85 0.97
0.8 0.03 0.07 0.1 0.15 0.45 0.54 0.64 0.73
1.0 0.02 0.06 0.09 0.12 0.36 0.43 0.51 0.58
15 0.01 0.04 0.06 0.08 0.24 0.29 0.34 0.39
20 0.01 0.03 0.04 0.06 0.18 0.22 0.26 0.29
3.0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.12 0.14 0.17 0.19
4.0 0.01 0.01 0.02 0.03 0.09 0.1 0.13 0.15
5.0 0.00 0.01 0.02 0.02 0.07 0.09 0.10 0.12
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Tabla7  Volumen aproximado del liquido en dimensiones de columna tipicas asumiendo

porosidad de 0,6

Diametro de Longitud de la columna (mm)
la columna
(mm)

30 50 100 150 250

Volumen de la columna - Fase liquida (microlitros)

2.1 62 104 208 312 520
3.0 127 212 424 636 1060
4.0 226 377 754 1131 1885
4.6 299 499 997 1496 2493

Para gradientes muy rapidos de mas de 0,5 min, que solo se pueden lograr con
el sistema LC binario Agilent 1290 Infinity, el volumen de retardo del sistema
se puede reducir facilmente sin cambiar la configuracion fisica del sistema.
Este cambio se alcanza variando el comportamiento del inyector automatico.

El volumen de retardo de 80 ul del Inyector automatico Agilent 1290 Infinity
se produce por el paso de flujo de la valvula de inyeccion a través del disposi-
tivo de medida, la aguja, el asiento de la aguja y los capilares de conexion de
vuelta a la valvula de inyeccién (consulte Figura 18 en la pagina 33). Para rea-
lizar una inyeccion, la valvula cambia de la posiciéon de mainpass a la posicién
de bypass de forma que el dispositivo de medida pueda suministrar la muestra
al capilar de la aguja. La inyeccién se realiza cuando la valvula regresa a la
posicién de mainpass y la muestra se evacua en la columna. La valvula perma-
nece en esta posicién durante el analisis de forma que el inyector automatico
evacue continuamente y, por lo tanto, el gradiente fluya a través de este volu-
men de retardo para alcanzar la columna. Este proceso se puede eliminar si se
cambia la valvula de inyeccion de la posicion de mainpass a la posicién de
bypass tras haber realizado la inyecciéon y haber evacuado la muestra inyec-
tada en la columna. En la practica, esta operacion se puede realizar pocos
segundos después de la inyeccion y se activa al seleccionar la funcién "Reduc-
cion automatica del volumen de retardo" (ADVR) en el ment de configuracion
del inyector automatico. El factor de evacuacion (normalmente, 5 veces el
volumen de inyeccién) garantiza que transcurra el tiempo suficiente para eva-
cuar la muestra del inyector antes de cambiar a la posicién de bypass. Esto
reduce eficazmente el volumen de retardo del sistema de 125 ul a 50 pl.
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Cuando se utiliza la funcién ADVR, se ha de tener presente que el gradiente ya
se ha iniciado en la bomba en el momento de la inyeccion. Cabria preguntarse
si el gradiente ya ha alcanzado el inyector automatico, en cuyo caso daria
lugar a un pequeno paso en el gradiente. Esto ocurre cuando el volumen de
retardo es inferior al volumen de evacuacion y no plantea necesariamente un
problema, pero es un factor que debe considerarse en una transferencia del
método. Con un factor de evacuacién de 5 y un volumen de inyeccién de 10 ul,
el inyector automatico permitira el paso de 50 ul antes de cambiar a la posi-
cion de bypass, con un volumen de retardo de 50 ul, lo que significa que el gra-
diente acaba de alcanzar la valvula de inyecciéon. Los voliimenes de inyeccién
mas pequenos no tendran ningin efecto. Sin embargo, en el caso de volimenes
de inyeccion mas grandes, se producira un pequeno paso en el gradiente. La
velocidad de flujo utilizada también afectara a la decision de utilizar o no la
funcién ADVR. A 0,2 ml/min, el tiempo de retardo que se ahorra es de 21
segundos, mientras que a 1,0 ml/min, es de 4 segundos.

Probablemente la funcién ADVR no es adecuada en el caso de aplicaciones con
compuestos conocidos, ya que generan problemas de arrastre de contaminan-
tes.

Para minimizar la dispersion de picos y el volumen de retardo en el comparti-
mento termostatizado de columna, ha de instalarse el intercambiador de calor
de dispersion baja. El intercambiador de calor de dispersion baja se incluye en
los kit de capilar recomendados para las aplicaciones de dispersion baja. El kit
de capilar comun incluye también capilares estrechos de 0,12 mm de d.i. Se
suministran los intercambiadores de calor incorporados de 3 ul y 6 ul para
garantizar la retrocompatibilidad y s6lo deberian utilizarse en caso de que se
necesite ejecutar un método convencional, aunque en este caso también seria
posible utilizar el intercambiador de dispersion baja.

Para mantener la resolucion en el Detector de diodos Agilent 1290 Infinity, la

celda de cartucho Max-Light posee un volumen de dispersiéon bajo (¢ volumen
1,0 ul) y no se necesita ninguna optimizaciéon de volumen adicional. Cuando se
utilice la celda de sensibilidad alta Agilent Max-Light alternativa para obtener
un sensibilidad mas elevada, el volumen de la celda se optimiza para su utiliza-
cién con columnas de didmetro interno de 3 mm y 4,6 mm.

Para operar con la bomba se recomienda fijar el disolvente correcto en la pan-
talla de configuracion de la bomba. Incluso a pesar de que el control inteli-
gente ajusta automaticamente la onda de presién a un minimo, la
compresibilidad del disolvente puede influir en el mantenimiento de la veloci-
dad de flujo absolutamente correcta a alta presion. Esto garantiza la aplica-
ciéon en todo momento de valores de compresibilidad correctos para las fases
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moviles utilizadas. Las funciones de calibracién estan disponibles para las
Bombas binarias y cuaternarias Agilent 1290 Infinity.

En la Bomba binaria 1290 Infinity, el volumen de retardo fisico de la bomba
depende principalmente de la utilizacién del mezclador Jet Weaver. Para la
deteccion UV, deberia utilizarse siempre el Jet Weaver. Sin embargo, para la
deteccion espectrométrica de masas, el usuario puede decidir si ignorar el Jet
Weaver mediante la retirada de 35 ul del volumen de retardo. Esto s6lo tiene
sentido para la operacion de gradiente ultrarrapida (menos de 0,5 min) o para
su utilizacién con columnas de volumen muy pequenias. Consulte la Tabla 6 en
la pagina 44 para obtener informacién del efecto sobre el tiempo de retardo en
el sistema. Si se ignora el Jet Weaver, los tubos de conexion al inyector auto-
matico se dirigiran directamente desde la valvula de purga. Asegurese de que
el Jet Weaver se ha lavado con disolvente sin tampones u otros aditivos antes
de desconectarlo.

En ocasiones puede resultar aconsejable aumentar el volumen de retardo en la
bomba. Especialmente cuando se utiliza la detecciéon UV y se ha agregado un
compuesto de absorciéon UV fuerte a la fase mé6vil. En estos casos, es posible
que se acentie cualquier ruido de la bomba, la utilizaciéon de acido trifluoro-
acético (TFA) en el analisis de proteinas y péptidos constituye el ejemplo mas
comun. El efecto puede mitigarse aumentando el volumen del mezclador. El
mezclador Jet Weaver tiene dos voliimenes alternativos en la misma unidad. El
cambio del volumen bajo, 35 ul, al volumen alto, 100 ul, se realiza desinstalan-
dolo, dandole la vuelta y volviendo a instalarlo. El volumen de mezcla (y por
tanto el volumen de retardo) aumenta 65 ul y mejora el funcionamiento de la
linea base con aditivos como el TFA. La configuracion del Jet Weaver se regis-
tra automaticamente mediante una etiqueta RFID. Para aplicaciones comple-
jas con el ruido de linea base UV mas bajo posible, esta disponible un
mezclador Jet Weaver de 380 uL, que se instala de forma analoga al mezclador
Jet Weaver estandar.

El procedimiento para sustituir un Jet Weaver en la Bomba binaria 1290 Infi-
nity se ilustra en “Sustitucion del Jet Weaver en la Bomba binaria 1290
Infinity” en la pagina 49.

Debido a la configuraciéon y al principio de mezcla diferente de la Bomba cua-
ternaria Agilent 1290 Infinity, el volumen de retardo fisico es mucho mayor y
en las aplicaciones estandares no es necesario un mezclador Jet Weaver adi-
cional. Aun asi, es posible instalar un mezclador Jet Weaver opcional de

380 uL para las aplicaciones criticas de linea base, como las aplicaciones de
TFA. El mezclador Jet Weaver opcional posee una carcasa diferente, que se
adapta al disefio de la Bomba cuaternaria 1290 Infinity.
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El procedimiento para instalar un Jet Weaver en la Bomba cuaternaria 1290
Infinity se ilustra en “Instalacion del Jet Weaver V380 en la Bomba cuaternaria
1290 Infinity” en la pagina 50.
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Sustitucion del Jet Weaver en la Bomba binaria 1290 Infinity

1 Extraiga las conexiones de los capitales del Jet Weaver. | 2 Extraiga los tornillos hexagonales que fijan el Jet Weaver
a la carcasa de la bomba.

3

La entrada situada en la parte inferior del Jet Weaver
esta conectada al puerto central de la valvula de la
bomba a través de un capilar (longitud 300 mm, 0,17 mm
de d.i.). La salida situada en la parte superior esta
conectada a un inyector automatico.

El Jet Weaver tiene una parte frontal y otra posterior
con volimenes internos diferentes (35 / 100 pl) que se
optimizan para obtener un volumen de retardo bajo o
el mejor rendimiento de mezcla.
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Instalacion del Jet Weaver V380 en la Bomba cuaternaria 1290
Infinity

1 Afloje el tornillo de la tapa metalica del Jet Weaver. 2 Extraiga la tapa metalica. Para ello, elévela (1) y
extraigala del panel frontal (2).

3 Introduzca el Jet Weaver en la abertura del panel frontal | 4 Monte los dos capilares de conexion del Jet Weaver.
(1) y empujelo hacia abajo (2). Para ello, tenga en cuenta la orientacion correcta.
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b Conecte el capilar de entrada entre el Jet Weaver y el
puerto 2 de la valvula multiuso. Conecte el capilar de
salida al puerto 1.

Puerto 1

Puerto 2

Manual y guia de referencia rapida del sistema LC Agilent 1290 Infinity 51



3

Optimizacion del sistema LC Agilent 1290 Infinity

Como conseguir volumenes de inyeccion mas elevados

52

En la configuracién estandar del inyector automatico Agilent 1290 Infinity se
incluye un loop de muestra de volumen variable para hasta 20 ul inyecciones.
El dispositivo de mediciéon puede inyectar un volumen maximo de 40 ul y el
cartucho de loop de muestra puede cambiarse para este fin (consulte el
manual del inyector automdtico 1290 Infinity para obtener informacion). El
volumen de retardo del sistema aumentara por lo tanto debido al inyector
automatico.

Siempre que un método disminuya de una columna grande a una mas peque-
na, es importante que la conversiéon del método acepte la reducciéon del volu-
men de inyeccion en relacion al volumen de la columna para mantener el
rendimiento del método. De este modo, el volumen de la inyeccién se manten-
dra al mismo porcentaje con respecto a la columna. Esto es particularmente
importante si el disolvente de la inyeccion es mas fuerte (mas eluotrépico) que
la fase movil de inicio y cualquier aumento afectara la separacion, especial-
mente de los primeros picos (factor de retencién bajo). En algunos casos es la
causa de la distorsion de los picos y la norma general es mantener el mismo
disolvente de inyecciéon o aplicar uno mas suave que la composicién del gra-
diente de inicio. Esto tiene que ver con si, o en qué medida, puede aumentarse
el volumen de inyeccion y el usuario deberia buscar seiiales de aumento de
dispersion (picos mas anchos o mas torcidos y una resoluciéon de pico redu-
cida) con el fin de aumentar el tamano de la inyeccion. Si se realiza una inyec-
cién en un disolvente débil, el volumen podra probablemente aumentar mas ya
que el efecto sera la concentracion del analito en la cabeza de la columna al
inicio del gradiente. Por el contrario, si la inyeccién se encuentra en un disol-
vente mas fuerte que la fase moévil de inicio, el volumen de inyeccién aumen-
tado esparcira la banda del analito por la columna del gradiente, dando como
resultado la dispersion de los picos y la pérdida de la resolucién.

Puede que la consideracion principal para determinar el volumen de inyeccién
sea el diametro de la columna, puesto que esto tendra un gran impacto en la
dispersion de los picos. La altura de los picos puede ser superior en una
columna estrecha que con una inyecciéon mas larga en una columna mas
ancha, ya que hay menos dispersién de picos. Con columnas de d.i. de 2,1 mm
los volumenes habituales de inyeccion podrian ir de 5 al0 ul pero depende
bastante, como se comentaba anteriormente, de la quimica del analito y de la
fase movil. Una guia aproximada para el volumen de inyeccién maximo puede
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obtenerse mirando el volumen de la columna (consulte ) — en volimenes de
inyeccion de separacion en gradiente de aproximadamente 5 % del volumen de
la columna podria alcanzarse al mismo tiempo que se mantiene una buena
resolucion y la dispersion de los picos.

Una forma de lograr mayores inyecciones es utilizar una columna de retenciéon
seleccionada mediante una valvula de intercambio para capturar y concentrar
la inyecciéon antes de intercambiarla, por ejemplo, inyectandola, en una
columna analitica, consulte . La valvula puede colocarse segin sea necesario
en el compartimento termostatizado de columna.

Pump A  Autosampler

Analytical
column
Position 1 ﬁ]
Detector
Enrichment Pump B
column
Pump A Autosampler
1L .
Analytical
2// column
I ——
= &
. Waste
Position 2 3 4 Detector
-3
~ 4
Enrichment Pump B
column

Figura21 Enriquecimiento de muestras
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Algunos laboratorios operan en entornos de alta productividad (HT) en los
que la carga requiere la aplicacién de secuencias de cientos o incluso miles de
inyecciones para completar un trabajo. En estos casos, es muy conveniente
minimizar los ciclos de tiempo, ya que ahorrar incluso unos pocos segundos
por inyeccién reducira el tiempo necesario para completar el trabajo en una
cantidad significativa y ttil. Los pasos fundamentales para obtener tiempos de
ciclo rapidos y operaciones de alta productividad son:

» Utilizar separaciones rapidas
* Solapar inyecciones
* Minimizar el tiempo de equilibrado

* Regeneracion alternada de la columna

El primer paso para obtener una operacion de alta productividad es asegu-
rarse de que los métodos utilizados tienen tiempos de ciclo cortos, es decir,
que son métodos de cromatografia rapida. El uso de columnas cortas con
empaquetado de tamaio de particula de 1,8 um es ideal para este propésito
debido a la alta eficiencia disponible en una columna corta. Si los métodos
implican separacion isocratica, se conseguiran los tiempos de ciclo mas rapi-
dos, al no ser necesario equilibrar las columnas entre analisis. Sin embargo, lo
mas habitual es emplear métodos de gradiente debido al rango o complejidad
de las muestras. Al desarrollar el método el rango de gradiente debe mante-
nerse al minimo requerido para obtener la separacion. En muchos sistemas de
“acceso abierto” se utilizan gradientes con disolventes organicos del 5 % al

95 % para obtener la mayor flexibilidad a la hora de tratar con un rango de
compuestos desconocidos. En situaciones de alta productividad debe conside-
rarse si sera suficiente un rango mas corto sobre la base de que se reduce el
rango esperado de compuestos para analisis y esto no sélo permitira reducir
los tiempos de analisis sino también los tiempos de equilibrado entre opera-
ciones.

El tiempo de ciclo se compone de varios elementos: Tiempo de ciclo = inyec-
cion + separacion + equilibrado + procesamiento de datos.

Con un nimero grande de muestras que procesar, incluso una pequena reduc-
cién del tiempo de ciclo puede dar lugar a una gran reduccién del tiempo nece-
sario para completar el trabajo. Por esta razén el procesamiento de datos
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puede realizarse fuera de linea de forma que el sistema se centre en analizar
las muestras y en recopilar los datos.

La inyeccion se puede optimizar en términos de velocidad recordando que
dibujar la muestra demasiado deprisa puede reducir la reproducibilidad. Se
pueden obtener ganancias marginales en este sentido, ya que los volimenes de
muestra utilizados tienden hacia el extremo mas pequeiio del rango en todo
caso. Una parte significativa del tiempo de inyeccién es consumida por los
movimientos de la aguja desde el vial hasta el puerto de lavado. Estas manipu-
laciones se pueden efectuar mientras se lleva a cabo la separacion previa. Esto
es lo que se conoce como "inyeccion solapada" y puede activarse facilmente
desde la pantalla de configuracion del inyector automatico en el software de
control ChemStation. Se puede indicar al inyector automatico que cambie el
flujo a través del inyector automatico a bypass una vez que se haya realizado la
inyeccion y seguidamente tras, por ejemplo, 3 minutos en un analisis de 4
minutos, para que inicie el proceso de aspiracion de la siguiente muestra y la
preparacion de la inyeccion. Esta estrategia puede ahorrar entre 0,5y 1
minuto por inyeccién. Para compuestos pegajosos se recomienda seguir este
procedimiento durante el equilibrado de columna, cuando el inyector automa-
tico haya observado las condiciones de partida del siguiente analisis de gra-
diente.

El paso del equilibrado de columna puede consumir una parte significativa del
tiempo de ciclo. Por regla general, la columna necesita lavarse con tres a cinco
veces el volumen de columna antes de quedar estabilizada para la siguiente
inyeccion y este proceso puede suponer el 50 % o mas del tiempo de separa-
cién en algunas aplicaciones. Se trata de un proceso esencial, pero puede
excluirse del tiempo de ciclo si se utiliza la regeneracion alternada automatica
de la columna. Para ello, se necesita una cabeza de valvula de dos posiciones y
diez puertos, 1200 bares, en el compartimento de columna; una segunda
columna analitica, idéntica a la primera; y una segunda bomba. Mientras una
columna se utiliza para el analisis de separacion, la otra se lava con el compo-
sicion inicial del gradiente de la fase mévil; para iniciar la siguiente inyeccion
la columna recién reequilibrada se cambia al paso de flujo analitico. Las dos
columnas alternan de esta forma durante la secuencia completa de inyeccio-
nes. La segunda bomba sélo es necesaria para lavar una mezcla isocratica a
través de la columna, por lo que puede utilizarse una bomba mas sencilla que
las bombas 1290 Infinity. Por ejemplo, una bomba isocratica 1200 Series seria
suficiente para realizar la tarea. La configuracion se ilustra en Figura 22 en la
pagina 56.
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Como conseguir una resolucion mas elevada

Una resolucién mayor en una separacion mejorara los analisis de los datos
cualitativos y cuantitativos, permitira la separaciéon de mas picos u ofrecera
un mayor ambito para acelerar la separaciéon. En esta seccién analiza cémo
puede aumentarse la resolucion examinando los dos puntos siguientes:

* Optimizar la selectividad

* Embalaje de particulas de menor tamaiio

* Columnas mas largas

* Gradientes poco profundos, flujo mas rapido

* Volumen de columna extra minimo

* Optimizar el disolvente y el volumen de inyeccién

* Recopilacién de datos suficientemente rapida

La ecuaciéon de resolucion describe la resolucion entre dos picos:

1 =) (D)
Rs—4\/ﬁ o k,

donde

* Rg=resolucion,

* N=recuento de placa (medida de la eficacia de la columna),
+ o=selectividad (entre dos picos),

* ko=factor de retencion del segundo pico (anteriormente llamado factor de
capacidad).

El término que tiene el efecto mas importante en la resolucion es la selectivi-
dad, o, y en la practica la variacion de este término supone el cambio del tipo
de la fase estacionaria (C18, C8, fenil, nitrilo, etc.), la fase mévil y la tempera-
tura para maximizar las diferencias de selectividad entre los solutos que se
van a separar. Este es un trabajo importante que se hace mejor con un sistema
de desarrollo de método automatizado que permita la evaluacién de una
amplia gama de condiciones en diferentes columnas y fases méviles en un pro-
tocolo de reconocimiento ordenado. Esta seccion considera como conseguir
una resoluciéon mas alta con cualquier fase estacionaria y mévil elegida. Si se
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ha utilizado un sistema de desarrollo de método automatizado en la decisién
sobre las fases, es probable que se utilicen columnas cortas para un analisis
rapido en cada paso del reconocimiento.

La ecuacion de la resoluciéon muestra que el siguiente término mas importante
es el recuento de placa o eficacia, N, y que éste puede optimizarse de distintas
maneras. N es inversamente proporcional al tamafo de la particula y directa-
mente proporcional a la longitud de una columna y por lo tanto, una particula
de menor tamafio y una columna mas larga dara un niimero de placa superior.
La presion se eleva con el cuadrado inverso del tamano de la particula y pro-
porcionalmente con la longitud de la columna. Este es el motivo de que el sis-
tema LC 1290 Infinity esté disefiado para trabajar a 1200 bar de manera que
pueda ejecutar particulas de subdosmicrones y la longitud de la columna
pueda aumentarse hasta 100 mm 6 150 mm. Hay incluso ejemplos de colum-
nas de 100 mm y 150 mm unidas para tener una longitud de 250 mm . La reso-
lucién aumenta con la raiz cuadrada de N por lo que duplicar la longitud de la
columna aumentara la resolucién en un factor de 1,4. Lo que se puede conse-
guir depende de la viscosidad de la fase mévil ya que esto esta directamente
relacionado con la presion. Las mezclas de metanol generaran mas retropre-
sién que las mezclas de acetonitrilo. El acetonitrilo es preferible a menudo
porque las formas de los picos son mejores y mas estrechas sumado a la visco-
sidad mas baja aunque el metanol generalmente permite una selectividad
mejor (definitivamente para moléculas pequenas inferiores a 500 Da). La vis-
cosidad puede reducirse incrementando la temperatura pero deberia recor-
darse que esto puede cambiar la selectividad de la separacion. El experimento
mostrara si esto supone un incremento o descenso de la selectividad. A
medida que aumenta el flujo y la presion, deberia tenerse en cuenta que el
calor por friccion del interior de la columna aumentara y que ello puede cau-
sar una mayor dispersion y posiblemente un pequeiio cambio en la selectivi-
dad; ambos podrian verse como una reduccién de la resolucién. El ultimo caso
podria compensarse reduciendo la temperatura del termostato en varios gra-
dos y de nuevo el experimento revelara la respuesta.

La curva van Deemter muestra que la velocidad de flujo 6ptima a través de
una columna STM es superior para las particulas mas grandes y es bastante
plana a medida que aumenta la velocidad de flujo. Generalmente, las velocida-
des casi 6ptimas para las columnas STM son: 2 ml/min para columnas de

4,6 mm de d.i.; y 0,4 ml/min para columnas de 2,1 mm de d.i.

En separaciones isocraticas, aumentar el factor de retencion, k, da como resul-
tado una mejor resolucion porque el soluto se retiene durante mas tiempo. En
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. . s . . * .2
separaciones de gradientes, la retencion se describe por k en la ecuaciéon
siguiente:

* lo F@

“A%B V.S

donde:

+ Kk =valor medio de Kk,

* tg=longitud de tiempo del gradiente (o segmento del gradiente) (min),
* F =flujo (ml/min),

* Vp, = volumen de retardo de columna,

* A%B = cambio en la fraccion de disolvente B durante el gradiente,

* S = constante (ca. 4-5 para moléculas pequenas).

Esto muestra que k y de ahi la resolucion puede aumentarse teniendo un gra-
diente menos profundo (el cambio de 2 hasta 5 %/min es una guia), una veloci-
dad de flujo mas alta y una columna de volumen mas baja. Esta ecuaciéon
también muestra como acelerar un gradiente existente; si se duplica el flujo

pero el tiempo del gradiente se divide por la mitad, K permanece constante y
la separacién parece igual pero se produce en la mitad de tiempo. Una investi-
gacion publicada recientemente ha demostrado c6mo una columna STM mas
corta (a temperaturas por encima de 40 °C) pueden generar una capacidad de
picos superior que una columna STM mas larga debido a un funcionamiento
mas rapido. (Consulte Petersson et al., J.Sep.Sct, 31, 2346-2357, 2008, Maximi-
zing peak capacity and separation speed in liquid chromatography).

Cualquier reduccion en el volumen de la columna extra reducira la dispersion
y dara una resolucion mejor. Esto ya se ha optimizado en el sistema LC 1290
Infinity con capilares de diametro mas estrecho (0,12 mm de d.i.) (compruebe
que se utiliza la longitud mas corta entre la columna y el detector) y la celda
de flujo de portador Max-light.

Finalmente, cualquier ganancia en la resolucion debera preservarse mediante
una recopilacion de datos que sea lo suficientemente rapida para crear un per-
fil preciso de los picos estrechos.
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Como conseguir una sensibilidad mas elevada
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Como conseguir una mayor sensibilidad

La sensibilidad de un método de separacion esta relacionado con la eleccién
de fases estaticas y méviles como buena separaciéon con picos estrechos y se
busca una linea base estable con un ruido minimo. La eleccién de la configura-
cién del instrumento tendra una consecuencia y la configuracion del detector
sera un gran impacto. Esta seccion analiza en qué medida la sensibilidad se ve
afectada por:

* Volumen del mezclador de la bomba
* Columnas mas estrechas
* Celdas de flujo del detector

* Parametros del detector

Ademas, el analisis de los parametros del detector también hace referencia a
los temas relacionados de la selectividad y la linealidad.

Volumen del mezclador de la homba

Para lograr un menor ruido de linea base con deteccion de UV, se recomienda
la configuracion estandar del volumen de retardo con el Jet Weaver 35 ul para
el médulo de bomba 1290 Infinity. Esto es aplicable para casi todas las aplica-
ciones pero si se utiliza TFA en la fase mévil, o en otras situaciones que requie-
ran mas mezcla, deberia utilizarse la seccién de mayor volumen del mezclador
Jet Weaver para minimizar el ruido de mezcla.

Columnas

La sensibilidad se especifica como una relacion senal/ruido y de ahi la necesi-
dad de ampliar la altura de los picos y minimizar el ruido de la linea base.
Toda reduccién en la dispersion de picos ayudara a mantener la altura de los
mismos y el volumen de columna extra deberia reducirse mediante capilares
de conexioén cortos, de diametro interno reducido y conexiones correctamente
instaladas. El uso de columnas de didmetro inferior deberia dar como resul-
tado una mayor altura de picos y es, por tanto, ideal para aplicaciones con
muestras limitadas. Si la misma cantidad de muestra puede inyectarse en una
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columna de d.i. menor, la diluciéon debida al diametro de la columna sera
menor y la sensibilidad aumentara. Por ejemplo, si se disminuye el d.i. de la
columna de 4,6 mm a 2,1 mm se obtendra un aumento teérico de la altura de
los picos de 4,7 times debido a la disminucion de la dilucién de la columna. En
el caso de detectores de espectrometria de masas, las velocidades de flujo infe-
riores de columnas estrechas daran como resultado una mayor eficacia de la
ionizacion y, por tanto, una mayor sensibilidad.
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Como conseguir una sensibilidad mas elevada para el detector

El detector dispone de varios parametros que se utilizan para optimizar su
rendimiento. Los siguientes apartados describen c6mo los parametros del
detector afectan a las caracteristicas de rendimiento:

* La celda de flujo afecta a la sensibilidad.

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

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

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

Celda de flujo

La celda de flujo de cartucho Max-Light tiene una longitud de paso estandar
de 10 mm y esta optimizada para un volumen y una dispersiéon minimos (volu-
men o de 1,0 uL). Tiene un transmision de luz elevada que reduce el ruido
generado por las guias de onda optofluidicas. Puede utilizarse con una amplia
variedad de columnas analiticas, desde columnas cortas de didmetro estrecho
a columnas largas estandar (4,6 mm). Generalmente, el volumen de dispersiéon
de los picos (calculado a partir de la anchura de pico x la velocidad de flujo)
deberia ser superior a aproximadamente 2 uL en el caso de esta celda (por
ejemplo, 0,02 min x 200 uL/min = 4 uL).

La celda de sensibilidad elevada Max-Light tiene una longitud de paso de

60 mm, con lo que se genera un aumento de entre tres y cinco veces de los
valores de seiial/ruido en funcién de las condiciones de la aplicacién. El volu-
men de dispersion se incrementa fraccionadamente en comparacion con la
celda estandar.

Longitud de onda y anchura de banda

El detector mide simultineamente la absorbancia a longitudes de onda desde
190 nm a 640 nm. Para ello, utiliza la deteccién de diodos. Una lampara UV
proporciona una buena sensibilidad en el rango completo de longitudes de
onda. El detector de diodos (DAD) puede calcular y enviar simultaneamente al
sistema de datos hasta ocho seiales cromatograficas, asi como los espectros
de rango completo en todos los puntos de tiempo.
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Una seinal o un cromatograma UV es una representacion de datos de la absor-
bancia con respecto al tiempo y se define por su longitud de onda y su anchura
de banda.

* Lalongitud de onda indica el centro de la banda de deteccién.

* La anchura de banda define el rango de longitud de onda sobre el que se
promedian los valores de absorbancia para generar el resultado en cada
punto de tiempo.

Por ejemplo, una sefial a una longitud de onda de 250 nm y con una anchura
de banda de 16 nm tendra una absorbancia media de 242 nm a 258 nm. Ade-
mas, se puede definir una longitud de onda y una anchura de banda de refe-
rencia para cada sefial. La absorbancia media de la anchura de banda de
referencia, centrada en la longitud de onda de referencia, se restara de su
valor equivalente en la longitud de onda de la sefial para generar el cromato-
grama de salida.

Es posible seleccionar la anchura de banda y la longitud de onda de la seiial de
forma que estén optimizadas para:

* la deteccién universal de banda ancha,
* la deteccidn selectiva de banda estrecha,

* la sensibilidad para un analito especifico.

La deteccion universal o de banda ancha funciona con una anchura de banda
amplia para detectar cualquier especie con absorbancia en dicho rango. Por
ejemplo, para detectar todas las moléculas absorbentes entre 200 nm y

300 nm, fije una sefnal a 250 nm con una anchura de banda de 100 nm. La des-
ventaja es que la sensibilidad no sera 6ptima para ninguna de estas moléculas.
La deteccion selectiva o de banda estrecha se utiliza con mucha mas frecuen-
cia. Se examina el espectro UV correspondiente a una molécula concreta y se
selecciona un maximo de absorbancia adecuado. Si es posible, se debe evitar el
rango en el que los disolventes absorban de forma acusada (por debajo de
220 nm en el caso del metanol y por debajo de 210 nm en el caso del acetoni-
trilo). Por ejemplo, en la Figura 23 en la pagina 65, el acido anisico tiene un
maximo de absorbancia adecuado a 252 nm. Una anchura de banda estrecha
de entre 4 nm y 12 nm ofrece generalmente una buena sensibilidad y es espe-
cifica para la absorbancia en un rango estrecho.

En el caso de una molécula concreta, es posible optimizar la banda estrecha en
términos de la sensibilidad. Al aumentar la anchura de banda, no solo se
reduce la seinal, sino también el ruido, con lo existira un punto 6ptimo para
alcanzar la mejor seiial/ruido. Como guia aproximada, este punto 6ptimo suele
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situarse cerca de la anchura de banda natural a media altura de la banda de
absorcién en el espectro UV. En el ejemplo del acido anisico, es 30 nm.

La longitud de onda analitica suele fijarse generalmente en un maximo de la
longitud de onda para aumentar la sensibilidad correspondiente a dicha molé-
cula. El detector es lineal hasta 2 AU y mas alla en el caso de muchas aplica-
ciones. Esto ofrece un rango lineal amplio para la concentracion. En los
analisis de concentracion elevada, el rango de concentracion lineal puede
ampliarse si se fija una longitud de onda con una baja absorbancia como un
minimo de la longitud de onda o se utiliza una anchura de banda mas amplia,
lo que generalmente incluye valores de absorbancia mas bajos. La utilizaciéon
de minimos y maximos de la longitud de onda para la cuantificacion se
remonta a los detectores UV convencionales, los cuales necesitaban evitar
pendientes acusadas en el espectro debido a las tolerancias mecanicas que se
generaban al mover las redes de difraccion. Los detectores basados en diodos
no presentan esta limitacién. Sin embargo, por convencién, se escogen los
maximos y minimos con preferencia a otras partes del espectro.

La anchura de banda de referencia se suele establecer en una region del espec-
tro UV en la que el analito no tenga absorbancia. Esto se ilustra en el espectro
del acido anisico que se muestra en la Figura 23 en la pagina 65. Este espectro
es tipico de muchas moléculas pequenas que contienen un croméforo UV. Para
obtener los mejores resultados, se ha fijado la referencia en una banda amplia
lo mas préxima posible a la longitud de onda de la senal, pero en una region
con absorbancia cero. Se suelen utilizar anchuras de banda de referencia de
entre 60 nm y 100 nm. La referencia predeterminada es 360 nm con una
anchura de banda de 100 nm. Se utiliza una anchura de banda amplia porque
se reduce el ruido de la senal de referencia (segin la teoria estadistica, el
error, es decir, el ruido en este caso, se reduce por la raiz cuadrada del namero
de determinaciones). Es importante que la anchura de banda de referencia no
se amplie a una parte del espectro que tenga absorbancia, ya que entonces se
reduciria la senal resultante, asi como la sensibilidad. La utilizacién de una
longitud de onda de referencia puede ayudar a reducir la deriva o la desvia-
cién en el cromatograma que se originan como consecuencia de los cambios en
el indice de refracciéon. Estos cambios se deben a la fluctuacion de la tempera-
tura ambiente o a la operacion de gradiente. Es posible probar facilmente el
efecto de una senal de referencia. Para ello, es necesario configurar dos sefia-
les idénticas, una con una sefial de referencia y otra sin una sefial de referen-
cia. Si ninguna parte del espectro presenta absorbancia cero, convendria
apagar la senal de referencia.
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Figura23  Espectro del acido anisico

Anchura de rendija (solo para G4212A)

La transmision de luz dentro del espectrégrafo y la anchura de banda 6ptica se
controlan mediante la rendija de entrada de apertura variable. El ajuste prede-
terminado correspondiente a la anchura de rendija es de 4 nm, que es ade-
cuado para la mayoria de las aplicaciones dado que ofrece un buen
rendimiento general. Las caracteristicas de rendimiento afectadas son la sen-
sibilidad, la resolucién espectral y la linealidad. Si se considera una longitud
de onda concreta que entra en el espectrégrafo, su luz llegara eficazmente a
una banda pequena de diodos cuya anchura es proporcional a la de la rendija
de entrada. La descripcion de la rendija como de 4 nm define este comporta-
miento: la luz llega a los diodos que detectan una anchura de banda de 4 nm.
Se deduce que la resolucién 6ptica minima sera de 4 nm y, por tanto, la
anchura de banda de los diodos (o la anchura de banda digital) deberia fijarse
en 4 nm o en un valor superior. Para optimizar la sensibilidad, el ajuste en

8 nm permitira la entrada de mas luz y minimizara el ruido, pero la resolucién
espectral estara en su punto mas bajo. Generalmente, esto no suele plantear
problemas con los espectros UV, ya que sus anchuras de banda naturales sue-
len ser superiores a 25 nm sin ninguna estructura fina. La anchura de banda
optica de 8 nm reduce el rango de linealidad en comparacién con la rendija de
4 nm, por lo que es importante que un método validado emplee siempre la
anchura de rendija utilizada en la validacién. Para obtener una resolucion
espectral 6ptima, el mejor ajuste es 1 nm. Este valor permitira resolver estruc-
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turas finas como las del espectro del benceno (consulte Figura 24 en la
pagina 66). Muy pocos componentes muestran detalles tan finos en los espec-
tros de solucion. El nivel de luz sera mas bajo, por lo que la sefial tendra mas
ruido. Los niveles de ruido dependen de la longitud de onda y de los disolven-

tes de la fase movil que se hayan utilizado.
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Figura24 Benceno a anchura de rendija de 1y 4 nm (principio)

El volumen de inyeccién y el disolvente de la disoluciéon de muestra son impor-
tantes para controlar la dispersion. Es importante que los compuestos se enfo-
quen en la parte superior de la columna. De esta forma, se evita la dispersiéon
de los picos como consecuencia de la inyeccion, lo que reduciria la altura de
los picos. Para ello, la muestra deberia disolverse en un compuesto de disol-
ventes con una fuerza de elucién mas baja que la fase movil. Es posible aumen-
tar el volumen de inyeccion para obtener una concentracién mayor de analito

en la columna y, por tanto, una altura de pico mayor.

Consulte los comentarios en “Cémo conseguir volimenes de inyeccion mas
elevados” en la pagina 52.

Anchura de pico, tiempo de respuesta, velocidad de recopilacion de datos

El ajuste de la anchura de pico, el tiempo de respuesta y la velocidad de mues-
treo del detector estan vinculados. Los ajustes disponibles se muestran en la .
Es importante fijar estos parametros correctamente para optimizar la sensibi-
lidad y preservar la resolucion alcanzada en la separacion.

El detector adquiere internamente los puntos de datos mas rapidamente de lo
que necesita un cromatégrafo y los procesa para generar la sefial vista por el
sistema de datos. Parte del procesamiento reduce los datos a una velocidad de

Manual y guia de referencia rapida del sistema LC Agilent 1290 Infinity



Optimizacion del sistema LC Agilent 1290 Infinity 3

muestreo adecuada que permite dibujar con precision los picos cromatografi-
cos. Como ocurre con la mayor parte de las determinaciones analiticas, los
grupos de lecturas se promedian eficazmente para reducir los errores en el
resultado. El detector agrupa los puntos de datos iniciales y genera los datos
de la senal de salida a la velocidad de recopilacion de datos requerida
mediante un proceso de filtrado electrénico. Si la velocidad de muestreo resul-
tante es demasiado lenta (sobre el filtrado), las alturas de los picos se reduci-
ran, asi como la resolucion entre ellos; si es demasiado rapida, los datos
registraran mas ruido del necesario para generar picos estrechos con preci-
sion.

El ajuste de la anchura de pico del detector permite al usuario fijar correcta-
mente estos parametros con solo observar los resultados de integracion del
cromatograma y comprobar la anchura de los picos. El ajuste de la anchura de
pico deberia fijase en la anchura de pico mas estrecha observada en el croma-
tograma. Si se asigna un valor demasiado ancho, se generaran picos mas bajos
y anchos (y, posiblemente, con menos resoluciéon); en cambio, si se asigna un
valor demasiado estrecho, se aumentara innecesariamente el ruido de la linea
base. En esencia, el software utiliza este valor para fijar la velocidad de reco-
pilacion de datos que le permita recopilar suficientes puntos de datos sobre
los picos mas estrechos. Su objetivo es de entre 15 y 25 puntos a través del
pico. Si fuera necesario, el detector de diodos 1290 Infinity podria recopilar
datos a una velocidad maxima de 160 Hz, lo que permitiria recopilar suficien-
tes puntos de datos sobre un pico con una anchura de tan solo 0,1 s. El ajuste
del ttempo de respuesta es otra forma de indicar como se configura este filtro.
Se mide en segundos y es, aproximadamente, un tercio del valor de la anchura
de pico (que se mide en minutos). Muestra eficazmente la rapidez con la que la
sefnal trazada responde a un cambio de paso en la seial de entrada.
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Tabla 8 Anchura de pico, tiempo de respuesta y velocidad de muestreo

Anchura de pico a media altura [min]' Respuesta [s] Velocidad de muestreo de la
seiial [Hz]

<0,0015625 0,015625 160

>0,0015625 0,03125 160

>0,003125 0.0625 80

>0,00625 0,125 40

>0,0125 0.25 20

>0,025 05 10

> 0,05 1.0 5

>0,10 2,0 25

>0,20 4,0 1,25

>0,40 8.0 0,625

>0,85 16,0 0,3125

T Es posible redondear los valores de la interfaz de usuario.
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Como conseguir un arrastre de contaminantes minimo

El efecto memoria se mide cuando los picos residuales de una inyeccién ante-
rior con activos aparecen en una inyeccion de blanco con disolvente posterior.
Se dara un efecto memoria entre las inyecciones activas, lo cual podra derivar
en resultados erréneos. El nivel de efecto memoria aparece como el area del
pico en la solucion de blanco, expresado como un porcentaje del area en la
inyeccion activa anterior. El inyector automatico Agilent 1290 Infinity se ha
optimizado para obtener el menor efecto memoria, por medio de un diseio
cuidado del paso del flujo y el uso de materiales en los que la absorciéon de
muestras se minimiza. Se conseguira un efecto memoria de 0,002 % incluso
cuando el detector sea el espectrometro de masas de triple cuadrupolo. Los
ajustes de funcionamiento del inyector automatico permiten al usuario esta-
blecer los parametros adecuados para minimizar el efecto memoria en cual-
quier aplicacién con compuestos fiables para incrustarlos en el sistema.

Se pueden utilizar las siguientes funciones del inyector automatico para mini-
mizar el efecto memoria:

* Lavado interno de aguja
* Lavado externo de aguja
* Retroflujo del asiento de aguja

* Limpieza de la valvula de inyecciéon

El paso de flujo, incluido el interior de la aguja, se limpia continuamente en
funcionamiento normal, ofreciendo una buena eliminacién del efecto memoria
en la mayoria de las situaciones. La reduccion automatica del volumen de
retardo (ADVR) reducira el volumen de retardo, asi como el lavado del inyec-
tor automatico, y no debera utilizarse con analitos en los que el efecto memo-
ria pueda suponer un problema.

La parte exterior de la aguja se puede lavar con un vial de lavado en una ubi-
cacion especifica, o bien la aguja se podra lavar por medio del puerto de
lavado. Si se elige un vial de lavado en una ubicacién de bandeja que ha especi-
ficado el usuario, este vial no contara con un septum y debera tener un disol-
vente adecuado para lavar la muestra desde la aguja. El septum no se utiliza
para evitar retirar la contaminacion de la aguja hacia abajo y volver a aplicarla
hacia arriba. La aguja se puede sumergir en el vial muchas veces. Este procedi-
miento es eficaz para eliminar una pequena cantidad de efecto memoria, pero
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para lavar de forma mas eficaz el exterior de la aguja, utilice el puerto de
lavado.

El puerto de lavado se encuentra encima y detras del asiento de la aguja y una
bomba peristaltica proporciona el disolvente de lavado. Cuenta con un volu-
men de 0,68 ml y la bomba peristaltica proporciona 6 ml/min, lo que supone
que el volumen del puerto de lavado se rellena completamente con disolvente
nuevo en 7 s. Si se selecciona el puerto de lavado, el usuario podra configurar
el tiempo que se lavara la aguja con disolvente nuevo. Este periodo puede
durar dos o tres segundos en situaciones rutinarias en las que el efecto memo-
ria no es un gran problema, y de 10 a 20 s para un lavado mas completo. Se
recomienda que el lavado del exterior de la aguja del puerto de lavado sea un
procedimiento estidndar para evitar contaminar el asiento de la aguja. Si se
contamina el asiento de la aguja, esta se tendra que volver a lavar de forma
manual cambiando las conexiones de flujo. Esta tarea se puede automatizar
utilizando el mé6dulo de cubo flexible.

Para el puerto de lavado y su disolvente, la bomba de suministro y los tubos se
deben lavar de forma habitual para garantizar el menor efecto memoria posi-
ble. Por ejemplo, antes de usar el sistema cada dia, cebe la bomba de lavado
durante tres minutos con un disolvente adecuado.

Si otras medidas no han podido eliminar el efecto memoria, es posible que el
analito esté atascado en el interior de la valvula de inyector. La valvula de
inyector se puede configurar para realizar movimientos de cambio adicionales
para limpiar el paso de flujo de la valvula si surgen problemas con el efecto
memoria. Si los compuestos con problemas requieren un alto porcentaje de
fase organica para la elucién, se recomienda cambiar la valvula de inyeccion
con el porcentaje alto de fase organica tras haber eluido el Gltimo pico. Asi-
mismo, se recomienda volver a cambiar la valvula de inyeccién una vez se
hayan estabilizado las condiciones iniciales para fase moévil. Asi se garantiza
que la muesca del bypass en el sello del rotor de la valvula cuenta con las con-
diciones iniciales de gradiente, algo especialmente importante para las veloci-
dades de flujo por debajo de 0,5 ml/min.

Para las muestras en las que el exterior de la aguja no se puede limpiar ade-
cuadamente con agua o alcohol desde la bomba de lavado, utilice viales de
lavado con un disolvente adecuado. Con un programa de inyector se pueden
utilizar varios viales de lavado.
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Como evitar los bloqueos de columnas

Al igual que con cualquier sistema HPLC, se deben tomar precauciones para
evitar que se bloquee parcial o completamente la columna o el sistema de
tubos debido a un uso inadecuado. Los problemas causados por el material
introducido en el sistema se pueden evitar normalmente tomando las siguien-
tes medidas:

+ filtrar los disolventes,

+ filtrar las muestras,

* sustituir las fases moviles periédicamente,

* lavar las sales de los tampones del sistema.

El propio sistema es una fuente inevitable de particulas. Al igual que con cual-
quier sistema HPLC, los sellos desprenderan material que se quedara atra-
pado en las fritas, por lo que sera necesaria la sustitucion periédica de dichas
fritas. Las columnas rellenas con particulas inferiores a 2 um también necesi-
tan fritas con un tamano de poro pequeno para evitar que el material de

relleno se arrastre. Esto aumenta inmediatamente el riesgo de bloqueo de las
fritas con particulas de la muestra, de la fase moévil y del propio instrumento.

Para garantizar los mejores resultados, cumpla estas simples directrices de
uso:

1 Instale y ejecute la columna tinicamente en la direccién de flujo indicada en
la columna.

2 Utilice inicamente disolventes de gran calidad y grado cromatografico.

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

4 Sustituya las botellas del tampoén de la fase mévil cada uno o dos dias. No
anada la fase movil a la botella; utilice siempre una botella nueva.

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

6 Utilice la opcion de lavado de sellos con una alta concentracién de fases
moéviles de tampoén.
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71 Se recomienda utilizar un filtro en linea (filtro en linea 1290 Infinity, 2 mm

de diametro, referencia: 5067-4638) para atrapar las particulas y aumentar
la vida 1til de la columna.

Cambie el filtro cuando la presion aumente un 10 %.

Purgue las bombas (las conexiones hasta la columna) de cualquier tampoén
que contenga fases méviles y limpielas con 5 ml de disolvente antes de
conectar la columna al instrumento.

10 Limpie la columna con una fase mévil compatible inicialmente a 0,1 ml/min
para una columna de 2,1 mm de didmetro interno, a 0,2 ml/min para una
columna de 3,0 mm de didmetro interno y a 0,4 ml/min para una con
4,6 mm de didametro interno. Aumente la velocidad del flujo durante 5
minutos hasta el flujo deseado.

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

12 Equilibre la columna y el detector con voliimenes de 10 columnas de la fase
movil antes de su uso (consulte la Tabla 7 en la pagina 45 para obtener los
volimenes de las columnas).

13 Evite la sobrepresion. Compruebe el rango de presiéon del gradiente antes
de iniciar una secuencia.

14 Si las muestras se disuelven en contenido organico alto considere el uso de
un programa de inyeccién para agregar un tapon de disolvente mas débil
antes y después de la parte alicuota de la muestra para reducir el riesgo de
precipitaciéon en la fase mévil del tampén de alta concentracion.
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Este capitulo incluye informacion sobre la instalacion del software, la configu-
racion de la torre de modulos y la preparacion del sistema para su funciona-
miento.
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Configuracion e instalacion del sistema

Instalacion del software

74

Instalacion del controlador del software y el sistema de datos

Para obtener mas informacién sobre los procedimientos de instalaciéon del
software, consulte el Manual de usuario del Detector de Diodos Agilent 1290
Infinity y los manuales del software.

Instalacion del software Agilent Lab Advisor

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

Agilent Lab Advisor sustituye y amplia las funciones de diagnéstico que pre-
viamente se encontraban sélo en el software ChemStation.

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

El software controla:
* el estado del médulo LC,

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

Ademas, el software:

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

sugiere automaticamente piezas de sustitucion y tareas de resoluciéon de
problemas para algunos problemas comunes del instrumento.
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Instalacion del modulo

76

Para obtener mas informacién sobre los procedimientos de instalacion de los
modulos, consulte los manuales de los médulos individuales. Estos manuales
también contienen informacién sobre las especificaciones, el mantenimiento y
las piezas.

Optimizacion de la configuracion de la torre de modulos
(sistema LC binario)

Configuracion de una torre de modulos

Para garantizar un rendimiento 6ptimo, instale los médulos del sistema LC
binario Agilent 1290 Infinity en la siguiente configuracion (consulte la

Figura 25 en la pagina 77 y la Figura 26 en la pagina 78). Esta configuracion
optimiza el paso de flujo para reducir el volumen de retardo y el espacio nece-
sario en el banco.

La Bomba binaria Agilent 1290 Infinity se debe instalar siempre en la base de
la torre de médulos.
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Figura25 Configuracion recomendada de la torre de médulos para el sistema 1290 Infi-
nity con bomba binaria (vista frontal)
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Configuracién recomendada de la torre de médulos para el sistema 1290 Infi-
nity con bomba binaria (vista posterior)
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Configuracion de dos torres de modulos

En caso de que el termostato del inyector automatico esté incorporado en el
sistema, se recomienda una configuracién de dos torres de moédulos. De esta
forma, los dos médulos pesados (la bomba 1290 Infinity y el termostato) se
colocan en la base de cada torre y se evita crear una torre alta. Algunos usua-
rios prefieren la menor altura de esta distribucion, incluso sin el termostato
del inyector automatico. Se necesita un capilar ligeramente mas largo entre la
bomba y el inyector automatico. (Consulte la Figura 27 en la pagina 79 y la
Figura 28 en la pagina 80).
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Figura 27

Configuracion recomendada de dos torres de madulos para el sistema 1290
Infinity con bomba binaria (vista frontal)
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Figura28 Configuracion recomendada de dos torres de médulos para el sistema 1290
Infinity con bomba binaria (vista posterior)
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Optimizacion de la configuracion de la torre de modulos
(sistema LC cuaternario)

Configuracion de una pila

Para garantizar un rendimiento 6ptimo, instale los médulos del sistema LC
cuaternario Agilent 1290 Infinity en la siguiente configuracion (consulte
Figura 29 en la pagina 82 y Figura 30 en la pagina 83). Esta configuracion
optimiza el paso de flujo y reduce tanto el volumen de retardo como el espacio
necesario en el banco.

La bomba cuaternaria Agilent 1290 Infinity se debe instalar siempre en la base
de la torre de mé6dulos.
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Figura29 Configuracion recomendada de la torre de madulos para el sistema 1290 Infi-
nity con bomba cuaternaria (vista frontal)
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Figura30 Configuracion recomendada de la torre de modulos para el sistema 1290 Infi-
nity con bomba cuaternaria (vista posterior)
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Configuracion de dos pilas

En caso de que el termostato del inyector automatico esté incorporado en el
sistema, se recomienda una configuraciéon de dos torres de médulos. De esta
forma, los dos médulos pesados (la bomba 1290 Infinity y el termostato) se
colocan en la base de cada torre y se evita crear una torre alta. Algunos usua-
rios prefieren la menor altura de esta distribucion, incluso sin el termostato
del inyector automatico. Se necesita un capilar ligeramente mas largo entre la
bomba y el inyector automatico. (Consulte Figura 31 en la pagina 84 y

Figura 32 en la pagina 85).
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Figura 31 Configuracion recomendada de dos torres de madulos para el sistema 1290
Infinity con bomba cuaternaria (vista frontal)

84 Manual y guia de referencia rapida del sistema LC Agilent 1290 Infinity



Configuracion e instalacion del sistema 4
Instalacion del modulo

De LAN al software de control

Cable bus CAN a Instant Pilot

Sefial analégica del detector (opcional)

Cable del termostato I [l |
T T | T T I

(opcional)
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Cable bus CAN

Corriente CA

Figura32 Configuracion recomendada de dos torres de moédulos para el sistema 1290
Infinity con bomba cuaternaria (vista posterior)
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Cebado de la bomba

ADVERTENCIA

Este procedimiento sélo es necesario si...
* la bomba se utiliza por primera vez,
* uno o varios de los tubos de entrada contienen espacios de aire o estan

secos por otros motivos.

El objetivo del cebado es eliminar las burbujas de aire de la bomba y de los
tubos de entrada.

El propan-2-ol (también denominado isopropanol, alcohol isopropilico, IPA) es
el mejor disolvente para cebar la bomba seca y tiene la ventaja de poderse
mezclar con la mayoria de disolventes de fase normal o fase inversa (consulte
una tabla de miscibilidad de disolventes si no esta seguro).

Disolventes, muestras y reactivos toxicos, inflamables y peligrosos

La manipulacion de disolventes, muestras y reactivos puede suponer riesgos para la
salud y la seguridad.

-> Cuando se trabaje con esas sustancias, se deben observar los procedimientos de
seguridad (por ejemplo, llevar gafas, guantes y ropa protectora) descritos en la
informacion sobre tratamiento de material y datos de seguridad, suministrada por el
vendedor y se debe seguir una buena practica de laboratorio.

-> El volumen de sustancias se debe reducir al minimo requerido para el analisis.

- No manipule el instrumento en un ambiente explosivo.

86

Evite que los depositos de disolvente se vacien mediante el monitor Lienado de botellas.
Utilice una jeringa para llenar los tubos de disolvente, la bomba no bombeara aire.

Antes de iniciar el procedimiento asegurese de que todas las lineas de disolvente estén
conectadas a la homba como se detalla en el manual de instalacion de la bomba y de que
los tubos de residuos estén colocados de forma segura en un contenedor adecuado para
residuos de disolvente. Aseglrese de que la bomba esté controlada por un software
informatico o por el controlador Instant Pilot, y de que la velocidad del flujo esté
configurada a cero.
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1 Prepare el canal A y la cabeza de la bomba A para el cebado:

a Llene parcialmente cada depésito de disolvente con aproximadamente
150 ml de propan-2-ol de grado HPLC para cebar la bomba y coloque los
extremos del filtro de cristal sinterizado del tubo de disolvente en los
depositos.

b Desconecte el tubo introduciendo la valvula de comprobacién de entrada
de la cabeza de la bomba A. Este es el tubo de salida del canal A del des-
gasificador de vacio.

¢ Conecte la jeringa de cebado con el adaptador roscado al tubo.

Extraiga lentamente el disolvente por el tubo hasta que se hayan elimi-
nado todas las burbujas.

e Extraiga rapidamente la jeringa y el adaptador del tubo y conecte el tubo
a la valvula de comprobacién de entrada de la cabeza de la bomba A.

2 Repita el paso anterior para el canal de disolvente B y la cabeza de la
bomba B.

3 Si hay una valvula de selecciéon de disolvente (SSV) instalada en la bomba,
lleve a cabo los siguientes pasos para cada uno de los tubos de disolvente
vacios restantes:

a Desconecte el tubo vacio de la valvula de seleccion de disolvente.
Conecte la jeringa de cebado con el adaptador roscado al tubo.

b Extraiga lentamente el disolvente por el tubo hasta que se hayan elimi-
nado todas las burbujas.

¢ Extraiga rapidamente la jeringa y el adaptador del tubo y vuelva a conec-
tar el tubo a la valvula de selecciéon de disolvente.

4 En el software ChemStation, haga clic con el botén derecho del ratén sobre
la seccién de la bomba del diagrama del sistema y, a continuacién, selec-
cione Prime On en el ment contextual (no lo confunda con el comando Purge
On). Otros controladores tienen una funcién similar.

La valvula de purga cambiara los pasos de flujo A y B a la posiciéon de residuos
y cebara de forma simultanea ambos canales. El médulo extrae el disolvente a
gran velocidad con los cuatro accionamientos de la bomba simultaneamente y,
posteriormente, lo envia a la posicién de residuos de la valvula de purga auto-
matica. Esta accién se repite 20 veces y, a continuacién, finaliza el proceso de
cebado. La valvula de purga cambia el paso del flujo de vuelta al sistema.

Se recomienda purgar cada canal con 30 ml de propan-2-ol. Siga el procedi-
miento descrito en “Purga de la bomba” en la pagina 88.
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Purga de la homba

ADVERTENCIA

El procedimiento de purga aqui descrito corresponde a la Bomba binaria 1290
Infinity. Se puede ejecutar del mismo modo para la Bomba cuaternaria 1290
Infinity.

* Tras haber cebado la bomba por primera vez.

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

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

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

Los tubos de entrada de la bomba ya deberian estar llenos de disolvente. Si los
tubos de entrada estan parcial o totalmente secos, siga el procedimiento de
cebado completo (consulte “Cebado de la bomba” en la pagina 86).

La valvula de purga permite conectar ambas cabezas de la bomba a los resi-
duos al mismo tiempo y realizar la purga a una velocidad de flujo maxima indi-
vidual de 5 ml/min, lo que da lugar a un flujo de purga total de 10 ml/min con
una composiciéon 50/50.

Disolventes, muestras y reactivos toxicos, inflamables y peligrosos

La manipulacion de disolventes, muestras y reactivos puede suponer riesgos para la
salud y la seguridad.

-> Cuando se trabaje con esas sustancias, se deben observar los procedimientos de
seguridad (por ejemplo, llevar gafas, guantes y ropa protectora) descritos en la
informacion sobre tratamiento de material y datos de seguridad, suministrada por el
vendedor y se debe seguir una buena practica de laboratorio.

- El volumen de sustancias se debe reducir al minimo requerido para el analisis.

- No manipule el instrumento en un ambiente explosivo.
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1 Para acceder a la pagina de configuracién y controlar desde alli la valvula
de purga, haga clic con el botén derecho del ratén sobre la secciéon de la
bomba y seleccione Control en el menii contextual.

O bien, puede seleccionar Instrumento > Mas Bomba bin. 1290 Infinity > Control.

Control
Fump
@
ulis
Standby
Seal'wash
@ o
Single Wash Dwration min
Periodic Period ity
an for min
Autarnatic Turh On
Turn on at
Furge
idn Ciuration 1.00 = min.
@ [if Flow | 0000 ° mL/min.
Cormposition & 4 ] ooo = o
Prirme:
J0n
@0
| Ok || Cancel || Help |
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2 En la secciéon Purge, configure los parametros siguientes:
Duration: 6 min
Flow: 10 ml/min
Composition B: 50 %

Composition A se establecera automaticamente en 50 %. Deje el botén Encen-
dido/Apagado en Off. Haga clic en OK para salir.

3 Haga clic con el botén derecho del ratén en la seccién de la bomba y selec-
cion Purge On en el mend contextual.

No confunda Purge On con el siguiente elemento Prime On.

La valvula de purga cambiara el paso del flujo a la posicién de purga y purgara
de forma simultanea ambos canales hacia los residuos a 5 ml/min cada uno
durante 6 minutos de duracién. Tras la duraciéon establecida, el flujo de purga
se apagara, la valvula cambiara el paso del flujo de vuelta al sistema y la velo-
cidad del flujo y la composicion establecida actualmente en el método se
reanudaran. En este ejemplo, el flujo del método todavia esta establecido en
cero. Los ajustes de la purga en la pagina Control de los pasos 1y 2 permanecen
configurados de forma que si se necesita realizar el proceso de purga de
nuevo, se pueda iniciar a partir del paso 3.

Cuando la bomba se haya cebado inicialmente y se haya purgado con pro-
pan-2-ol, los disolventes se pueden intercambiar para los disolventes de la fase
movil como el agua y el metanol. El procedimiento de purga se repite siempre
que se intercambie un disolvente. Inmediatamente después de la purga, el
disolvente de la bomba no se ha desmasificado y, por tanto, el sistema debe
funcionar durante al menos 10 min para que el disolvente se desgasifique.
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Conexiones de flujo entre modulos

Cuando conecte los médulos, limpie siempre los capilares y la columna con
disolvente antes de conectarlos con el siguiente componente del paso de flujo.

1 Conecte la salida del mezclador Jet Weaver al inyector automatico mediante
un capilar flexible de acero inoxidable de 0,12 mm de diametro interno (la
etiqueta del codigo de color es roja). Este deberia estar conectado al puerto
1 de la valvula de inyeccién del inyector automatico.

2 Conecte un capilar flexible de acero inoxidable de 0,12 mm de didmetro
interno desde el puerto 6 de la valvula de inyeccién del inyector automatico
al compartimento termostatizado de columna. Conecte el capilar directa-
mente al intercambiador de calor de volumen de dispersion baja para obte-
ner un volumen de retardo minimo o a la valvula de intercambio si esta
instalada.

3 Conecte la salida de la columna a la entrada (marcada como CELL-IN,
conexion del lado izquierdo) de la celda de cartucho Max-Light en el detec-
tor 1290 Infinity.

4 Conecte el tubo de residuos a la salida (marcada como CELL-OUT, conexién
de la derecha) de la celda de cartucho Max-Light en el detector 1290 Infinity
y coloque la salida en un contenedor de recogida de residuos adecuado.

Integracion en la red

Para integrar el sistema en la red, consulte los manuales de usuario de los
modulos (capitulo Configuracion LAN).
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Este capitulo proporciona informacion sobre la adquisicion de datos y su anali-
sis con el sistema LC 1290 Infinity.
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Sobre la guia de inicio rapida

9

Este capitulo proporciona informacioén sobre la utilizacion del sistema LC Agi-
lent 1290 Infinity. Se puede utilizar como guia para llevar a cabo un primer
analisis rapidamente tras la instalacion, de manera que sirve tanto de ejemplo
de tutorial como de una comprobacion del funcionamiento general del sis-
tema. También incluye informaciéon mas detallada sobre los parametros del
método.

Este ejemplo muestra como configurar y realizar un analisis mediante la
columna y la muestra de comprobacién proporcionada con el sistema LC Agi-
lent 1290 Infinity. El ejemplo hace referencia a los ments y los comandos de
OpenLAB CDS ChemStation Edition, pero también existen funciones idénticas
disponibles en las opciones de control alternativas, incluidos OpenLAB CDS
EZChrom Edition, el controlador Instant Pilot y el software MassHunter.

El punto de inicio asume que el sistema se ha instalado, encendido y cebado una primera

vez (consulte “Cebado de la bomba” en la pagina 86). La lampara UV debe estar encendida
al menos 30 minutos antes de iniciar cualquier trabajo cuantitativo.
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Preparacion del sistema

Encendido del sistema

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

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

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

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

3 Para iniciar el software de control en el ordenador, haga clic sobre el icono
(si esta configurado). O bien, puede seleccionar Inicio > Todos los programas >
Agilent Technologies > OpenLAB > Panel de control de OpenLAB. Seleccione el ins-
trumento correspondiente en el panel de navegacion bajo Instruments y haga
clic sobre Launch online.

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

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

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

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

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

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

2 En la barra de meni, seleccione Método > Nuevo método... y seleccione
DEF_LC.M en el mena contextual.

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

File RunControl Instrument Method Sequence VWiew Abort  Help

%@ MethodsEFﬁ PHENGNESZ.M ~ | sequences L I DEFcs
Recdyapracess Do wose NN I

Method and Run Confrol Al Method and Run Contral

Main | Automation Contrals

[=-(aaf CACHEM3ZA\Z\METHODS
-] BATCH.M » Single Sample

m DEMOCALZ .M ) 7] Offline ) z a_ Offline o @ Offiine
[) DGALSTST.M \ o™ AR ™
() DECALAS.M = \ = _
1) DECALOGL.M $ I % L

B o
[ DGECALOGZ M 1 3 \‘.-'.—4_';; (=

() DGCALOG3.M
[ DGCALOG4.M
[ DGCALOGS.M
[ DGCALOGE.M
LI P Al ps M

El método predeterminado (DEF_LC.M) posee un conjunto de parametros pre-
determinados que pueden modificarse para crear un nuevo método. Por ejem-
plo, la velocidad de flujo esta establecida en cero y los campos Method
Information e Method History estan en blanco.
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NOTA Tenga en cuenta que este método no se puede sobrescribir con nuevos parametros. Por

tanto, si hace clic en Save accedera a la funcion Save As..., por lo que debera introducir un
nombre de método diferente.
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Configuracion del grafico en linea

1 Sila ventana Online Plot no esta
Ventana de seiial 1 para mostrar

visible: haga clic en Vista > Seiiales en linea >
la ventana.

DAD1A, DAD: Signal A

T
0s

1
min

Change

Adjust

| sk

2 Para configurar las sefiales deseadas en la ventana Online Plot, haga clic en

Change....

Se abre la pagina Edit Signal Plot.

EditSignal’Plot

Available Signals

PMP1E, BinPurnp: Pressure
PIMPLC, BinPump: Flow

PrMP10, BinFump: Solvent Ratio A
PIMP1E, BinPump: Solvent F.atio B
Hr18, TCC: Left Temperature
HM1E, TCC: Right Temperature

DAD1E, DAD:

(]

DADTC, DAD: Signal C

—indow

¥-axis

|3_ﬂmin

[ draw zero line

Selected Signals

=- Bemove |

~DAD1A, DAL Signal &

Twpe: acguired  ¥-axis range: I 100 i'm.ﬂu
QFFset:I 10 i' o

[ auko y-adjust

—Fraction Calleckar
™ show Fraction colleckion kicks

—Method Settings
[ Use method settings

Apply to Method |

Ok |

Cancel | Help |

3 En el cuadro Available Signals, destaque las sefiales necesarias y haga clic en
Add para moverlas al cuadro Selected Signals.
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4 Para configurar los ajustes individuales de cada sefal, destaque la sefial en
el cuadro Selected Signal y establezca los valores necesarios en la mitad infe-
rior de la pagina.

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

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

El bot6on Adjust de la ventana Online Plot mueve el punto actual de la senal
seleccionada a la linea cero. La senal seleccionada esta indicada por el color
de las etiquetas del eje Y. Puede seleccionar una sefal determinada si hace clic
sobre la seiial o sobre la descripcion de la seial correspondiente en la parte
superior del grafico.

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

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

Purgue la bomba si...

La bomba se ha cebado por primera vez.

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

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

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

Para obtener informacion sobre el procedimiento de purga, consulte “Purga de
la bomba” en la pagina 88.
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Adquisicion de datos en la vista Control del método y el analisis

Todos los procedimientos y las configuraciones del método se describen para
la Bomba binaria 1290 Infinity. Se pueden ejecutar del mismo modo para la
Bomba cuaternaria 1290 Infinity.

Parametros del método para la mezcla de pruebayla columna RRHD
de ZORBAX

El sistema LC 1290 Infinity se suministra con una columna RRHD Eclipse Plus
C18 de 1,8 um, 2,1 mm x 50 mm de ZORBAX y una mezcla de prueba que con-
tiene fenonas para su uso con este procedimiento de ejemplo.

La Mezcla de prueba de fenonas (n.° de referencia 5188-6529) contiene
100 ng/ul cada una de los nueve componentes disueltos en agua/acetonitrilo
(65/35). Los nueve componentes son:

* Acetanilida

* Acetofenona

* Propiofenona

* Butirofenona

* Benzofenona

* Valerofenona

* Hexanofenona
* Heptanofenona
* Octanofenona

Los parametros del método para la separacién de esta mezcla de prueba se
resumen en la Tabla 9 en la pagina 102.
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Tabla9 Parametros del método para la primera separacion

Moadulo Parametro Configuracion

Bomba Disolvente A Agua
Disolvente B Acetonitrilo
Velocidad de flujo 0,4 ml/min

Inyector automatico

TCC

Detector

Composicion inicial

Tabla de tiempos del gradiente
Tiempo de parada

Inyeccion

Lavado de la aguja

Columna

Temperatura

Sefal A

Anchura de pico

Almacenar espectros

60%A 40%B

A 4 minutos 20 % A, 80 % B
5 minutos

1l

Puerto de lavado, 6 s

ZORBAX Eclipse Plus C18
1.8 pm, 2,1 mm x 50 mm de
diametro interno

40°C

250 nm, 100 nm de anchura de
banda, ref. 360 nm, 100 nm de
anchura de banda

0,025 min (10 Hz)
Todos
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Configuracion del método

Esta seccion muestra como configurar rapidamente las condiciones del méto-
do para realizar un analisis con las condiciones de la mezcla de prueba. Para
obtener una explicacion mas detallada de todos los parametros disponibles,
consulte el apéndice “Configuracion de un método mediante la opcién Edit
Entire Method” en la pagina 121.

El método predeterminado DEF_LC.M se ha cargado y est4 listo para preparar el
nuevo método. Ahora se pueden editar los parametros principales
para crear el nuevo método. Para realizar la separacion de ejemplo
que se explica aqui, configure las condiciones enumeradas en la
Tabla 9 en la pagina 102.

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

Cada uno de los médulos se configurara de esta forma.

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

a En la pagina Method de la 1290 Infinity Binary Pump, introduzca los siguien-
tes parametros:

Velocidad de flujo: 0,4 ml/min

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

Disolvente B: seleccione la casilla para activar el Disolvente B.
%B: valor inicial al 40 %
Tiempo de parada: 5 min
Limite maximo de presiéon: 1200 bar
b Haga clic en el signo + para abrir la Timetable.

¢ Anada una linea, seleccione Change Solvent Composition y ajuste %B en
80 %.

d Otros parametros pueden permanecer en sus ajustes predeterminados.
Haga clic en 0K para salir de la ventana.

Los cambios se envian al médulo de la bomba.

Manual y guia de referencia rapida del sistema LC Agilent 1290 Infinity 103



b Guia de inicio rapida

3 Haga clic con el boton derecho del ratén en la zona del inyector automatico
y seleccione Method... en el ment contextual.

a En la pagina Method del 1290 Infinity Autosampler, introduzca los siguientes
parametros:

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

b Otros parametros pueden permanecer en sus ajustes predeterminados.
Haga clic en 0K para salir de la ventana.

Los cambios se envian al médulo del inyector automatico.

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

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

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

b Otros parametros pueden permanecer en sus ajustes predeterminados.
Haga clic en 0K para salir de la ventana.

Los cambios se envian al médulo TCC.

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

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

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

Senal A: 250 nm, 100 nm de anchura de banda, ref. 360 nm, 100 nm de
anchura de banda

Anchura de pico: 0,012 min (respuesta en 0,25 s, 20 Hz)
b En la secci6on Advanced, ajuste Spectrum Store en All.

¢ Otros parametros pueden permanecer en sus ajustes predeterminados.
Haga clic en OK para salir de la ventana.

Los cambios se envian al médulo del DAD.
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6 Ya se han introducido todos los parametros del médulo necesarios. Selec-
cione Método > Guardar método como... para guardar el método con un nombre
nuevo.

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

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

Ejecucion del método para una inyeccion individual

Esta seccion muestra como ejecutar una inyecciéon individual de la mezcla de
prueba con las condiciones introducidas en la seccién anterior.

Los analisis en ChemStation se pueden realizar de dos maneras:

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

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

1 Haga clic en el icono Select Run Method Task = .

2 Si las condiciones del método necesarias no estan cargadas en ese

momento, seleccione Método > Cargar método o el icono “J situado bajo la
barra de menu para cargarlas.

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

3 Coloque el vial de muestra en la posicion 1 (esta es la posicion frontal de las
posiciones de los viales 10 x 2 ml situados en el lado derecho de la bandeja
de muestras).
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4 Seleccione Control de analisis > Informacion de muestra e introduzca un nombre
de Subdirectory (opcional), Filename, Location (
vial 1), Sample Name y un Comment.

b Si el sistema ya esta equilibrado y la linea base es estable, haga clic en Run
Method en la pagina Sample Info para iniciar la inyeccién. O bien, haga clic en
0K y, cuando esté preparado, haga clic en el boton Start Single Sample situado
sobre el diagrama del sistema.

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

El cromatograma debe ser similar a la Figura 33 en la pagina 107 (no obs-
tante, el eje del tiempo sera superior, ya que se ejecuté en condiciones cua-
tro veces mas rapidas en la seccién siguiente).

Ejecucion mas rapida del método

El primer ejercicio se llevo a cabo a una presiéon que se puede alcanzar en un
sistema estandar. Ahora, la velocidad del flujo se ha aumentado y el gradiente
se ha ajustado para obtener una separaciéon mas rapida.

1 Edite las condiciones del método del mismo modo que en la seccién ante-
rior para realizar los cambios siguientes:

Velocidad de flujo: 1,6 ml/min

Gradiente: cambie el gradiente para que la pendiente del gradiente no
cambie su volumen en comparacion con la primera ejecucién. El flujo se
ha aumentado 4 veces, por tanto, reduzca el tiempo del gradiente por 4;
ajuste el tiempo de gradiente a 1 min.

Tiempo de parada: 1,25 min
Guarde el método con un nombre nuevo.

3 Asegurese de que se ha utilizando un nombre nuevo de fichero en Sample
Info.

4 Cuando la linea base esté estable y equilibrada, inicie la ejecuciéon con el
bot6n Start Single Sample.

El cromatograma deberia ser parecido al que se muestra a continuacion,
con un tiempo de ejecucion de aproximadamente 1 min.
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Figura33 Ejemplo de cromatograma de la mezcla de prueba de fenonas utilizando las
condiciones de inicio rapido

Esta separacion no esta optimizada realmente con estas condiciones y puede
que el usuario prefiera obtener mas experiencia en la utilizacién del sistema
intentando optimizar atin mas el método. Algunos cambios que pueden ayudar
son:

* reducir la concentracién de la muestra mediante una dilucion 1:10,
* aumentar el rango del gradiente,
* aumentar la temperatura,

* examinar los espectros de los picos y seleccionar la deteccion de banda
estrecha adecuada,

Para obtener mas informacién sobre la optimizacién, consulte “Optimizacion
del sistema LC Agilent 1290 Infinity” en la pagina 39.
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Analisis de datos

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

~d INStrument 2 (offhine); Data Analysts: =
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S e300 [ — ‘ 2
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Figura 34  Vista Analisis de datos
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Vista Analisis de datos

Para abrir un cromatograma en la vista Data Analysis:
1 Inicie ChemStation sin conexién.

2 Haga clic en Analisis de datos en la parte inferior izquierda de la pantalla
(consulte la Figura 34 en la pagina 108).

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

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

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

ngle Runs: Pt

E Integration Q;E Calibration M Signal M Furify Q; Spectrum
@Lﬂj Repart:  Short —}l _l lﬂﬁ fj 1

DAD1 A, Sig=242...ONE-MIX-010.0) + g (RSN [ ‘[ EAREARARCY -
ﬂﬂ [ DADT £, 3ig=242 4 Ref=360,100 (FHENONES\PHENONE-MI5010.0)
mal |
| o
Method Marwal Events [ E ¥
300 |
Initial Events For 41l Signals: 1
250
Integration Events Value Eg
Tangent Skim Mode Standard 1505
Tail Peak Skim Height Ratia 0.00 7
Front Peak Skim Height Ratio 0.00 WDE
Skim Yallew Ratio 20.00 1
Baseling Conection Classical 50
Feak to Yalley Ralio 500,00 E
a-l
Specific Events For Signal o DI2 qu D‘E DIE
DAD Detfault hd
[T
# Time Area Height Width AreaZ Symmetry
Time Integration Events Value 1 0122 2817 2081 0.0208 10633 0518
Initial Slope Sensiiviy 2 0192 7922 2295 00183 11.030 | 0609
Initial Peak Width 0.05 3 0279 2575 2331 00166 9.720 0545
Initial #irea Reject 5 4 0349 245 16.8 0.02m 0.323 205
Initial Height Reject 1 5 0.377 2324 261 0.0144 8.771 0.702
Initial Shaulders OFF 5 0.422 233 296 0.0124 9.023 0.661
7 0.487 257.8 2959 00 9.730 0743
g 0.601 373 3374 0.0147 12731 1421
= GRIE) =T e I FETETS ECE]

Haga clic en el icono Set Integration Events Table para abrir la tabla.
Ajuste Baseline Correction a Advanced para los analisis de gradientes.

Ajuste la Slope Sensitivity a 50. Un valor superior integrara picos mas pro-
nunciados e ignorara los picos menos pronunciados.

5 Configure el valor Peak Width al pico de interés mas estrecho, aproximada-
mente 0,01 en este caso.

6 Area Reject y Height Reject se pueden configurar para rechazar los picos mas
pequenos.

7 Haga clic en el icono Integrate para actualizar los resultados con estos nue-
vos ajustes.
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8 Salga de la tabla de eventos mediante el icono con la marca verde (consulte
la figura que aparece a continuacion).
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300 o
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250
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Tangent Skim Mode Standard 150_2
Tail Peak Skim Height Ratio 0.oo ]
Front Peak Skim Height Ratio 0.00 100—:
Skim Yalley Ratio 20,00 E
Baseline Correction Advanced s0- |
Peak to Valley Ratio 500.00 E
o-
Specific Events For Signal: T T T T o
o 02 04 06 08
DAD Default hd
[l
# Time Area Height ‘width AreaZ Symmetry
Time ion Events Value 1 0122 270.4 2065 10155 16.607 0479
itz Slope Sensitivity [ 2 0192 2558 2243 10171 14672 0.827
ritial Peak ‘width 0.01 3 0273 2085 2302 10138 11.956 0.574
I iitial Area Reject 20 4 0.376 1888 2E4E 10108 10.825 0FR4
Initial Height Reject 20 5 0421 183E 28659 97431E-2 10.520 0723
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g 072 1431 280.1 7IE3 a.207 0883
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Especificacion del informe

1 En la barra del mend, haga clic en Informe > Especificar informe para mostrar
la ventana que aparece en la figura siguiente.

Specify Report: Instrument 1 El

| Duantitation seftings |

Report mode:

() Use Inteligent Reporting

Style

(® Use Classic Reporting

Feport style: | gpan

o]

Buantitative result sorted by:

[ Gample info on each page
Add chromatogram autput

[[] Add sample custom fields ta sample infa

Fieport layout for uncalibrated peaks

Add fraction table and ticks
[] Add summed peaks table

[[] Add compound custom fields

Chromatogram output
Size
% of pages

@ Portrait

(O Landscape

() Multi-page [Landscape]

) Separately @ With calibrated peaks © Do not report
Destination File: zetting
[ Prinker
Fill: prefi FDF sy [IHTH oiF
Screen
Fil Uriique PDF fils name IXT Os ] EMF
[ oK ] [ Cancel ] [ Help
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Specify Report: Instrument 1 rX|

Reparting settings | Quantitation settings

Calculation mode

Calculate: Based on:
ISTD corection
Usze multiplier and dilution factar with 1ISTD g
Calculation factors
Use sample data: | From D ata File - # Compound 15T Amount
wopier ||

[ ok ][ Cancel ][ Help ]

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

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

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

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

Con esta seccion se finaliza el apartado sobre el analisis de datos del software
ChemStation. Consulte los manuales de ChemStation y el sistema de ayuda en
linea para obtener mas informacién sobre las funciones potentes de ChemSta-
tion.
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Este capitulo proporciona informacion adicional sobre la seguridad, los aspec-
tos legales, Internet y sobre como configurar un método.
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Informacion sobre seguridad

Informacion de seguridad

ADVERTENCIA

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

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

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

Estandares de seguridad

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

Funcionamiento

116

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Tabla10 Simbolos de seguridad

Simbolo Descripcion

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

Indica voltajes peligrosos.

Indica un terminal de conexion a tierra protegido.

lampara de deuterio utilizada en este equipo.

/g Pueden producirse dafos oculares al mirar directamente la luz de la

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

Ty UnAviso

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

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

Una PRECAUCION

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

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

Celda de flujo

Para proteger la funcionalidad 6ptima de su celda de flujo:

+ Evite la utilizacion de soluciones alcalinas (pH > 9,5) que ataquen al cuarzo
y puedan deteriorar las propiedades 6pticas de la celda de flujo.

Utilizacion de disolventes

Siga estas recomendaciones cuando utilice los disolventes.
* El vidrio de color marrén puede evitar el crecimiento de algas.
* Evite la utilizacién de los siguientes disolventes corrosivos del acero:

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

Altas concentraciones de acidos inorganicos como acido sulfirico y aci-
do nitrico, especialmente a temperaturas elevadas (si el método cromato-
grafico lo permite, sustitiyalos por acido fosférico o tampén de fosfato,
que son menos corrosivos frente al acero inoxidable).

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

2CHCI3 + 09— 2COCl,, + 2HCl

Esta reaccién, en la que el acero inoxidable probablemente actiia como

catalizador, ocurre rapidamente con el cloroformo seco, si el proceso de
secado elimina el alcohol estabilizante.

Eteres de calidad cromatografica, que puedan contener peréxidos (por
ejemplo, THF, dioxano, diisopropiléter). Estos éteres deben filtrarse con
oxido de aluminio seco, que adsorbe los peroéxidos.

Disolventes que contengan fuertes agentes complejos (por ejemplo,
EDTA).

Mezclas de tetracloruro de carbono con 2-propanol o THF.
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Agilent Technologies en Internet

Para obtener la informacién mas reciente sobre productos y servicios, visite-
nos en World Wide Web en:

http://www.agilent.com
Seleccione Products/Chemical Analysis

Incluye también el Gltimo firmware de los médulos de la Serie Agilent 1200
para su descarga.
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Configuracion de un método mediante la opcion Edit Entire
Method

Todos los procedimientos y las configuraciones del método se describen para
la Bomba binaria 1290 Infinity. Se pueden ejecutar del mismo modo para la
Bomba cuaternaria 1290 Infinity.

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

Para cambiar s6lo unos pocos parametros, puede acceder directamente a las
paginas de configuracién correspondientes para modificarlos. Puede que a los
usuarios con menos experiencia les resulte mas facil utilizar la funcién Editar
método completo, ya que de esta forma se pasa automaticamente por las pagi-
nas. Se puede acceder a esta funcion a través del ment Método > Editar método
completo, 1o que lleva a abrir el cuadro de didlogo Check Method Sections to Edit:

T

Chieck Method Sections to Edic

[ ethad Iréamation]
] Instrument e g isition
[ Data Analpsis

[+] Bun Time Checkist

T R R (R T

Figura3b Marque las seccion del método que desee editar.
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Este cuadro de didlogo resume las secciones que se van a ver y ofrece una
oportunidad para omitir ciertas secciones al desmarcarlas.

En funcién de los apartados seleccionados, la funcién mostrara varias panta-
llas de forma secuencial:

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

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

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

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

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

Methud Information: Instrument” 2 W

Method Comments:

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

[ 0k ] [ Cancel ] [ Help

Figura 36 Informacion del método
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Instrumento/Adquisicion

Meétodo de instrumento de configuracion

Se puede acceder directamente a la pantalla Setup Method a través del menti
Instrumento > Método de instrumento de configuracion... o haciendo clic con el
botén derecho del ratén sobre cualquier icono de la interfaz grafica del usua-
rio y, a continuacion, seleccionando Method... en el menti contextual. Esta
etapa siguiente en Edit Entire Method es la pantalla Setup Method con seis pesta-
nas divisorias para los diferentes médulos o funciones.

Las pestafnas son:

+ Inyector automatico de alto rendimiento (HiP-ALS)

+ HiP-ALS Injector Program

* Bomba binaria (BinPump)

+ Compartimento termostatizado de columna (TCC)

+ Detector de diodos (DAD)

* Instrument Curves

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

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

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

Para ejecutar la separacion del ejemplo, como con la mayoria de los métodos,
no es necesario cambiar todos los parametros disponibles, pero se describen
en las siguientes secciones para ofrecer una informacién completa.
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Configuracion de un método mediante la opcion Edit Entire Method

Pestaiia del inyector automatico (HiP-ALS)

Setup Method

@ HiF-ALS @ HiP-4L5 Injector Program m EinPump f TCC| %% DAD | X Instument Curves

Injection Mode Advanced

5 Aviliar
Injection volume: .00 D opL L

Draw speed: S plémin
Standard injection

) Injection with needls wash Eiect speed: - | WLdmin

Diraw position: 00 I rmm
E quilibratiar time: 20 D sec
Needle wash
Sample flush out factor: R0 D times injection volume
Mode: | Fluzh Port
U Wial”well bottom sensing

Timne:
Lrselfre High throughput
Repeat: B [ Automatic delay volume reduction

| Enable overlapped injgction

O ‘when Sample |5 Flushed Out

Stoptime Paosttime

Mo Lirnit 0ff @ After Period OF Time
9] LR o0 mi nog

Injection Cleaning

[.—QK ] [ Apply ] [ LCancel ] [ Help ]

Figura 37 Pantalla Método de configuracion: pestafia Inyector automatico de alto rendi-
miento

* Injection Mode
+ Injection volume ajusta el volumen que se va a inyectar (ejemplo de 3 ul).

- Standard injection indica que no se ha realizado ningin lavado de aguja
externo.

- Injection with needle wash se utiliza para reducir el posible arrastre de con-
taminantes. Esta es la opciéon recomendada y se configura en la entrada
siguiente.

* Needle Wash (si se ha seleccionado anteriormente).

* Mode determina la forma en que se enjuagara la parte exterior de la
aguja: ya sea de forma activa en el Flush Port o introduciéndola en un
Wash Vial especifico.
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Time en segundos durante el que la bomba peristaltica conectada al
puerto de lavado bombeara el disolvente de lavado. A continuaciéon, bom-
bea durante 15 s mas para limpiar el puerto de lavado.

Location determina qué vial o placa de pocillos se utilizara, si se ha selec-
cionado Wash Vial.

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

Repeat determina el niimero de veces que la aguja se introduce en el vial
(predeterminado 3, maximo b5), si se ha seleccionado la opcién Vial de
lavado.

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

Advanced - Auxiliary

Draw speed es la velocidad a la que la muestra se introduce en la aguja. El
valor predeterminado es 100 ul/min. Se debe ralentizar para muestras
viscosas o0 para obtener una mayor precisiéon con voliimenes de muestra
pequenios (<2 uL).

Eject speed es la velocidad de suministro desde la aguja.

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

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

Sample flush out factor determina el tiempo que el inyector automatico
esperaria tras la inyeccién antes de permitir que la valvula volviera a la
posicién de bypass. Esto garantiza que la aguja, el asiento y la valvula de
inyeccion se han alejado de la zona de la muestra. El valor predetermi-
nado es 5.

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

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

+ Advanced - High Throughput

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

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

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

Injection Valve Cleaning permite cambiar la valvula a los valores programa-
dos durante el andlisis para minimizar el arrastre de contaminantes
cuando se inyectan componentes problematicos.
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Pestaiia Inyector automatico de alto rendimiento (Hip_ALS Injector
Program)

Setup Method

‘@ HiP-&L5 @ HiP-LS Irjector Program m BinPump 1‘ TCC || 57 DaD ;,'x Instrument Curves

w default volume from sample with default speed wsing defau st “

| Append || Insert || Delete || Clear all || Move up |

[ o [ e [ e |

i ok Il ape [ Canesl | Help |

Figura 38 Pantalla Método de configuracion: pestafia Programa del Inyector automatico
HiP

Esto permite crear procedimiento de inyeccion especializados que implican la
manipulacién de partes alicuotas de varios viales como, por ejemplo, la deri-
vatizacion previa a la columna. Los reactivos quimicos se mezclan automatica-
mente con la muestra para mejorar la detectabilidad o la sensibilidad. Un
ejemplo utilizado habitualmente es la derivatizaciéon de aminoacidos con reac-
tivos OPA y FMOC. Para obtener mas informacion, consulte el Manual del
Inyector automdtico Agilent 1290 Infinity.
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Pestaiia Bomba binaria (BinPump)

etup Method

|
<l HiP-ALS | <88 HP-LS Injector Progra 1‘ TCC | %7 DAD | 3% Instument Curves

Timetable

. p .
0o ;| mbémin line Function Parameter

Salvents

Stoptime Posttime

Pressure Lirits
Add || Bemaove || Clear all |

Min: .00 ° 3 : |

Cut | | Copy | | Paste |

[ o || sy |[ Cacel |[  Heb

Figura 39 Pantalla Método de configuracion: pestaiia Bomba binaria

* Flow ajusta la velocidad del flujo hasta 5 ml/min. Para la separacién del
ejemplo se utiliza un valor de 0,4 ml/min. Si la retropresién alcanza breve-
mente la presiéon maxima, el flujo se reducira durante unos segundos para
disminuir la presién, pero si la presién sigue limitindose de esta forma, se
generara un error y el flujo se detendra.

» Solvents define las fases moéviles disponibles y las proporciones porcentua-
les bombeadas en los dos canales, A y B. En cada canal, un cuadro desplega-
ble permite seleccionar un disolvente de una lista para que el control de la
bomba utilice los ajustes de compresibilidad 6ptimos. Esto optimizara las
caracteristicas del flujo tal y como se describe en “Cémo configurar el volu-
men de retardo 6ptimo” en la pagina 42. Un segundo cuadro de texto per-
mite introducir una descripciéon de la fase moévil. Si la valvula de seleccion
de disolvente esta instalada en la bomba, cada canal tendra dos opciones de
disolventes y la opciéon correcta para el método se selecciona con la casilla
de la parte izquierda de la descripcion del disolvente. La bomba formara
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mezclas binarias de los canales A y B seleccionados, por ejemplo A2 y B1.
No es posible mezclar A1 con A2 o B1 con B2. El valor introducido para las
proporciones de A y B define la composicion de un método isocratico o defi-
nen las condiciones de inicio de un método de gradiente y las condiciones
de equilibrio entre los analisis de gradiente. Unicamente se introduce el
valor de B, A se actualizara para mostrar el 100% menos el valor de B
cuando se mueva el cursor. Para la separaciéon del ejemplo, ajuste A en agua
y B en metanol al 50 %. El valor de A sera de 50 %.

Timetable indica los cambios que pueden ocurrir durante el analisis en la
composiciéon del porcentaje de A y B en la fase mévil o, si es necesario, en la
velocidad del flujo y la presion maxima permitida. La tabla de tiempos rea-
liza cambios lineales en los parametros entre los valores proporcionados.
Los ajustes realizados en otros puntos de esta pantalla actdan como las con-
diciones iniciales y s6lo cambiaran si se realiza una entrada en la tabla de
tiempos. Por ejemplo, si el flujo es constante durante el analisis, no hay por-
qué realizar una entrada sobre el flujo en la tabla de tiempos. Para realizar
una entrada en la tabla de tiempos, haga clic en el boton Add para agregar
una linea en la tabla de tiempos; introduzca el tiempo del valor, seleccione
el tipo de entrada de la lista desplegable (composicién, flujo, presion) y
haga clic en el cuadro parameter para visualizar el cuadro de entrada del
valor. Si las entradas de la tabla de tiempos se realizan en una secuencia
légica, estas se reordenan automaticamente segiin el tiempo. Las lineas de
la tabla de tiempo se pueden editar directamente y los botones Cut, Paste y
Remove se pueden utilizar para agregar o eliminar lineas. Se pueden agregar
varias lineas para ofrecer segmentos de gradiente lineales y crear perfiles
de gradiente. Para configurar un gradiente simple para la separacién del
ejemplo, en primer lugar vacie la tabla de tiempo mediante el boton Clear all
si todavia no esta vacia y anada una linea de 4,00 min para cambiar la com-
posicién al 90 %. El grafico mostrara un gradiente lineal del 50 % B al 90 % B
durante 4 min. Si se necesita un gradiente de paso, se puede crear reali-
zando dos entradas con los ajustes "antes del paso" y "después del paso"
separados por 0,01 min. Esto se utiliza habitualmente para eludir rapida-
mente los picos fuertemente retenidos de una columna hacia al final de un
analisis mediante el aumento del disolvente mas potente y/o la velocidad
del flujo en un gradiente de paso, por ejemplo, el % B puede pasar del 75 %
al 95 %. No es necesario introducir el ajuste para el tiempo 0,00 min en la
tabla de tiempos, estos valores se obtienen de otros valores en esta pantalla.
Sin embargo, algunos usuarios quieren ver una lista "completa" en la tabla
de tiempos y crean una entrada para 0,00 min. Esto no supone ningin pro-
blema. No obstante, si las condiciones iniciales se cambian, se deben intro-
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ducir los nuevos ajustes en la tabla de tiempos y los valores en la seccion
Disolventes de la pantalla.

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

+ Stop Time define el tiempo general para la separacion o el analisis y algunos
usuarios se refieren a él como el "Tiempo del analisis". Este es el tiempo,
que se cuenta en minutos desde la inyeccion, en que finaliza el analisis, lo
que significa que la adquisicién de datos se detendra, el flujo, la composi-
cién y otros ajustes del sistema volveran a los valores iniciales para el méto-
do y el sistema estara disponible para realizar la siguiente inyeccion.
Siempre deberia tener la misma duraciéon que la ultima entrada en la tabla
de tiempos o, de lo contrario, el analisis se detendra y volvera a las condi-
ciones iniciales antes de que finalicen los eventos de la tabla de tiempos.
Stop Time se puede establecer como No Limit en cuyo caso el usuario debe
detener manualmente el analisis. Mientras todos los médulos del sistema
tienen parametros de Tiempo de parada, el Tiempo de parada en la bomba
se considera el modelo y el resto de mo6dulos suelen configurarse para que
sigan este valor.

* Post Time define un periodo de cuenta atras tras el final de un analisis
durante el cual se evita la siguiente inyeccién. Proporciona tiempo al sis-
tema para que se vuelva a equilibrar tras un analisis de gradiente. Para un
método isocratico se puede establecer en Off. Para un método de gradiente
el valor se puede determinar de forma experimental observando el compor-
tamiento de la linea base, pero normalmente necesitara tiempo para el volu-
men de retraso del sistema, ademas de limpiar al menos entre tres y cinco
volamenes de columna mediante el sistema.

+ Pressure Limits controlan el comportamiento de la bomba en lo que respecta
a la presion. La presion maxima de la bomba 1290 Infinity es de 1200 bar,
pero algunas columnas solo pueden soportar una presion inferior y si se
configura este valor se protege la columna. La bomba generara un estado de
error si se alcanza esta presion, se detendra cualquier analisis en marcha y
la bomba cambiara al modo de espera sin flujo. Se proporciona informacién
sobre la presiéon maxima para una columna determinada con la columna.
Las columnas ZORBAX RRHD de Agilent son adecuadas para funcionar a
1200 bar. El limite de presién inferior esta "Desconectado" cuando el valor
es cero, pero con cualquier otro valor la bomba generara un error si la pre-
sién cae por debajo de este valor durante el funcionamiento. Esto se utiliza
como prevencion alternativa cuando la columna no se encuentra dentro de
un médulo con un sensor de fugas o en caso de que el sistema se bombee en
seco. Es habitual un valor de entre 10 y 20 bar.
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Pestaiia Compartimento termostatizado de columna (TCC))

| SetipMethod

<0 HiP-ALS | <88 HP-LS Injector Pragram m BinFPump ‘0 TCC | &7 DAD | ¥ Instument Curves

Temperature Timetable
Left: FRight: Advanced

20 Mot Controlled ) Mot Contralled ZReLiD ATl

@ 400 D7 ® 200 C | | when front door open

0 As Detectar Cell ) As Detectar Cel L=ft Flight

) With any temperature ) with any temperature
@ when temperature i within @ when terperature i within

Calurnn Switching 4 al 5 5
alurnn Switching alve + 08 5| °C + 08 . °C

Paort1-» 2

Stoptime

@ e Pump/injector
® 100

[ o || seey  |[ Cacel ||  Hep |

Figura40 Pantalla Método de configuracion: pestafia Compartimento termostatizado de
columna

» Temperature define la temperatura de los soportes de columna izquierdos y
derechos que se pueden controlar de forma independiente o unir marcando
la casilla Combined. Cuando estén combinados, los ajustes del lado izquierdo
controlaran ambas secciones y esto es necesario cuando la columna tiene
mas de 15 cm y necesita el apoyo de ambas secciones. Los dos lados se pue-
den manejar de forma separada cuando sea necesario tener dos columnas
funcionando a temperaturas diferentes (esto se puede implementar cuando
esté instalada también una valvula de intercambio de columna para cam-
biar entre las dos). Otro uso de las zonas de temperatura individuales esta
destinado al momento en el que la columna se maneja a gran temperatura
(p. €j., por encima de los 60 °C) en un lado y el intercambiador de calor del
otro lado se utiliza para enfriar el eluyente antes de que se introduzca en el
detector, lo que reduce asi el ruido debido a los efectos térmicos de la celda
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de flujo. Si selecciona la opcion As Detector Cell, se leera automaticamente la
temperatura de la celda en el Detector 1290 Infinity.

La temperatura de cada zona se puede ajustar de -5 °C a 100 °C y el usuario
deberia comprobar que la columna es adecuada para funcionar a esa tempe-
ratura. (Las fases ZORBAX RRHD y RRHT StableBond de Agilent se pueden
utilizar en el extremo mas elevado del rango). La temperatura se controla
de £ 0,15 °C a 10 °C por debajo de la temperatura ambiente, aunque debe
tener en cuenta que existen muy pocas aplicaciones que funcionen por
debajo de los 12-15 °C. Evite el uso del TCC a una temperatura tan baja en
la que se produzca condensacién de agua debido al aire himedo, ya que
esto activaria el sensor de fugas.

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

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

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

De 8 posiciones y 9 puertos: se utilizan para la seleccion de varias colum-
nas en MDS.
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Pestaiia Detector de diodos (DAD)

etup Method

< HiP-4LS | g HIP-ALS Injector Program | £ BinPump | s¢® TCC| 97 DAD

Signals Timetable
Advanced

Use W ave Band Reference  Relerence
Signal  length width Wavelength  Bandwidth

00 © 000 c | @m0 ¢ | oo0 c store: L -
2540 || 160 * | |00 - |[1000 ¢
2100 ° || 8o :|E[s00 - |[1o00 -
200 - || 160 :|C|=00 |10 ¢
200 - |[ 160 - |Of=s00 |00 : Thieshold: 0 -] mal
200 - || 160 - |O|=00 - ||1o00 :
2700 - || 160 ;| O[=00 ;|00 :
2900 || 160 ;| O[=00 : |[1o00 :

Spectum

Signal &
Signal B
Signal C
Signal D
Signal E

g

Range from: 1900 D to 4000

Step: 20 2 mm

Signal F

Signal G Analog Output

Output 1:

B

Signal H

Peakwidth Zero Offset:

Afterwiation: | 1000
>0.025 min [0.5 ¢ rezponze time) (10 Hz)

Margin for negative Absorbance
Stoptime Posttime

@ s Pumpsniectar @ 0ff

T - Autobalance Lamps on required for analysis

V! Premn W1 UY Lamp

[ o || seey  |[ Cacel ||  Hep |

Figura41 Pantalla Método de configuracion: pestaia Detector de diodos

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

- Wavelength define la longitud de onda central (nm) de la seiial.
- Bandwidth define el ancho (nm) de la senal.

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

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

» Stop Time/Post Time se establecen como No Limit / Off y estos valores se ajus-
tan generalmente en la pestafia Pump. Sin embargo, el médulo del detector
Tiempo de parada puede ser diferente del Tiempo de parada de la bomba si
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es necesario detener el analisis de datos antes del final del analisis definido
en la bomba. Este puede ser el caso cuando se ha determinado una rampa
de equilibrado de gradiente al final del gradiente. Por ejemplo, %B puede
elevarse hasta el 95 % en 10 min y se espera que todos los picos se hayan
diluido de la columna, por lo que el andalisis esta basicamente en el final,
pero se ailade un segmento de gradiente extra que hace que %B vuelva al
valor inicial durante dos minutos para iniciar el reequilibrio de la columna
suavemente. No se esperan datos utiles durante esta rampa descendente,
por lo que el Tiempo de parada del detector se ajusta en 10 min y la reco-
gida de datos se detiene mientras el Tiempo de parada de la bomba sea

12 min para permitir que finalice la rampa descendente. Esto se trata de
una eleccién del usuario y algunos aceptan que los minutos finales del cro-
matograma no contengan datos ttiles, pero permiten que se registren igual-
mente para evitar el inconveniente de tener un tiempo de parada diferente
para el detector. El tiempo de parada del detector no anula la bomba y pro-
voca que el analisis finalice de la misma forma que lo haria un tiempo de
parada anterior en cualquier otro moédulo, de ahi el inconveniente de esta-
blecer el tiempo de parada As Pump.

+ Timetable funciona de la misma forma que otros médulos, es decir, anada
una linea, seleccione la funciéon que desee cambiar e introduzca los nuevos
valores para esa funcion. Los cambios del detector tendran lugar inmedia-
tamente en el tiempo especificado. Las siguientes funciones se pueden cam-
biar durante el analisis:

Equilibrio
Cambiar sefial
Cambiar umbral
Cambiar pico (detector de anchura de pico)
Cambiar modo de adquisicién de espectros
Cambiar contactos

+ Advanced - Spectrum

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

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

Ninguno: no se almacenan espectros.

Maximo-+Lineas base: se toman 3 espectros al inicio, en el maximo y al
final del pico.

Maximo+Pendientes+Lineas base: se toman 5 espectros al inicio, en la pen-
diente ascendente, en el maximo, en la pendiente descendiente y al final
del pico.

Todos en el pico: se almacenan todos los espectros disponibles en un pico.
Todos: se almacenan todos los espectros durante el analisis.

Cada 2.° espectro: almacena tinicamente espectros alternos adquiridos
durante el andlisis.

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

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

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

Advanced - Analog Qutput

El detector 1290 Infinity posee un conector de seial analdgica de salida
para utilizarlo con sistemas de datos que no acepten una entrada digital. Se
debe configurar lo siguiente:

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

Attenuation reduce la absorbencia definida a la salida total.

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

* Advanced - Slit

La rendija de entrada al espectrograma controla la resolucion espectral e
influye en el ruido y la sensibilidad de la linea base. El valor predetermi-
nado es 4 nm, que es adecuado para la mayoria de aplicaciones. Consulte
“Como conseguir una mayor sensibilidad” en la pagina 60 para obtener mas
informacioén sobre este parametro.

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

+ Advanced - Lamps on required for analysis: el DAD o MWD 1290 Infinity posee
una lampara de deuterio que debe estar encendida para realizar el analisis,
por lo que esta casilla debe estar marcada.
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Configuracion de un método mediante la opcion Edit Entire Method

Pestaiia Instrument Curves

Setup Method

| G HPALS | b HPALS Inicor Frogam | (&3 BrPump | s 100 | % DAD | #¢ Insiument Curves |

KNP PE]

i aK i AEEIH i Cancel i HeIH i

Figura42 Pantalla Método de configuracion: pestaina Curvas del instrumento

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

* Bomba:
* Presi6on
Flujo
+ Composiciéon A/B: puede ser ttil para superponer el perfil del gradiente
en un cromatograma.
* Compartimento termostatizado de columna:
* Temperatura izquierda/derecha
* Detector:
* Temperatura de la placa
Temperatura de la unidad 6ptica
+ Voltaje anddico de la lampara UV
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Analisis de datos

Detalles de la seial

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

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

mediante el menu Calibracion > Detalles de la seiial.

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

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

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

S1gnal Detarls=Instrument 2

Available Signals

0,100 Ref=off Add ta Method
Insert Row I Append Row [elete Row
Signal Description Start End Delay Align Peak 1 Peak 2 Align Window

I Ok, I[ Cancel ][ Help

Figura43 Detalles de la seial
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Edicion de los parametros de integracion

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

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

(% 55 B Bt P )

Method Marusl Everts [

Initial Events For All Signals:

Integration Events Value
Tangent Skim Mode Standard

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

Baseling Comection Claszical

Peak toYalley Ratio a00.00

Specific Events For Signal:

DAD Default -

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

Figura44 Pantalla Editar parametros de integracion

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

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

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

Los parametros clave de esta tabla son:

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

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

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

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

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

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

Haga clic en 0K para salir y se abrira la siguiente pantalla en el proceso Editar
método completo.
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Especificacion de informes

También se puede acceder directamente a la pantalla Specify Report en la vista
Method and Run Control haciendo clic con el botén derecho del ratén en el icono
Informe de la interfaz grafica del usuario y, a continuacion, seleccionando
Specify Report en el ment contextual. En la vista Data Analysis se puede acceder
mediante el menu Informe > Especificar informe o el icono Especificar informe.

Specify Report: Instrument 1 El

H ‘ Guantitation settings

Repoit mode

() Use Intelligent Reparting (& Use Classic Reporting

Style Chromatogram output

Report style: [ gpon v| Size

Add fraction table and ticks

% of pages

Tine

Quantitative result sorted by:

(&) Poitrait

[[] Sample info on each page

O Landscaps

Add chromatagram output [] £dd summed peaks table

[] 4dd sample custom fields to sample info

[] Add compound custom fields

Response: “

() Multi-page Landscape)
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Report layout for uncalibrated peaks
() Separately (&) With calibrated peaks ) Do not repart - -
Signal options.
Destination File =etting
[ Brinter
File prefis: FDF [Jcsv [CJHTH CJoiF
Screen
Eile: Unique PDF file name TIHT xS [1EMF
[ aK ] [ Cancel ] [ Help
Figura45 Pantalla Especificar informe

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

En la pestana Reporting settings:
* Report mode: Usar creador de informes clasico
+ Style

Report Style: Corto

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

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

Instrument Curves: Instrament'2 T

Select curves to overlay:

Instrument Data Curves:

3;.'}.' ry
=B

ZC[C]

ZD[C2)

Flo

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

Figura46 Pantalla Curvas del instrumento

L A Y

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

También se puede acceder directamente a la Run Time Checklist mediante el
mentu Método > Lista de comprobacion del tiempo de analisis... o haciendo clic en el
icono Run Time Checklist situado en la parte superior derecha de la pantalla.

[' me Checkhstrinstrument W

Check Method Sections to Fun

[CliPre-Run Command / M acre

Data Acquizition

Standard D ata Analysis

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

[ Post-Bun Command ¢ Macro

[[] 5ave Method with Data

i Ok i [ Cancel ] [ Help

Figura 47 Pantalla Lista de comprobacion del tiempo de analisis

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

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

* Post-Run Command / Macro

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

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

1290 Infinity Autosampler

Inyector automatico 1290 Infinity
1290 Infinity Binary Pump

Bomba binaria 1290 Infinity
1290 Infinity DAD

DAD 1290 Infinity
1290 Infinity TCC

TCC 1290 Infinity

A

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

Avanzado - Lamparas encendidas
requeridas para el analisis
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Advanced - Margin for Negative Absor-
bance

Avanzado - Margen para la absorben-
cia negativa
Advanced - Slit
Avanzado - Rendija
Advanced - Spectrum
Avanzado- Espectro
All
Todo
Apply
Aplicar
Apply to Method
Aplicar al método
Area Reject
Rechazo de area
Area Reject / Height Reject
Rechazo de &rea/Rechazo de altura
As Detector Cell
Como la celda del detector
As Pump
Como bomba
Attenuation
Atenuacion
Automatic delay volume reduction
Reduccion automatica del volumen de
retardo
Available Signals
Sefales disponibles

Balance

Equilibrio
Bandwidth

Anchura de banda

Based on
Basado en
Baseline Correction
Correccion de linea base
BinPump
Bomba bin.

c

Calculate
Célculo

Calculation mode
Modo de calculo

Calibration
Calibracion

Cancel
Cancelar

Change Solvent Composition
Cambiar composicion del disolvente

Change...

Cambiar...

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

Chromatogram Output
Salida cromatografica

Clear all
Borrar todo

Column Switching Valve
Valvula de intercambio de columnas

Combined
Combinado

Comment
Comentario

Composition A
Composicion A

Manual y guia de referencia rapida del sistema LC Agilent 1290 Infinity



Composition B
Composicion B
Customized Data Analysis Macro

Macro del andlisis de datos personali-
zado

Cut
Cortar

D

Data Acquisition

Adquisicion de datos
Data Analysis

Anélisis de datos
Delete Row

Borrar fila
Destination

Destino
Draw position

Posicion de extraccion
Draw speed

Velocidad de extraccion
Duration

Duracion

E

Edit Entire Method

Editar método completo
Edit Integration Events

Editar parametros de integracion
Edit Signal Plot

Editar grafico de sefial
Eject speed

Velocidad de eyeccion
Enable overlapped injection

Habilitar inyeccion solapada
Equilibration time

Tiempo de equilibrio

F
File

Fichero
File Setting

Opciones de fichero
Filename

Nombre de fichero
Flow

Flujo
Flush Port

Puerto de lavado

H

Height Reject
Rechazo de altura
Hip_ALS Injector Program
Programa del Inyector Hip_ALS
HiP-ALS Injector Program
Programa del Inyector HiP-ALS

Initial Events For All Signals
Parametros iniciales para todas las
sefiales

Injection Mode
Modo de inyeccion

Injection Valve Cleaning
Limpieza de la valvula de inyeccion

Injection volume
Volumen de inyeccion

Injection with needle wash
Inyeccion con lavado de aguja

Injector Cleaning
Limpieza del inyector

Instrument Curves
Curvas del instrumento

Instrument/Acquisition
Instrumento/Adquisicion
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Instruments
Instrumentos

Integrate
Integrar

Integration OFF/ON
Apagar/Encender integracion

L

Launch online
Iniciar en linea
Load Method
Cargar método
Location
Ubicacion de la muestra

M

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

N

Needle Wash
Lavado de aguja
No Limit
Sin limites
No Limit / Off
Sin limite/Desconectado
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0

0Off
Apagado
0K
Aceptar
Online Plot
Gréfico en linea

P

parameter
parametro
Parameter Mismatch
Parametro incorrecto
Paste
Pegar
Peak Width
Anchura de pico
Peakwidth
Anchura de pico
Post Time
Tiempo posterior
Postrun
Post-analisis
Post-Run Command / Macro
Comando post-analisis/Macro
Prerun
Pre-analisis
Pre-Run Command / Macro
Comando pre-analisis/Macro
Pressure Limits
Limites de presion
Prime On
Encender el cebado
Printer
Impresora
Pump
Bomba
Purge
Purga

150

Purge On
Encender la purga

Q

Quantitation settings
Opciones de cuantificacion
Quantitative results sorted by
Resultados cuantitativos ordenados
por

Range

Rango
Reference Bandwidth

Anchura de banda de referencia
Reference Wavelength

Longitud de onda de referencia
Remove

Eliminar
Repeat

Repetir
Report mode

Modo de informe
Report Style

Estilo de informe
Reporting settings

Opciones de informe
Response

Respuesta
Run Method

Ejecutar método
Run Sequence

Ejecutar secuencia
Run Time Checklist

Lista de comprobacion del tiempo de

analisis

S

Sample flush out factor
Factor de evacuacion de la muestra
Sample Info
Informacion de la muestra
Sample Name
Nombre de la muestra
Save
Guardar
Save As...
Guardar como...
Save Method with Data
Guardar método con datos
Screen
Pantalla
Select Run Method Task
Seleccionar la tarea Ejecutar método
Selected Signal
Sefial seleccionada
Selected Signals
Sefiales seleccionadas
Set Integration Events Table
Configurar la tabla de parametros de
integracion
Setup Method
Método de configuracion
Show timetable graph
Mostrar grafico de la tabla de tiempos
Signal A
Sefal A
Signal Description
Descripcion de la sefal
Signal Details
Detalles de la sefal
Signals
Sefales
Single Runs
Analisis individuales
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Size
Tamafio
Skip
Omitir
Slope Sensitivity
Sensibilidad de pendiente
Solvents
Disolventes
Specific Events For Signal
Parametros especificos para la sefial
Specify Report
Especificar informe
Spectrum Store
Almaceén del espectro
Standard Data Analysis
Anélisis de datos estandar
Standard injection
Inyeccion estandar
Start Single Sample
Iniciar muestra individual
Step
Paso
Stop Time
Tiempo de parada
Stop Time / Post Time
Tiempo de parada/Tiempo posterior
Store
Almacenar
Style
Estilo
Subdirectory
Subdirectorio
Switch [module name] on
Encender [nombre del médulo]
System On/0ff
Encender/apagar el sistema

T

TCC)

TCC
Temperature

Temperatura
Threshold

Umbral
Time

Tiempo
Timetable

Tabla de tiempos

U

Unique PDF file name
Nombre de fichero PDF tnico

Unique Sequence Folder Creation

Creacion de carpeta de secuencia Uni-

ca

Use Signal
Usar sefial

v

Vial/Well bottom sensing
Percepcion del final del vial/pocillo

W

Wash Vial

Vial de lavado
Water

Agua
Wavelength

Longitud de onda

z

Zero Offset
Compensacion cero
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En este manual

Este manual incluye informacién de referencia
técnica sobre el sistema LC Agilent 1290 Infi-
nity.

En este manual se describe lo siguiente:

* introduccion,

* descripcion del producto,

* optimizacion del sistema,

* configuracion e instalacion,

* guia de inicio rapido.
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