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RESUMEN

La extensa informacion que existe sobre cromatografia de liguidos y [a necesidad de
conocer el manejo del equipo cromatografico, llevd a la realizacidn de un Manual de
Operacidn en un Sistema Multimedia denominade MACROMIL, el cual abarca informacién
relacionada con aspectos cromatograficos, caracteristicas y maneje  del eguipo
cromatografico de la marca Waters y del Software Millenmum 2010. Este sistema esti
dirigido a la capacitacion de los usuarnos en ei manejo dei equipo ¢romatografico del
Laboratone Experimental Mulbidiciplinario de Farmacia de la FES Cuautittan y a todas
agueilas instituciones que estén interesadas en conocer los aspectos cromatograficos.

Para desarroilar el sistema MACROMIL se hizo upa recopiacidn de la informacidn
bibiiografica, de los manuales de operacion y de la informacion obtenida por Internet, la
cual fue traducida, organizada, depurada y sistematizada para después plasmarla tanto en
el trabajo escrito como en el sistema multimedia. De la misma forma se recopllé e matenal
grafico, se digitalizaron imagenes, se editaron videcs, se agregarcon archivos de sonido vy
animaciones, gue sirvieron como apaoyo a la parte escrita, con la finahdad de obtener un
sistema multimedia cuya capacidad presenta de manera factl e interactiva un concepte que
de otra forma seria dificil, complejo o simplemente aburrido.

El sistema MACROMIL se realizd con el authoring Asymetrix Toolbook 5.0, empieando
otros programas de apoyo para fa edicidon de imagenes, sonido, video y animacién, entre
ellos; Paint Shop Pro 6.0, Animation Shop, Director 7.0, Crystal 3D Impact, Wave Studio, IMS
Shefl. MACROMIL consta de 507 pantallas, mas de 200 imégenes, 23 archivos de sorudo, 21
animaciones y 9 videos. Para su Instalacidn requiere de una computadora con procesador
desde 486 hasta pentium, en ambiente Windows.

MACROMIL aborda temas tales como; parametros crematograficos, las diferentes
clasificaciones de la cromatografia de liquidos, caracteristicas y descripcion del equipo
cromatografico Waters y del Software Millenmum 2010, caracteristicas y uso de las
columnas y solventes, preparacién de muestras, problemas gue se encuentran cominmente
en el equpo cromatografico y un glosario de terminologia. Con éste sisterna multimedia se
logrd abarcar los aspectos de mayor importancia en ia cromatoegrafia y en el mangjo del
equIpo cromatografico

v
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INTRODUCCION

La Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (CLAR) ha tenido una creciente difusion
desde comienzos de |a década de los 70, y hoy representa una de las herramientas mas
empleadas en el laboratorio analitice moderno, porque se encuentra enfocado a Ia
investigacion basica o aplicada, industrial, biolégica o bromatoldgica. CLAR representa el
mayor mercado en el mundo del instrumental analitico. La populandad de esta metedologia
se debe a su gran versatilidad {ya que cumple un amplio espectro de aplicaciones),
excelente capacidad para el andlisis de trazas, rapidez y adaptabilidad al analisis
cuaniitativo. La versatilidad de esta técnica hace que su campo de aplicacién sea muy
extenso. Se puede emplear para la determinacién de aminodcides, herbicidas, pesticidas,
tensoactivos, metabolitos de productos toxicos, azlcares, productos petroguimicos,
farmacos, etc. !

CLAR permite ilegar a un nivel instrumental de afta precisidn, compuesto por bombas
para 1impulsar el solvente (fase moévil), un dispositive para la inyeccidn gue permite la
Intreduccidn de ta muestra, una celumna para llevar a cabo la separacién y un detector para
determinar la sefal, que puede ser procesada por una computadora. £f contral del sistema
cromatografico puede realizarse mediante cables de sincromzacién que integran los
moédulos (bomba, detector, automuestreador). El sistema completo puede ser controlado
desde una Estaciéon de Datos como es el software Millennium 2010 que permite el
procesamiento de datos y controlar ias funciones del cromatografo de liquidos Waters.

Una de las mayores imitaciones de CLAR es la falta de operadores capacitados en el
manejo del equipo y en el manejo de los parametros cromatograficos que Involucran un
conocimiento global, esto se da tanto en las universidades como en la industria debido a
varios factores; en la industria existen pocas personas que conocen de cromatografia de
liguidos y su manejo, en la universidades se debe al alto costo del equipc y a gue la gran
mayoria de los profesores no tienen la oportunidad de obtener experiencia el manejo, por
consiguiente los estudiantes no tienen acceso a equipoes tan costosos, por lo cual el
entrenamiento debe recaer o en el fabricante del instrumentoc o en el quimico
experimentado en Ja materia. Otro punto importante es el acceso a una amplia cantidad de
mformacién relacionada con la cromatografia de liguidos, que en su mayoria se encuentra
en el idioma inglés lo cual nc es faci de manejar. Por ello se pretendié elaborar un manual
de operacién en un sistema informéatico computacional en ambiente multimacha de acuerdo
a las caracteristicas del cromatografo de liguidos Waters y del software Millennium 2010
con los que se trabaja en ef Laboratono Experimental Multidiciplinanio de Farmacia de la
FES Cuabitian, asi como todos aquellos parametros y aspectos cromatograficos de

importancia

El sistema informédticc denominado MACROMIL pretende convertirse en una
herramienta (Ot para todas aquelias personas Interesadas en conocer qué es |a
cromatografia de liqudos y el manejo del equipo cromatografico de la marca Waters asi
como del Software Millennium. Este sistema presenta fa informacidn de una manera amena,
facil e interactiva, ya que contiene simulaciones en el manejo del eguipo, videos que ilustran
como se& deben egjecutar ciertas funciones, animaciones para explicar aspectos
cromatogréficos que de otra manera serian difictles de entender.

Para desarrollar MACROMIL fue necesano recopilar una gran cantidad de informacién
que en su mayoria se encontraba en inglés, por 1o que el paso siguiente fue traducirla,
organtzarla, depurarla y sistematizarla, asi come todo el matenal grafico. Se disefid un
diagrama de flujo para organizar la informacién por temas y darnos una idea del tipo de

Vv
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navegacién con el que iba a contar el sistema. Se agregaron 1magenes, somdo, animaciones
y video al texto, los cuales se integraron mediante &l uso del authoring Asimetrix Toolbook 5.0
gracias a su facii programacion orientada a objetos. Todo esto involucrd diferentes etapas:
anahsis, pianificacién, desarrollo, depuracién y correccion.

Hoy se cuenta con cinco sistemas multimedia dingidos al area farmacéutica,
realizados por tesistas de la carrera de Q.F.B. entre los cuales encontramos temas
sobre mezclado realizado por Q.F.B. Rafael M, (1997), Buenas Practicas de Manufactura
por Jiménez D (1998), calidad para la industria farmacéutica por Ing. Ferrer S. (2000),
disolucién de polvos y tabletas por Narvaez A. (2000) y sobre sistemas de fiuido. En el 4rea
de biologia se tiene el desarrollo de una clave taxondmica realizado por M en C Rivera G.
(1997), cuales son una de las bases importantes para seguir desarrollando cada vez mas
sistemas nuevos e innovadores.

La informacion presentada en MACROMIL es la misma que se presenta en éste trabajo
escrito, séio que en el sistema multimedia se aborda de una manera mas amena, interactiva
y sobre todo facil. £l presente trabajo consta de los siguientes capitulos:

Capitulo 1. Introduccion a la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion {CLAR).
Muestra una breve historia de la cromatografia desde sus origenes hasta el surgimiento de
ta cromatografia liquida de aita resolucion, las bases y pardmetros cromatogréficos, algunas
definiciones y como se clasifican los diferentes tipos de cromatografia de liquidos.

Capitulo 2. Caracteristicas def Instrumental CLAR Waters. Aquf se abordan los temas
relacionados con las caracteristicas y descripcion del equipo cromatogréfico; controlador
6008, bomba 616, automuestreador plus 717 y detector 996. También se describe cual es
la funcion que cumple cada parte del equipo.

Capitulo 3. Procedimientos para el Manejo de! Instrumental CLAR Waters. Este
capltulo muestra como manejar el equipo Waters, desde encenderlo hasta como programar
clertas funciones. Aborda temas como purgado de la bomba, lavado del sistema
cromatografico, programar tablas de pgradiente, correr pruebas diagnédstice, ejecutar
corndas cromatograficas, etc.

Capitulo 4. Manejo del Software Miilennium 2010. Se muestra desde como accesar
al programa, como se crean nuevos usuarios, proyectos, métodos de instrumento, conjunto
de método, como configurar el sistema cromatografico y un punto importante como usar fa
ventana Quick Set Control, desde donde se controla y ejecuta el equipo cromatografico.

Capitulo 5. Columnas y Solventes. Explica algunas generalidades de las columnas,
desde como seleccionar una columna, los cuidados que se debe tener, columnas de fase
reversa y de fase normal. También muestra los diferentes tipos de solventes que se usan en
cromatografia, como preparar y seleccionar la fase mowil,

Capitulo 6. Preparacidon de Muestras. Se abordan temas como; métodos de
separaciéon  de muestras entre los que encontramos a la extraccién, destitacidn,
precipitacion, etc El tratamiento previo que se le da a las muestras y la derivatizacién.

Capitulo 7. Problemas mas Comunes Encontrades en CLAR. Se mencionan los

problemas tanto instrumentales come cromatograficos, se dan seluciones y se mencionan
las causas que los pudieron originar,

VI
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Capitulo 8. Aspectos Computacionales. Se abordan las caracteristicas de los sistemas
multimedia y os requerimientos computacicnales para realizar MACROMIL.

Capitulo 9. Resultados. Se muesira como estd organizado el sistema computacional,
por cuantos hbros estd conformado, cuales son sus pantallas y se da una guja de
instalacion.

Capitulo 10. Discusidn. Se analiza st MACROMIL cumple con todas las

caracteristicas de un sistema muitimedia v s1 es adecuado para la capacitacion de todas
aquelias personas gue se encuentren tnteresadas en aprender aspectos cromatogréificos y

en el manejo del equipo.

Por dltime se dan la conclusicnes y se muestran las referencias bibliograficas y las
direcciones obtenidas por Internet

Vil
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OBJETIVOS

GENERAL.:

Elaborar un Manual de Cperacion en Ambiente Multimedia para €l Manejo del Cromatégrafo
de Liquidos CLAR Waters y del Software Millennium 2.10, para capacitar a los usuarios
Interesados en el aprendizaje de la cromatografia y en el manejo del equipo.

PARTICULARES:

.
>

Recopilar, analizar, sintetizar, organizar v depurar la informacidn necesana relevante a
la Cromatografia Liquida de Alta Reselucién '

Disefiar y elaborar un diagrama de flujo del sistema computacional

Disefiar la interface de usuario

Capturar y editar el material grafico a incluir en el sistema.
Depurar el sistema computacional

Elaborar el gjecutable y entregar a las instancias correspondientes

VI
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CAPITULO 1. INTRODUCCION A LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION {CLAR)

1.1 QUE ES CLAR

1.1.1 HISTORIA DE LA CROMATOGRAFLA

Las primeras aplicaciones de la cromatografia, fueron las de los quimicos de colorantes,
quienes probaron sus mezclas de colorantes sumergiendo cuerdas o pedazos de tela o filtros de papel
dentro de un tangue de colorante La solucién colorante ascendia en el matenal sumergidoe por
capilaridad, los componentes de los colorantes producian bandas de diferente color En el siglo XIX,
varios guimicos alemanes realizaron experimentos conducentes a explorar el fenémeno Ellos
observaron, por ejemplo, el desarrollo de amllos coloreados concéntricos al dejar gotear saluciones
de jones de compuestos inorgdnicos sobre el centro de un pedazo de papel filtro, Un tratado fue
publicade en 1861 describiendo el métedo, ai cual se le dio el nombre de "Andlisis Capilar".

El descubnmiento de la cromatografia, es sin embargo, atribuide al botanico ruso Mikhail S,
Tswett, puesto que reconocid las bases fisicoquimicas de la separacidn y la aplicd de una manera
racional y organizada en la separacidn de pigmentos de piantas, particularmente los carotenos vy las
clorofitas

El Iibro de Tswett, publicado en 1910, describid una técruca que es usada hey dia en 1a misma
forma El empacd una columna vertical de vidrio y l1a rellené con un matenal adsortivo, tal como
alimimna, silica, o aztcar en polvo, le afadid una solucidn de los pigmentos de la planta a la parte
superior de la columna, la lavé con un solvente orgdnico para que los pigmentos salieran por el lado
inferior de la columna. Los pigimentos se separaban en una sene de bandas coloreadas discretas
dentro de la columna, divididos por regiones completamente libres de pigmentos Ya que Tswett
traba)é con sustancias coloreadas, el denominé al método "Cromatografia” (de las palabras griegas
que significan escritura con color).

Tswett propusc que las moléculas se soluto se adsorbian al material de relleno, y que los
componentes fuertemente adsorbidos descendian lentamente de la columna Por su parte, los
componentes adsorbidos con menor intensidad descendian a mayor velocidad, y la separacién se
lograba a causa de la diferencia de afinidad de los solutos entre el solvente (hoy llamado fase movil) y
el relleno (hoy fase estacionaria)

En 1931 ia cromatografia emergié de su relativa obscundad cuando el quirmico alemén
Richard Kuhn y su estudiante, el quimico francés Edgar Lederer, reportaron el uso de este método
con un gran nimero de materiales bioldgicamente importantes En 1941 dos quimicos britdnicos,
Archer J.P. Martin y Richard L.M. Synge, empezaron a estudiar la composicidn de los aminoicidos de
la lana Sus esfuerzos iniciales, en los cuales ellos utilizaron una téenica llamada distribucién en
contra corriente liquido-liquido, falld en darles fa separacién adecuada; por [o tanto eflos concibieron
el uso de un método alterno, en el cual un liguido era firmemente enlazado a un sélido granulado,
empacado en un tubo de wvidrio y un segundo liquido, immiscible con el primero era percolado a
través de el. La silica gel sirvié como sélido granular, y Martin y Synge describiercen el gel comoe agua
enlazada fuertemente a los cristales de la silica; la fase mowil fue cloroformo. Incluyeron el concepto
de fase estacionana liquida (agua) soportada sobre un sélide inerte (silica), lo cual resulta en que
las moléculas del soluto se particionaron entre la fase estacionana liquida y una fase mévil liquida
(cloroformo) La técnica se llamd desde entonces "Cromatografia de Particion”

El sistema de cromatografia por particién presentd muchas dificultades debido a la carencia de
reproducibilidad en fas propiedades de la silica y a la carencia de umiformidad en el empague de las
columnas Parcialmente por esta razén, Martin y sus colaboradores trabajaron en un nuevo
procedimiento en el cual la fase estacionaria era una hoja de pape! de filtro. El papel actlia como
soporte de! agua enlazada a la celulosa, ofreciendo otro método de particidn La técnica dio a
reproducibiiidad deseada, y a los comienzos de 1940 ta cromatografia de papel encontré una amplia
aplicacibn en el analisss de compuestos de importancia biolégica, tales como amino acidos,
esteroides, carbohidratos, y pigmentos bihares Este campo reemplazd, en una gran extension, la
técnica de columna iniciada Tswett
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Dos farmacéuticos Soviéticos, MNikolay A lzmaylov y Maria S Shrayber, distnibuyeron el
material de soporte como una pelicula delgada sobre una placa de vidrio La placa y el matenat de
soporte podian ser manipulados de una manera similar a fa cromatografia de papel Los resultados
de los estudios soviéticos fueron reportades en 1938, perc el potencial del método no se reconocié
ampliamente hasta 1956, cuando ei quimico alemdn Egon Stahl empezd una investigacidén intensiva
en este campo Este sistema llegaria a ser conocido como "Cromatografia en Capa Delgada o Fina”
(CPDy

La cromatografia gaseosa, fue primero llevada a cabo en Austhia en 1944 por la quimica Erka
Cremer, quien usd una fase estacionana liqguida La prnmera explotacion extensiva del método fue
hecha por Martin y James en 1952, cuando reportaron la etucidn por cromatografia gaseosa de dcidos
organicos y aminas En su trabajo, pequefias particulas det material de soporte fueron recubiertas con
un liguido no volatll y empacado en un tubo de vidno calentado Las mezclas s& inyectaban a la
entrada del tubo e impulsadas a través por un gas comprnmido apareciende como zonas bien
separadas Este desarrollo fue inmediatamente reconocide por los guimicos del petrdleo como un
métode simple y rdpido para el andlisis de mezclas complejas de hidrocarburos encontradas en sus
productes En 1959 Per Fledin y Jerker Porath en Suecia desarrollaron materiales celuidsicos
poliméricos que actuaban como tamices moleculares para sustancias dispersas en liguidos Esto
extend1d ei rango de pesos moleculares de la cromatografia a polipéptidos, proteinas y polimeros de
alto peso motecular El término genérico para tales separaciones es la "Cromatografia de Exclusion
por Tamafio” (CET)

Una técnica exhibiendo gran selectividad, la cromatografia de afinidad, fue primero descrita
por Pedro Cuatrecasas y sus colaboradores en 1968 E£n esas separacicnes, una biomolécula tal como
una enzima se enlaza a un sustrato atado ala fase sélida mientras otres componentes son eluidos La
molécula retemda puede ser subsecuentemente eluida cambiando las condiciones quimicas de la
separacién

El quimico amencano J Calvin Giddings, referténdose a la teoria elaborada para la
cromatografia gaseosa resumid las condiciones necesarias que podrian dar a ta cromatografia tiquida
el poder de resclucidén alcanzado por la cromatografia de gases, tamafios de particula muy pequefios
con una pellcula delgada de fase estacionaria en columnas de pequefio didmetro. Ei desarrolio de
la técnica ahora denominada "Cromatografia Liquida de Alta Resolucion” (CLAR) dependié de.

1 El desarrolle de las bombas que pudieran generar una cornente de liquido estable a altas
presiones para forzar al liquido a flur entre los estrechos canales intersticiales de la cotlumna

empacada, y
2 De los instrumentos capaces de detectar muestras pequefias

Al principio solo sdhdos adscrtives fueron usados como fases estacionarias, ya que las fases
estacionarias ligquidas eran barridas por la fase movii

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn se desarrollé a mediados de jos 70's vy
répidamente mejperd con el desarrollo de materiales de empaque para columna y la conveniencia
adicionat schre una linea de detectores A finzles de los 70's, los nuevos métodos incluyendo la
Cromatografia Liquida de Fase Reversa permitid una mejor separacién entre compuestos muy
simnlares En 1980, CLAR se utilizd para la separacidn de compuestos quimicos Las nuevas técnicas
mejcraron la separacién, identificacidn, punficacidon y cuantificacién de las téenicas antenores, Las
computadoras y fa automatizacién complementaron la conveniencia del uso de CLAR

La i1dea de CLAR siglas que en inglés son HPLC, que se debieren a "High Fressure Liquid
Chromatoraphy" (Cromatografia Liquida de Alta Presién) debieron ser cambiadas cuando los
cromatografistas se dieron cuenta de que la presién sélo constiluia una herramienta que forzaba a ia
fase movit a atravesar la columna, sin constituirse por si en una vanable del sistema Sin embargo y
ante la universahdad del términe "HPLC', se decidid simplemente buscarle olro significade, resultando
"HHigh Performance Liguid Chromatography” (Cromatografia Liquida de Alta Resclucidn "CLAR™)
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1.1.2 BASES DE LA CROMATOGRAFIA

Las técnicas cromatogréaficas se basan en la aplicacién de la mezcla en un punto (Punto de
Inyeccibn o Aphcacion) seguido de la influencia de la fase mowl

l.a base de la cromatografia es la migraciéon diferencial de las molécuias, esto es, que su fluir
desde el punto de aplicacién se lleva acabo con velocidades distintas para cada componente. La
muestra que se debe analizar estd en una fase mévii, liquida o gaseosa, y se le pasa a través de un
medio estacionarto que puede ser un sdlido o un liquido contenido por un séhdo Puesto que cada
uno de 1os componentes de la muestra pasa por el medio estacionario a velocidad diferente, puede
ser separado de los demds en forma efectiva '

Los compoenentes de una mezcla pueden presentar una diferente tendencia a permanecer en
cualguiera de las fases involucradas. Mientras mas veces los componentes viajen de una fase a 1a otra
(particién) se obtendra una mejor separacion. La fase moévil se llama eluente. Cuando emerge por la
salida de la columna se denomina eluato:

Fase estacionaria

COLUMNA

Eluente entra L Eluato sale
Fase movil

El proceso que consiste en hacer pasar un liquido (o un gas) a lo largo de una columna de
cromatografia se llama elucién. En la cromatografia ocurren dos fendmenos muy importantes y que
son practicamente los rectores del proceso de separacidn: la adsercidn y la absorcion,

La adsorcion es la retencién de una especie quimica en los sitios activos de la superficie de un
s6lido, quedando delimitado el fendmeno a la superficie que separa las fases o superficie interfacial.
Esta retencidn superficial puede ser fisica o quimica La adsorcién depende de la naturaleza de la
substancia adsorbida, de la temperatura, de la naturaleza y estado de subdivision del adsorbente, y
de ta concentracién

La absorcion es la retencién de una especie guimica por parte de una masa y depende de la
tendencia que tiene ésta a formar una mezcla o reaccionar quimicamente con fa misma. Consiste en
la penetracion de una sustancia en ¢l seno de otra (figura 1 1)

Figura 1.1, Simulacion de un fendmeno de adsorcion (izquierda)
v e absorcion (derecha)
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Las técrucas cromatogréficos se clasifican de acuerdo a los siguientes cniteros

O A la Geometria del sistema
O Al modo de separacién
3 Al mecanismo de retencion
I Las fases invelucradas

(1 A la Geometria del Sistema

Las fases mdvil y estacionana en un sistema cromatografico estan arregiadas de tal forma que
la migracidon se da a lo largo més que a 1o ancho, Hay dos geometrias bésicas: por columna y planar
En la cromatografia de columna la fase estacionana estd contenida en un tube Hamado columna Una
columna empacada contiene particulas que constituyen o soportan la fase estacionana, y la fase
mévil fluye a través de los canales de los espacios intersticiales

La teoria ha mostrado que la eficiencia es incrementada s se utiizan tamafios de particula
muy pequefios, lo cual simultdneamente asegura la caracteristica de que esos canales sean muy
estrachos En la medida en que el tamafo de particuia es reducido, el didmetro de la columna tiene
también que ser reducido Come resultado, la cantidad de fase estacionana es menor y el tamafio de
muestra tiene que ser reducido consecuentemente Los métodos de deteccidn deben por lo tanto
responder a cantidades muy pequenias de solutos, se requieren grandes presicnes para forzar la tase
mévil a pasar a través de la celumna

En la cromatografia planar la fase estacionaria esta configurada comoe una hoja delgada en dos
dimensicnes En la cromatografia de papel una hoja o una tira delgada de pape! sirve como fase
estacionana En cromatografia en capa delgada (CCD) una pelicula de capa delgada de particulas de
un sé6hdo se enlazan por la fuerza mecanica de un adherente, tal como sulfato de salcio, de tal forma
que recubren una placa de vidno u hoja de plastico

Un borde de |a placa es mmerso en el reservorio de la fase movil, el cual, por capitaridad, se
mueve de manera perpendicular a la superficie de la fase mévil. Este movimiento capilar es rapido
comparado a {a difusién del soluto en la fase mowil en dngulos rectos a la ruta de migracidn y asi les
solutos estan confinados a una ruta estrecha

7 Al modo de Separacion

Se denemnan asi a los diferentes tipos de desarrollos cromatograficos utilizados para realizar
la separac:on de los solutos de una mezcla, la cual siempre estd basada en los distintos valores de las
relaciones de distribucion Para un solute determinado, la relacién de distnbucidn se define como la
relacién de concentraciones del mismo en |a fase estacionana y mébwil, una vez alcanzado el equilibrio
La separacion de los componentes de la mezcla puede ser alcanzada por una de las tres técnicas
siguientes

- Andlisis Frontal
r Elucidn por Desplazamiento
r Desarrollo por Elucion

Andlisis Frontal

La mezcla liquida ¢ gaseosa es introducida a la columna, la cual actia como su propia fase
mévil o portadora, y 1a separacion depende de [z habihdad con la cual cada componente en la mezcla
llegue a adsorberse Una vez que el empaque de la columna haya sido saturado (esto es, cuando no
sea capaz de adsorber mas componentes), la mezcla sigue fluyendo con su composicidén onginal
Los primeros usos de esta técnica incluyeron ia medicidn del cambio en la concentracibn del frente
que salia de ia columna, de ahi el nombre de "analsis frental" El componente menos adsorbido eluye
primerc y es el Gnico componente en ser obtenido de manera pura
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Desarrollo por Desplazamiento

En esta técnica el desarrollador (o agente desplazador) estd contenido en la fase mévil, el cual
puede ser un liguido 0 un gas  Un requenmiento necesarno es que la fase mévil sea més adsorbida
que cuaiquiera de los componentes de la mezcla Siempre se obtiene una banda pura Unica del
primer componente en la muestra. Ademas, siempre se presenta una zona de solapamiento para
cada compoenente que viene detras, lo cual es una ventaja de esta técnica sobre el analisis frontal.
La desventaja desde el punto de vista analitico, es que las bandas de los componentes no son
separados por regiones de fase movil pura

Desarrollo por Elucidn

En esta técnica, los componentes de la muestra viajan a través de la columna a unas
velocidades determinadas por sus caracteristicas de retencién sobre el empaque sélido. Si las
diferencias en adsorcién son suficientes o 1a columna es lo suficientemente jarga serd posible una
completa separactén de los componentes de la muestra Una adicibn continua de eluente causa la
salida de bandas o zonas separadas desde ia columna Una desventaja de esta técnica es el largo
intervalo de tilempo requeride para remover un soluto adserbido fuertemente Esto puede ser
superado si se aumenta {a temperatura (Cromatografia de Gases) o la fuerza de ia fase mévil
(Cromatografia de Liguides) durante el proceso de separacién.

1 Al mecanismo de Retencion

La clasihcacidn en términos del mecanismo de retencion es una mezcla de fenémenos Si el
Coeficiente de Particidn es constante en la medida en que la cantidad de soluto es variada, la
separacidn es referida como "Cromatografia Lineal’. Esta condicidn es altamente deseable va que las
zonas de soluto se aproximan a una distnbucion simétnca Gausiana, Si el sistema es no lingal, las
zonas de soluto son asimétricas. El caso asimétrico més comin, es una zona "coleada’. En la
"Cromatografia de Adsorcion” las moléculas del solute se enlazan directamente a la superficie de 1a
fase estacionaria Las fases estacionarias pueden contener una gran variedad de sitios de adsorcidn
que difieren en la tenacidad con la cual elos enlazan las meléculas del soluto y en su relativa
abundancia El efecto neto determina la actvidad del adsorhente

La "Cromatografia de Particion" utiiza un material de scporte cublerto con una fase
estacionaria liquida Por ejemplo.

1. El agua enlazada a la celulosa papel o silica o
2 Una pelicula delgada que cubre o enlaza a un sélido.

La retencidn del soluto se debe ala solucidn del soluto en la fase estacionana liguda

La fase estacionaria en fa Cromatografia de Exclusién por Tamanio consiste de moléculas de la
fase movii atrapadas en fa estructura porosa de un sdlido lLas roléculas del soluto son retenidas
cuando ellas se cifunden sahiendo y entrando desde esos poros  El tiempo que ellas permangcen en
los poros es una funcién de su tamafio, lo cuat determina lo profundo de la penetracién Existe cierto
tamafo molecular que representa el caso de "exclusién®, Las molécutas de este tamabo y mayor son
excluidas de los poros y ne son separadas Ellas aparecen primero en la cromatografia de elucién. En
el otro lado del espectro, existe un clerto tamario para el cual todas las moléculas de esta magnitud y
mas pequefas penetran todos tos poros Esas moléculas tampoco son separadas y eluyen al ditimo.
La Cromatografia de Filtracion en Gel, CFG, (Gel-fiitration Chromatography, GFC) se refiere a los
métodos de exclusion por tamafio que emplean agua como fase maévil y la Cromatografia de
Permeacion en Gel, CPG, (Gel-Permeation Chromatography GPC) cuando ia fase es orgdnica
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Las interacciones ntermoleculares especificas, "candado-llave” son muy conocidas en
hioquirmeca Ejempios incluyen enlaces enzima-proteina, antigeno-anticuerpo, y hormona-receptor
Una caracteristica estructural de una enzima podria enlazarse a una proteina La Cromatografia de
Afinidad explota esta caracteristica eniazando un igando con la postbilidad interactiva deseada a un
soporte tal como tos que se usan en Cromatografia de Filiracion en Gel El Ligando retarda un solute
con las caracteristicas estructurales mientras pasan todos los otros soiutos en la mezcla El sofuto es
luego eluido por un cambio en la fase movil tal como la incerporacién de un soluto competidor,
cambiando la acidez o cambiando {a fuerza 1dnica del eluente.

1.1.3 DEFINICIONES DE LA CROMATOGRAFLA

Segdn la definicidn de ta IUPAC, “La cromatografia es un método, usado primariamente para la
separacion de los componentes de una muestra, en la cual los compenentes se distribuyen en dos
fases, una de las cuales es estacionaria, mientras la otra se mueve. La fase estacionaria puede ser un
sdlido, un liquedo, retenido sobre un séhido o un gel La fase estacionarna puede estar extendida como
una capa o distribuida como una pelicula, etc La fase movil puede ser liquida o gassosa"

Keulemans ha definide la cromatografia como un método fisico de separacion en el cual los
componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una de las cuales constituye ta fase
estacionaria, de gran area superficial, y la otra es un fluido (fase mdvii) que pasa a través o a lo largo
de ia fase estacionana

El proceso cromatografico, aparentemente simple en practica, es en realidad una compleja
untén de fenémenos tales como hidrodindmica, cinética, termodindmica, quimica de superficie y
cifus16n En c¢romatografia les componentes quimicos de una mezcla se desplazan mediante una fase
estacionana por {a corriente de una fase moéwi, gaseosa {(Cromatografia de Gases) ¢ liguida
{Cromatografia Liquida). La separacidén en la cromatografia liquida es lograda por medio de
diferencias entre las interacciones de {os analitos con ambas fases, mowil y estacionaria Para lograr
una separacidon de los analitos por cromatografia liguida, se debe seleccionar ambas fases,
eslacionana y mévii Ademads se debe :dentificar las condicicnes cromatogréficas que se mantendran

durante el desarrollo

La cromatografia liquida es en esencia un método separalivo Asi, el lugar donde se produce [3
separacién, la columna, puede considerarse el corazdn del sistema cromatogréfice, alrededor de la
cual se monta un equipo de mayor o menor complepdad En el caso mdas simple, el cromatoégrafo de
liguides estard constituido por.

0 Un reserveno de solvente que alimenta al sistema con la fase mow!

L Un sistema que permite la introduccién de la muestra, el inyector

0 Un sistema para forzar el pasaje de la muestra y la fase méwii a través de
ta columna la bomba

0 Un sistema de monitoreo. el detector

{1 Un sistema de registro de datos

La sefial del detector puede ser utiizada tal cual por un registrador grafico o por un inlegrador,
o digitahizada, para que pueda ser nterpretada y procesada por una computadora (figura 1 2).
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Figura 1.2. Esquema de un cquipo CLAR

Bésicamente, los equipos de CLAR se pueden clasificar en integrados y modulares:

Los equipos integrados, cada una de sus partes (reservario de sclventes, bomba, inyector y
detectar) estdn reunidas en un gabinete y su intercambio ¢ conexién con otros componentes de la
misma o diferente marca es dificil

Los equipos modulares son instrumentos individuales que permiten no sélo armar el equipo
segun la necesidad, sino aumentar su complejidad segin esa necesidad varie.

La base fundamental de CLAR consiste en pasar una mezcla del analito con un solvente a una
presion alta (llamada fase moévil) a través de un tubo de acero {llamado cclumna) empaquetada con
adsorbentes (lamada fase estacionana) Como los anahtos pasan mediante la columpa estos
interactdan reciprocamente entre las dos fases a diferentes velocidades

La diferencia en la velocidad es pnmeramente debida a las diferentes polaridades de los
analitos. Los analitos que tienen la menor cantidad de mteraccién con la fase estacionana y la mayor
cantidad de interaccién con la fase mavil saldrdn de la columna mds répido Las interacciones
repetidas a lo largo de la longitud de la columna efectian una separacion de los analitos las diversas
mezclas de analitos pueden analizarse cambiando 1as polardades de la fase estacionaria y la fase
mowvi§

CLAR ha tenido una creciente difusién desde comienzos de la década de los 70, y hoy
representa una de las herramientas mas empleadas en el laboratorio analitico moderno, ya sea éste
dedicado a la investigacién basica o aplicada, mndustrial, biolégico o bromatolégico.

CLAR, es en la actualidad una de las principales técnicas de separacién de especies quimicas
estrechamente relacionadas Se utiliza ademas para la wentificacion cualitativa y la cuantificacién de
las especies separadas CLAR permite la separacion de mezclas liquidas. La versatihdad de esta
técnica hace gue su campo de aphicacion sea muy extenso Se puede emplear para la determinacion
de aminodacidos, herbicidas, pesticidas, tensoactivos, metabolitos de preductos tdxicos, azlcares,
productos petroquimicos, farmacos, etc
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1.1 PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

La cromatograffa, tiene un lenguaje particular, su nomenclatura fue estandarizada por la
American Society for Testing and Matenals, ASTM vy la Internatronal Umon of Pure and Apphed Chermistry,
IUPAC Se definiran algunos de los términes cromatograficos, para una mejor compresidn de éste
manual, entre los cuales debemos incluir los siguientes

Cromatograma
Volumen de elucidn
Velumen muerto
LLinea hase

Tiempo de retencidn
Factor de capacidad
Factor de separacion
Resolucién

Ancho de pico
Platos teéricos
Asimetria

T3 338838833

Cromatograma

Es la representacion de la respuesta o sefial del sisterna de deteccidn en funcidén del tiempo,
volumen de eluente o distancia en el lecho cromatogréfico El cromatograma puede tomar diversas
formas: un registro grafico proveniente de un registrador o plotter, una mancha en cromatografia
plana, o un ndmero determinado de datos tomados por un microcomputador El cromatograma
contiene la informacién analitica relativa a la muestra (complepdad. nimero de picos, deteccidn
cualitativa y/o cuantitativa de uno o varios componentes) o del funcionanuento del sistema
cromatografico

El concepto de cromatograma, segan [UPAC, es "un gréfico u otra representacién de la
respuesta de| detector, concentraciéon del eluato u otra cantidad usada come una medida de la
concentracion del eluato, contra el volumen de eluate o tiempo” Asi, un cromatograma corresponde,
por ejemplo, a la curva representada en ta figura 1 3 Las abscisas corresponden al ttempo durante el
cual se efectia la medicidn S el volumen con respecto al tiempo es constante, 1a proporcronaiidad
entre tiempo y volumen de elucidn es directa Las ordenadas corresponden a la sefial anaidgica
proveniente del detector y su significado dependerd del tipo de med:ci6n efectuada {absorcibén, indice
de refraccion, fluorescencia, etc.). La altura de la sefial indica en cada momento la intensidad de la
respuesta, en general proporcicnal a la concentracidn del soluto, la cual se evalla por medicién
manual ¢ electrénica (drea bajo Ja curva ¢ altura de pico) tdealmenrte el pico tiene distribucién normal
(gaussiana), aungue algunecs fendmenos pueden provocar el algjamiento de esta condicién y es
frecuente encontrar asimetrias de mayor o menor intensidad

Este algjamiento de la condicidn ideal es muchas veces Inevitable, aunque se trata de
minimizario ajustando las condiciones operativas ya que, como se puede supeoner, la deformacion del
pico dificulta tanto la evaluacién cuantitativa como la conflabihdad cualitativa Otros tipos de
inconvenientes en la interpretacion del cromatograma pueden onginarse en un método separativo
inefictente, separaciones pobres con superposicién total o parcial de picos, en la calidad de la senal
(ruidos, dervadas, etc ), en factores de disefio instrumental, errores operativos, etc



CAPITULO 1. INTRODUCCION A LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR)

Figura 1.3. Cromatograma con distribucion
gaussiana,

Volumen de Elucién (Ve)

El volumen de elucidn (Ve) o también conocido como volumen de retencidn (Vg); es el volumen
de fase méwl eluwida entre la inyeccién y la elucidn de la concentracion maxima del soluto. A velocidad
constante, el tiempo transcurrido entre dichos puntos corresponde al tiempo de elucién o tiempo de
retencion.

Tambien se define como ei volumen de fase mdvil necesario para que se produzca la elucion de
un scluto (realmente, para que aparezca el pico, ya que estnictamente en este instante,
aproximadamente el 50% del mismo estd todavia en el lecho cromatogrédfico), cuya férmula nos
indica como calcutarlo :

VR:tRXF e e e e (1)

tr = Tiempo de retencion
F = veloerdad de flujo (expresado generalmeante en ml/min)

Volumen muerto (Vo)

El volumen muerto (Vo), es el volumen total de fase mévil entre el punto de inyeccién y el de
deteccién, exceptuando el correspondiente a las particulas de fase estacionaria Comprende al
veiumen que la fase movil puede ocupar entre tas particulas, entre las particulas y la pared de la
columna, en el interior de las tuberias, uniones, filtrados, etc

Evidentemente la solucidn atraviesa "limpiamente” estos espacios, sin participar en ningdn
proceso separativo En el caso de que la solucidon inyectada contenga algin soluto que no se retenga
en ia fase estacionana, su elucidn no serd instantdnea sinG que corresponderd a un volumen de
eluciébn igual al volumen muerto. Este volumen corresponde, de trabajar a una velocidad de flujo
constante, a un tiempo conocido como tiempo muerto (to) y se visualiza (no siempre) en el
cromatograma como el primer pice o disturbio de la linea hase. Sin embargo, como su valor se
emplea frecuentemente en algunos calculos cromatograficos, no se debe tomar este valor de los
cromatogramas de cualquier ensayo, ya que se tiene la completa seguridad de que el primer pico,
generalmente debido al selvente de disolucion de la muestra o de alguna impureza desconocida, no
se retenga en absoluto en el matenal de la fase estacionana
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CAPITULO 1. INTRODUCCION A LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR)

lLa compresidn de este parametro nos permite llegar a una importante conclustdn' no se debe
evatuar ningln scluto cuyo tiempo de retencién corresponda al volumen muerto Es claro que en esas
condicienes, el soluto no ha temdo oportunidad de separarse de ningunc de sus eventuales
acompafantes en fa solucidbn Por el contrano, su sefial puede reswitar modificada por la coelucién de
solvente de disoiucidn o de impurezas agregadas

Respecto del significado del térmimc “volumen muerto" {dead volume), Este indica que en
realidad corresponde a un espacio extracolumnar y propone modificar su denominacién, ya que es
accesible tanto a la fase mdwil como al soluto, es responsable de ensanchamiento de banda y
perturbaciones del velocidad de fiujo y en realidad, no puede considerarse como "'muerte” Términos
mas aceptables pueden ser volumen vacante o extracolumnar

Linea Base

Es la proporcidon del cromatograma donde sélo se aprecia la elucién de la fase movit, sin sefial
debida al soluto

Tiempo de retencion (tr)

El tiermpo de retencién (tr) es el tiempo gue toma un soluto en recorrer toda {a columna  El
tiempo de retencién se asigna ai correspondiente pico del soluto El tiempo de retencién es una
medida de la cantidad de tiempo que e} soluto gasta dentro de la columna: es la suma del tiempo que
gasia en fase mévil y en la fase estacionana

También se deftne como el hiempo medido entre ta inyeccidn y la elucidn de la concentracién
madxima del solutc enésima (maxima seflal) La distancia entre este maximo de la sefial y 1a finea base
es la altura del pico (hn) en cuestién Existe otros pardmetros relacionados con el tiempo

= Tiempo de Retencidn Neto o Relativo ()
~ Hempo Muerto (t,)

= Tiempo de Retencidn Neto o Relativo (Eg)

Dado gue el volumen extracoiumnar depende de varios factores ajencs a fa separacidn misma,
es frecuente expresar el iempo de retencidn neto de un pico determinado como diferencia entre su
trenipe de retencién y el tiempo muerto en lugar del tiempo de retencién absoluto Asi, para el pico
encwimo, tenemos la siguiente formula.

TN S @)

En ambos casos, el producto del tiempo de retencidn (absoluto o neto) y el velocidad de flujo
(Fy dardn el volumen de retencidn (abscluto o relative) como se muestra en la férmuiz

Vi = Trimimy ¥ F(mismin) 3

z= Tempo Muerto (to)

El tlempo de retencidén de un pico no retemido (tw o to) es el tiempo requerido por un
compuesto no retenido para viajar a través de toda la columna. Las moléculas de un soluto no
retenideo no penetran a la fase estacionana, ellas viajan a la misma velocrdad de flujo, todo el tiempo
eslan en la fase méwl Este es equivalente al tiempo que el soluto gasta en la fase movil y que es el
mismo para todos los solutos de la muestra en el mismo corndo cromatografico Este tiempo se
obliene al inyectar un compuesto no retenido y detenminando su liempo de retencidn
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CAPITULO t. INTRODUCGION A LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR)

Factor de capacidad

£} Factor de Capacidad (k") conocido como Factor de Retencidn (k') es otra medida de la
retencién Es la relacidn de tiempo gque gasta el solute en las fases estacionaria y mévil Se define
también como el cociente entre el nimero de moles de soluto en la fase estacionaria y el nimero de
motes de sojuto en la fase mévil y esta relacionado con el coeficiente de distribucién entre ambas
fases

K- Nuimero de moles de soluto en la fase cstacionaria 4)

Nuamero de moles de soluto en la fase movil

Puede demostrarse que k' es proporcional al tiempo de retencién del soluto y se calcula para el
pico enésimo como;

1 (" _Io )

[

K':%;—pﬁl L U (6)

o

Evidentemente, surge de las dos ecuaciones anteriores que k' puede variar entre cero e infinito.
S el soluto no se retiene, su biempo de eluciin serd 1gual a te {0 bien su volumen de elucidn 1gual a
Vo) y s s retiene en forma irreversible, su tiempo (y su volumen) de elucién sera infinito. EI factor de
retencion es una medida de la retencién por |a fase estacionaria. Es una medida relativa y lineal.

Por ejemple, un soluto con un k' = 6 es doblemente retenido por la fase estacionaria (no la
columna) comparado con un seluto con un %' = 3 El Factor de retencién no da informacion sobre el
tiempo de retencidn absolute, solo sobre 1a retencion relativa Un soluto no reternido tiene un k = 0.

El valor de k' se puede ajustar modificando la fuerza de la fase mdvil, por ejemplo;

O En Fase Reversa

k' disminuye al aumentar la proporcion del compenente organico (MeQOH, AcN, THF) y aumenta
al aumentar la proporcidn de agua

3 En Fase Normal

k' disminuye al aumentar la proporcién de solvente polar y aumenta al aurmentar ia proporcion
del no polar.

0 En Cromatografia de Intercambio 16nico

k' disminuye al aumentar la concentracién del contraién (buffer o sal agregada), o la

praporcién de solvente organice La vanacion del pH de la fase mévil puede aumentar o disminuir k'
de acuerdo a las caracteristicas dcido-base del analito

La medicién de k' es una operacidn muy frecuente, ya que su valor se emplea tanto para
evaluar la retencidn comao para ajustar la separacidn Asi, el valor de k' se regula entre 2 y 10
para mezclas de pocos componentes, o entre 0.5 y 20 s fuera necesario "hacer lugar’ en el
cromatograma para alojar un gran namero de picos

Factor de separacion ()

El Factor de Separacién (w) es una medida del tiempo o distancia entre el maximo de dos
picos Se calcula utilizande la  siguiente ecuacién 51« = 1, entonces tos picos tienen el mismo
tiempo de retencion y co-eluyen

K,
a=—= . .- - {7}
K
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CAPITULO 1, INTRODUCCION A LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR)

K, = factor de capacidad para et primer pico

K;_ = factor de capacidad para el segundo pico

Se puede definir también como el cociente entre tos facteres de capacidad (k') de un par de
picos  S1 no existe separacién, « es igual a la unidad y su valor aumenta cuando aumenta la
separacién

A diferencia de k, o no depende de la fuerza de elucién de la fase mdvil y de la columna. Asi,
una disminucion de la fuerza de la fase méwl produce un aumento de la retencidn, que en genera!l no
se accmpafia de cambios de selectvidad Es decir, el aumento serd proporcional para todos los
sofutos y el cociente entre ellos se mamtendrd aproximadamente constante (figura 1 4)

La variacidn de o puede lograrse de varios modos, pero lo que se intenta es, en defimtiva,
vanar el tipo de interaccién entre las vanables del sisterna, es decir, scluto-fase méwvil-fase

estacionaria Las variaciones usuales son.

00 Modificacién del compenente "activo” de la fase mdvil (en fase reversa,
MeOH por AcN o THF, en fase ncrmal, cloroformo por cloruro de metileno o
metil terchutil éter)

7 Modificacién del pH de la fase mowvil

O Empleo de aditivos (reactivos de apareamiento, complejantes, etc)

9 Cambio de la fase estacionaria.

Figura 1.4. Cromatograma tipo y algunos parimetros de medicion

Resolucién

La resolucidn (R) es un parédmetro importante, pues como se ha dicho, el objetivo de la
cromatografia es la separacién de los constituyentes de una muestra Es natural, entonces, la
necesidad de contar con una expresién cuantitativa de la calidad de la separacion

Entre mayor sea la resolucion, menor sera el solapamiento entre dos pices consecutivos  El
factor de separacidn (o) es solo la distancia ¢ el tiempo entre los maximaos de dos picos La resalucién
toma en cuenta tanto a « como ¢l ancho de pico Esta expresidon, la resolucién, se calcula por cada
par de picos adyacentes con la siguiente formuia

R o) )
1/2 (v, +w)
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CAPITULO 1. INTRODUCCION A LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR)

Donde t2 y t1 corresponden a los tiempos de retencién de los picos 2 y 1, wz + w1 a los anchos
de pico medidos en su base (figura 1 ).

b4 )'i{ H!zl 1 b H
£
¥ :’fﬁ[’iﬁmf‘ Rt b

Figura 1.5. Picos cromatograficos medidos desde su hase,

Ancho de pico (W)

Esta medicion se puede efectuar con varics objetivos: para calcular |a eficacia de la columna
(platos tedricos), la resolucién, para el célculo manual del drea de picos y en algunos integradores
electrénicos se ingresa como dato de ajuste de integracion. El ancho de pice se puede tomar en varias
posiciones (a varias alturas) y s la sefial fuera perfectamente gaussiana, las apreciaciones que
resultan de esta medicidn serian equivalentes. (ver figura 1.5) Sin embargo, como esta condicién
raramente se cumple y se debe indicar cual es el método empleado.

En general el ancho de pico suele tomarse:

0O Al 60 7% de la altura del pico {wi). En este lugar se encuentran los puntos de inflexién y en
una distribucién normal, {a seccdn horizontal de ta curva corresponde a dos desviaciones
estandar (20)

Al 509, de la altura del pico (wn ancho de pico a media onda).

En la base del pico (wian). Este valor se obtiene prolongando la linea base por debajo del
pico y michendo el segmento de esta linea, delimitado por la extrapolacién de las ramas
ascendente del pico

[ Para obtener un mayor reflejo de la asimetria sobre la medicidn, es frecuente encontrar
medidas tomadas en otros sectores del pico

Platos Teoricos

El concepto de Plato Tedrico (N) fue desarroliado en 1941 por Martin y Synge para la
cromatografia de particion ligudo-liquide (LLC) Para explicar el fenémeno separativo, compararon la
LL.C con un proceso de distribucidén en contracorriente, donde la extraccién en las dos fases se repite
varias veces en forma encadenada La diferencia fundamental residia en que en la cromatografia, el
proceso es continue Sin embargo, ta columna se podia dividir en cortes o rodajas imaginarias donde
se conseguia un equilibrio transitorio, antes de que la fase mévil avance hacia el siguiente Cada corte
se llamé “plato” y su espesor "altura equivalente det plato tedrico” (H o HETP) Entonces, para una
columna de longitud L, con N platos tedricos, |a altura del plato resuita la siguiente férmuta

H= L/N ce (&)



CAPITULO 1. INTRODUCCION A LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION {CLAR)

La eficiencia de una columna cromatografica y por lo tanto su "poder” separativo se mide en
funcién de su nimerc de platos tedncos Para lograr la separacidn de dos componentes dados, no
sélo deben eluir a distintos tiempos de retencidn, sino que ef anche de ios picos debe ser tan bajo
como sea posible El ndmero de platos teérices se puede calcular en funcién del ancho del pico como
se muestra en la formula,

N == 1 6('fR /w:mr )2 - - - (9)

Donde Tr es el tiempo de retencidn del picoe enésimo y Win su ancho, medide sobre la linea
base y expresado en unmdades de tiempeo (¢l cdlculo puede también expresarse en funcién del volumen
de retencién y el ancho del pice, en unidades de volumen) El ndmero de platos tedricos es un
concepto y no tiene nada de parecido con el concepte de platos de destilacion o coiumna de
destilacion

H (y consecuentemente N) depende ne sélo el diametro, morfologia y calidad de la particula
sing también de la catidad del empaquetamiento, de su envejecimiento y eventuales vaciamientos o
canales producidos por disolucién o golpes Por otra parte, no sdlo la columna determina el valor de
N Como se verd mas adelante, muchos facteres instrumentales contribuyen al ensancham:entc de los
picos (longitud y didmetro de tuberias, volumen y geometria de la celda del detector, etc) Otros
factores determinantes de N y ajenos a la columna "fisica” corresponden a los procesos por los cuales
la geometria del pico se aleja del ideal, es decir, de la curva normal o gaussiana

Es benéfico tener columnas con alta eficiencia ya que facthta la separacion completa de picos
estrechos con valores del factor de separacién (o) bajos Sobre fases estacionarias en las cuales los o
son altes no se necesitan columnas muy eficientes Donde los « son pequefios se necesitan columnas
muy eficientes. La eficiencia de la celumna es una funcidén de sus dimensiones (didmetro, tongitud y
espesor de pelicula) Lamentablemente no existe un cnterio unificado para la medicidn de la eficacia
Es decir, o existe una forma operativa, especificaciones instrumentales, solutos de referencia, ni
tampoco forma de expresar et resultado {platos/m, platos/columna, etc )

Por esta razéon, no puede compararse directamente ia eficiencia reportada por distintos
fabricantes de columnas para sus productos Por ofra parte, s1 se efectdan mediciones en un
cromatograma que contiene mas de un pico, puede observarse alguna ligera variacion en el ndmero
de platos tedricos calcutado para cada soluto Esto significa que la eficiencia suele medirse en vanas
ocasiones, por glemplo.

3 Para comparar materiales {en particular columnas) y métodos, bajo las
mismas cendiciones experimentales

¥ Para optimizar un métedo analitico

O Para controlar que un métade continde siendo 1déneo

3 Para controlar el estado de una celumna a lo large de su vida Otil

Se han analizade las modalidades empleadas parz ia determinacién de N, de {o cual se
concluye que tanto el catculo basado en la medida def ancho de pico en la base, como la tomada a
media altura de pico son poco exactas cuando el gréfico se aleja de la normalidad (ver tabla 1 1 y
figura 1 6) Sin embargo, el método debe elegirse de acuerdo a las necesidades del analsta, temendo
en cuenta, naturalmente, las mitaciones de cada modalidad

!
N=a 4} (9)
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w_ ‘ 2 METODO - |" "IEXACTITUD '
W, + Inflexién Baja
L W, 5.54 Media onda Baja
W}, 9 o -
W, 16 4o Media
Ws 25 5¢ Alta
Wi 16 Tangente Baja

Tablal,1 Métodos para el cileule de N. El factor "a" corresponde 2 12 ccuacion 9.

“Attura
~plen

Lk
R

R

het
R

v e
AR el b
v

A

Figura 1.6. Anchos de picos empleados para ¢l cilenlo de N

Asimetria

La asimetria (taring) es una de las formas mdas comunes de alejamiento de la curva gaussiana y
su medicién es 1mportante pueste que puede llevar, de acuerde a su rnagnitud, a errores
considerables de cuantificacién, e incluse a oscurecer picos adyacentes. St bien no existe un criterio
anico para el célculo de asimetria, las formutas empleadas con mayor frecuencia son;

As b , - (10) A.sg%:[i . LA
a

18 1
)

donde a y b son las medidas entre la linea que une el maximo del pico con la linea base y los
extremos anterior y posterior del pico, tomados at 109 de su altura Por su parte, a' y b' son los
mismos parametros al 5% de dicha altura (figura 1.7)
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CAPITULC 1. INTRODUCCION A LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUGION (CLAR)

Figura 1.7, Representacién de un pico asimétrico y las
zonas de medicion de asimetria,

1.3 TIPOS DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

Podemos clasificar a la Cromatografia Liguida de la siguiente forma

FASE MOVIL tiQuino
FASE ESTACIONARIA LIQUIDO SOLIDO
Liquido- Liguido Sélido
Liquido- Sélido Exclusion por
Nombre {CLS) Tamaiio (CET)
Fase Ligada
(CLL) Intercambio (CFL)
lonico (CIl)

1.3.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDO-SOLIDO (CLS) O DE ADSORCION

Es la forma mas antigua de la cromategrafia, en la cuai se utiliza una fase estacionaria séhida y
una fase mévil liquida o gaseosa El solutc se puede adsorber en la superficie de las particulas
sélidas En cualquier fenémeno de adsorcién influyen tres vanables independientes Estas son el
adsorbente, el disolvente y las sustancias a analizar lLa separacion sobre adsorbente dependen de la
existencia del equilibrio entre fas moléculas adsorbidas en la fase estacionana y las que estdn libres
en el disolvente, mowviéndose las moléculas individuales entre las dos fases S las moléculas de un
componente particular tienen una elevada afimdad por el adsorbente pasardn muy lentamente,
mientras gue otro componente con menos afinidad lo hard mas rapide

Este método empiea una fase estacicnaria polar, tipicamente silicagel y una fase movil no
polar, por gemplo hexano La separacion se da entre dos series de pasos la adsorcién/desorcion
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1.3.2. CromaTOGRAFEA LiQuIno LIQUIDO (CLL) O DE PARTICION

En esta modaldad, las moeléculas de soluto se distribuyen entre dos liguidos. uno es la fase
movil, y el otro la fase estacionana, que se encuentra homogéneamente dispersa en un soporte
sélido, finamente dividido. E| analito se distnbuye entre a fase estacionaria liquida inmiscible en la
fase movil y fijada mecdnicamente a un soporte inerte (tierra de diatomeas, silicagel irregular, de
poras grandes y baja actividad, etc)

La separacidn se basa sobre la particién del secluto entre dos fases liguidas (movil vy
estacionaria). Las técnicas mas generales de la separacion liquido-fiqguido se llevan a cabo sobre
celulosa o ge!l de silice himeda, pudiendo realizarse en forma de tira de papel, capa fina o columna,
El medio en cada caseo actla como soporte del agua, por lo que este tipo de cromatografia se emplea
fundamentalmente para la separacién de sustancias solubles en la misma

1.3.3. CROMATOGRAFEA DE FASE L16ADA (CFL)

La cromatografia de fase figada es llamada asi porque reemplaza el tipo de umdn de la fase
estacionaria a su soporte, haciéndola perdurable por medio de una unién quiniica covalente (es decir
un ligando) La cromatografia de fase ligada se puede clasificar en Fase Normal (FN) y Fase Reversa
(FR), de acuerdo a la polandad relativa de la fase mévil y de los grupos funcionales quimicamente
ligados a la matriz

l.a particuta de fase ligada esta compuesta por un material de base, silicagel, altimina, agarosa,
etc, al que se une quimicamente un compuesto que contiene un grupo funcional determinado. La
estructura quimicamente interna y superficial, su reactiwdad y pureza, le confieren caracteristicas
muy variadas y determinan profundas diferencias en el tipo de tratamiento

La Cromatografia en Fase Normal (CFN) emplea una fase estacionaria polar y una fase méwil
no polar La CFN se realiza sobre fases estacionarias hidrofilicas como la silice o alimina
microporosas y con selventes de mediana a baja polaridad como fase mévil Es un método apropiado
para la separacion de solutos de polaridad mediana a alta y es de suma utilidad para la separacidn de
Isémeros posiclonales con sustituyentes polares El mayor inconveniente de la CFN se debe a la alta
actividad del material de relleno, que tiende a adsorber agua y solventes polares en su superficie,
Comoe consecuencia, su comportamiento puede modificarse en una disminucidn de la reproducibilidad
en los resultados

Ef agua adsorbida, que forma capas simples o multiples alrededor de la particula y llega a
tapar sus poros, es responsable de la pérdida de actividad de la fase estacionaria, o al menos,
conduce a mecanismos mixtos de retencién: por una parte, fenémenos de adsorcién debidos a los
sitanoles superficiates de la fase estacionana y por otra, a mecanismos de particion entre la fase
movil y el agua retenida sobre la fase estacionana

La adscrcién se puede interpretar como una concentracion de un analito en una columna
cromatografica respecto del solvente en el que estd fluyendo. Ese enriquecimiento surge de las
Interacciones existentes entre los analtos y el matenal de relleno de la columna La retencidn se
debe a la competencia que se establece entre:

Fase Mol - Superficie Adsorbente
Analito - Superficie Adsorbente

La Cromatografia en Fase Reversa (CFR) emplea una fase estacionarna no polar y una fase

moévil muy polar {en general mezcta de agua y un modificador orgdnico, metanol, acetonitrilo &
tetrahidrofurane) Las ventajas de la CFR son
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o a— e e e st ] ———

(3 Compuestos no 16ricos, 16n1cos e 1onizables pueden ser separados en 1a misma columna, con
la misma fase movil

3 La fuerza de atraccidn superficie no polar- soluto es débii

[3 La adsorcién irreversible, frecuente en silicagel, raramente ocurre

O La fase mdwvl predominante es agua, abundante y econémica

0 £l medsficador organico predominante es el metanc!

0 £l orden de elucion es predecible, en funcidn de la hidrofobicidad del analite

(3 Se necesita poco tiempo para el equilibnio del sistema luego de un cambio de fase méovil

lLa nteraccidén entre las motéculas de soluto y de solvente es mucho mas débil que la
interaccidon de ias moléculas de solvente entre st Como consecuencia el solute es expulsade de la
fase moéwvil y forzado a penetrar en la fase estacionaria, que actla como receptor pasivo La figura
muestra como gremplo la interaccién de fenol con 1a fase igada En este caso, se puede asumir que
el grupe polar se orienta hacia la fase méwil acuosa, mientras que su posicidn hidrofébica o hace
hacia la superficie hidrocarbonada

1.3.4. CROMATOGRAFEA DE INTERCAMBIO IONICO (CIT)

En este tipo de cromatografia, l1os aniones (como SO5) o caticnes {como N{CHz):) se unen
covalentemente a la fase estacionaria sdhda Los 1ones del sotuto de carga opuesta a los de la fase
estacionaria, son atraidos por esta (ltima mediante una fuerza electrostatica

En los intercambiadcres aniénicos, 10s grupos con carga positiva estdn unidos covalentemente
a la fase estacionaria Los aniones del soluto son atraides hacia los sitios positivos de fase
estacionaria  Los intercambiadores catidnicos contienen sitios con carga negativa, unidos
covalenternente, los cuales retienen los cationes del soluto

La Fase Estacionana es una resina de Intercambio 1onico y tiene la propiedad de separar
especies ionizadas (cationes ¢ anmones) La case maévil s generalmente una solucién amortiguadora
de pH

La Cromatografia de Intercambio 16nico se emplea en la separacidn de sustancias 1onicas,
tanto organicas como Inorganicas, de polielectrdlitos, como enzimas, proteinas, hormonas, virus,
dcidos nucleicos y otras sustancias bioldgicamente importantes

1.3.5. CROMATOGRAFTA DE EXCLUSION POR TAMARIO (CET)

La Cromatografia de Exclusién por Tamafo, es un tipo particular de cromatografia liquido-
s6hdo, que se utihiza en la separacion de sustancias que poseen volimenes moleculares diferenies, en
la cual las moléculas se separan por su tamafo, se utiliza ampliamente en bicquimica para separar
moléculas grandes como proteinas y carbohidratos

Esta técnica se mtrodujo con la creacién del Sephadex®, el cual se obltiene a partir de un
polisacarido, y es utihzado como fase estacionana, la cual estd ceonstituida de particulas altamente
porcsas gue permiten 1a separacién de los componentes en funcién del tamane de lag moléculas. A la
Fase Estacionaria se le llama también Malla Molecular Ei Cromatograma obtemdo representa la
distribucién de Pesos Moleculares

El término exclusion por tamafio, también se encuentra en la tibliografia con ios nombres de;
Filtracidn sobre Gel, Permeacién sobre Gel, Tamizado Molecuiar v Exclusidn Molecular
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CAPITULQ 2. CARACTERISTICAS DEL INSTRUMENTAL CLAR WATERS

2.1 SISTEMA CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS (CL) 616 WATERS

El Sistema Cromatégrafo de Liquidos (CL) 616 estd disefiado de acuerdo a ia tecnologia de
punta, este incluye una Unidad del Manejo Fluido (FHU) y un controlador 600S. El controlador 600S
inCluye el software Powerline el cual es controlado directamente desde un teclado pequefic del
controlador El sistema CL 616 también puede controlarse a través del Software Millennium 2010 por
medio de una computadora Los componentes del sistema CL 616 son.

= f— f
“ CONTROLADOR 6005 ) | FHU'H

= CPU Bd }7¢Vé|Vﬂla "Sparge" ]

> LCD w/SKIL = Valvula de descarga

=~Teclado Digital l
= Pantalla

Bomba 616

2.1.1 bomba 616

Las bombas CLAR mpulsan la fase mévil proveniente del reservorio de solvente hacia el
Inyector, y desde alli hacia la columna. Existen hombas capaces de entregar caudales muy
pequefios, del orden de los microlitos/minuto para la cromatografia microbore, pasando a velocidad
de flujo de unos pocos milditres/minuto para la cromatografia analitica convencional hasta valores
mucho mayores para las separaciones semipreparativas y preparativas (figura 2 1)

Basicamente existen dos tipes de bombas: las de pistdn (bombas reciprocantes) y las de
desplazamiento continuo (bombas jennga) Las primeras son las de uso mdés difundido; son muy
versatiles y faciles de adaptar a la rutina del laboratorio Las segundas no emiten pulsos en la entrega
del solvente

| D—

Figura 2.1, bumba reciprocante modelo 616
Waters
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CAPITULO 2. CARACTERISTICAS DEL INSTRUMENTAL CLAR WATERS

2.1.1.1 DESCRIPCION

La bomba €16 Waters estd construida de matenales resistentes {anto al atague quirmico como
al desgaste mecanico Las tuberias son de acero inoxidable de 0 005 y 0 009 pulgadas de didmetro
interno (ID) para perfeccionar el desempefio del sistema Contiene los componentes requeridos para
mezclar y distribuir solventes desde las botellas del reservorio al inyector,

Los pistones estan constrwdos de zafiro y las valvulas de retencién (tanto las de entrada
como las de salida de los cabezales de bombeo) por una pequena esfera de rubi que apoya en un
asiento de zafiro y una malla de acero inoxidable que retiene la esfera en sus movimientos

La vélvula de la bomba proporciona el gradiente de elucién, que mezcla hasta cuatro
solventes o buffers en cualquier combinacién El velocidad de flujo del flujo comienza desde los
reservorios y pasa por fa columna ta bomba 616 consta de una tablerc delantero y un panei trasero
(figura2 2,23 ytabla21,22)

Deposito para lavar el sello del piston

o f]

Transductor §~

Paso del flujo -
de lavado del ‘
sello del piston

%)

Tubo de
Valvula check de salida § 7 sahida
i
1
e -
Caberas de 1a bomba
. : Vd
..‘ ThT f”" /‘I
Valvula de entrada Valvula check de cntrada

multiple
L B

Figura 2.2, Esquema del tablero delantero de la bomba 616 Waters.
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COMPONENTES : . . FUNCION .t Wt i e 0
Los solventes fluyen desde las cobezas de la bomba e inclusoe en el ttansductor Este
Transductor mantiene fa sahida del solvente para que Huya ada villvitla check de salida y al yector

Paso del thyje de lavado
del selio del pisién

Provee un flyyo continuo para purgar ¢l reservonio desde cf piston

Valvula check de sahda

Mantiene la direccion del flujo abriendo en una sola direceidn, el pistén se conceta al
mator del equipo v en su movimiento hacia delante impulsa el solvente, abnendo de
esla forma la valvula de sahda y al musmo  tiempo el solvente es nupulsado hacia el
sistema, Cuondo el piston retrocede por ¢l nusimo mecanisme wverso se cierra la
vahvula de salida y se abrela de entrada

Caberas de ta bomba

Expulsa el solvente hacia dentro y hacia fuera de la bomba, Las cabezas son de acero
moxidable que bombean 50 pl. Puede produgir flujos de 10 pl/min a 5 plbinin,

Vilvula de entrada

multple

La entrada muiltiple consta de tres posiciones IMJ, RUN y DRAW. Tl cambio de
posicién de RUN a INJ va en senlide de las manecillas del reley, el cambie de RUN a
DRAW va en sentido contrario a las manecillas del relo)

En la posicion INJ 1a linea de entrada del solvente se bloquea y ¢l flgo del solvente se
dinge al puerto de las cabezas de la bomba

Iin la posicion DRATF las cabezas de 1a bomba se bloguean v se conectan la linea de
entrada del solvente y el puerto de Ia jeringa.

En la posicién del eentro & RUN el puerto de la jeringa se bloquea El paso del flyjo va
de la linca de entrada del solvente i 1as eabezas de la bomba

Valvula eheck de entrada

Permite que el solvente proveniente del reservorio llene la camara del piston y saque el
solvente.

Tubo de Salida

Colecta ¢l desecho de solvente proveniente de la bomba.

Valvula de Salida

La vélvula de salida ticne dos posiciones; VENT y SYSTEAM La posicién VENT de la
valvula dinge el flujo hacia tuera del tubo de salida del tablere delantero de la bomba
La posicion VENT se usa al purgar el sistema, Un la posicion SYSTEM cl flujo del
solvente se dinnge a todo el ststema cromatografico.

Depésito para lavar
del piston

o sello

Contiene el solvente para lavar ¢l sello del piston, Una mezcla de solvente 10-20%
metanol/ agua ¢s recomendado para prevenir el crecimiento bacteriano. Ista solucion
sc guarda en la botella que se encuentra en el frente de la bowmba y debe cambiarse
continuamente por lo menos una vez al mes.

Tabla 2.1.

Funciones de las partes de la vista defantera, bomba 616 Waters

c@ v AR [ {:E: N
Conector de
interface dela .

Figura 2.3. Panel trasero de la bomba 616 Waters
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COMPONENTES R T ‘-,j'glEUN,CI(SNi- L
Concetor de interface de la Fi conector de mterface de la bomba sc conccla al tablero trasero del
bomba controlador 6008, para_miercomunicarse

La tuberia del suminstro def gas helie se conceta a fa cntrada del Sparge Fuung
que se encuentie en ¢l panel trasero de la bomba 016 Se debe 1egular ¢l tanque

Sparge Fitting de helio o fuente de sumanustro entre 30y 90 ps1 (3 5 y 6.3 atm)

Tabla 2.2. Funciones de las partes del panel trasero, homba 616 Waters.

La bomba 616 Waters es una homba cuaternana reciprocante de doble pistdn, la cual
proporciona un flujo constante y casi hibre de pulsaciones Las dos las cdmaras de la bomba son
manejadas por €l mismeo motor a través de una leva excéntrica comiin; este manejo permite al pistén
llenar su cdmara rmientras ¢l otro entrega solvente, y cuando el primero entrega solvente, el segundo
llena su camara, de forma sincrénica. El volumen de la camara del pistén es pequefio, éste volumen
permite cambiar facilmente 1a fase movil, y disminuye el tiempo de demora para hacer efectivo un
cambio de la composicidn de solvente durante un gradiente de elucidn.

La unién entre el cabezal de la bomba y el pistén se efectha por medio de una junta de
materiai merte llamada sello, que facthta el desplazamiento del pistén y evita la pérdida de fase
mévil Las ventajas de esta bomba son el depdsito de solvente ilimitado que permite a largo plazo &
uso desatendido y el cambio répido del solvente, el cual tiene la capacidad de hmpiar la tuberia de
la bomba Cada cabeza tiene dos vaivulas de retencién, la fiabilidad de la bomba depende de la
Iimpieza de la fase mévil y ta capacidad continua del seliado de las cuatro valvulas de retencidon en
cada ciclo, con c¢iclos normaimente ocurriendo en varios tiempos por minuto.

La bomba requiere de cuatro reservorios (recipientes que contienen la fase méwvil) Pueden
ubicarse algunos centimetros sobre el nivel de la bomba para que la fuerza de gravedad dirja el
solvente hacia ésta, manteniendo llenas las conexiones Puede emplearse como reservoric cualquier
frasco de laboratoric de buena calidad, con una tapa adecuada para prevenir el ingreso de particulas
ambientales al sistema

Cada reservorio tiene una tapa con tres enficios, uno para la entrada del gas merte de
desgasifrcacion "sparge”, otro para la salida del solvente y un tubo de ventitacién, el cual permite
tener una presidn positiva del gas sobre el solvente venteando el exceso

Al extremo del tubo de saiida de solvente se conecta un filtro difusor de acero (buzg) con 2 o
10 pm de porosidad que impide ef ingreso de particulas a la bomba E! filtro difusor proporciona una
hgera presién positiva al burbujear gas, ayudande a inknbir el flujo de aire en el reservorio mientras
se retira el solvente.

l.a entrada del sparge de la bomba debe estar conectada a un sumimstro de un tangue de
heho, a una presién entre 50 y 90 ps1 (35 y 63 atm) Se debe conectar un regulador de aita
presidn a la entrada del sparge del tanque de helio El burbujec de helio reduce el total de gas
disuelto en los reservorios y mantiene esa condicidn durante toda la operacidn La cahdad de ia
pureza del tanque de helio es importante, ya que previene la contaminacion de los solventes Las
especificaciones técnicas requeridas para 1a calidad del gas helio son.

= Nitrogeno menos de 5.0 Mppm (molar partes por mifton
= Oxigeno menos de 5 0 Mppm

= Agua total menos de 1 0 Mppm

& Hidrocarburo total menos de 0 5 Mppm

Se colocan cuatro tuberias de teflén para las lineas del solvente A, B, C, D, que se dingen a la
homba Cuatro tuberias de tefidn para las lineas del sparge (burbujeo) A, B, C, D, que se dingen a un
tanque de heho El burbujeo del gas helio se introduce en fos sclventes por medio de un filtro difusor
que dispersa el flujo de helio en pequedas burbujas de gas
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La fase movil empleada debe circular por tuberias que conectan el reservorio de solvente con
la bomba, fa bomba con el inyector, éste a la columna y la columna al detector, para finahizar con
una estacidn de datos y con un colector de fracciones.

2.1.1.2 ESPECIFICACIONES

o el ESPRCTFICACIONES GENERALES. “wibia i A i

Cabeza de la bomba 30 ml le. volmmn

Mezcla cuatro solventes (cualemaria),

Produce presiones estables hasta 5000 psy (3515 Kg/em2)
Mantiene ¢l flyjo libee de pulsaciones

Genera intervalos de velocidad de flujo de 0.01 a 5.0 ml/min,

Cantrol v reproducibilidad del Myo del solvente

Los componentes de I bomba son resistentes a la corrosion

Automiticamente desgasilica los solventes con un burbujeo de helio

11 conduclo de la valvula facilita el cargado y purgado de las lineas asi como el cambio de solventes

Se puede vontrolar la bomba desde ¢f soltware AMillennnan 2,10 o desde ¢l controladoer Waters 6008S.
Pr()nmlmluon del sobvente ey modo lqocrauco o cn gradiente du c.,lucnon

T CONDIGIONTS 7~ =17 - ESPECIFICACTONES: | H1% izt

Numero (lc solventes 4
Métodos de opaacién Isocratico, gradicnte, programacion de Hujo
Range programable del flujo 0 00-10.0 mlAmn en imerementos de 0.010
Range comiin de operacion del flugo 0.00-5.00 mlAmm en incrementos de 0 010

Volumen del sistema

con mesclas <700 pl

sin mezelas > 400 pl

0 a 100%, en incrementos de 1% para los cuatro

Rango de composicion depositos: A, B, C y I La composicion total deben

sumar 100%

Rurbujeo de helio, seleccién y rango programable del
solvente, a una velocidad de Nujo de 0-100 ml/min, en
incrementos de 1 ml. /i,

La presion de entrada del gas oseila entre 50 a 150 psi
(33al03kg/om?)

Desgasslicacion de solventes

Presidn de operacion 0-5000 psi (0-340 bar).
< +/- 0.05% escala completa para una bomba que
revoluciona a Iml/mm,

Estabihidad de la presion

Sello de lavado del piston Aproximadamente 80 ml/min. intermitente y automdtico
Exactitud +/- 0 5%

Precision +-015%

| Compensacion, compresibilidad Automdatico

R:mua control del fluyyo SHK 0.10-2.00 mi/mm

Precision del flujo +/- 0.1% RDS, basado en e tiempo de retencidn
Mevsclas 2x150 ml, estitico, estindar

Temperatuta Rango e operacion: 4 a 38 °C (39.3 a 100.4 T}
Humedad Rango de operacién 20 a 90% de humedad 1clativa
Malenal de superficie Acero inoxidable

Allo 9 625 pulgadas (24 4 cn.)
S ) Largo, 20 5 pulgadas (52.1 cm.)
Dimensiones de la bomba Anchio. 11 125 pulgadas (28 3 cmn.)
Pesor 60.2 10 (27.3kg)
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CONDICIONES @ |- ESPECIFICACIONES DEEAUNTERFACE: - -

Control de la bemba Velocidad de fhyo 0 a 10mYmin
Punto establecido del limite de alta presion 31 a4 6000 psi
Punto establecido del limite de baja presion 0 a 5950 ps1
Resolucion establecida del flypo 0 01 ml/min
Fuente de poder del transductor de presion 15 VDCO
Salida del transductor de presion 05-105VDC,05VDC @0.0 pst

T T T | RSPECIFICACIONES DE UAVALVUEAT::
Contiol geneciat Proporciona 1 a 4 solventes para 1gualar ¢l 100%

. . Cualquer combinacion de 1 a 4 solventes que smnen el
Linutes propoieidn 100%

(1}
Resolucion 1%
R T CIONES
S L URBUJEO.'SPARGE!

Control general Seleccionar la velocidad OFF/ON
Velocidad de burbujeo "Sparge" 0 a 100 ml/min
Resolucién 1 ml/mn
Numero de jincas 4

2.1.2 CONTROLADOR 60085

El controlador Waters 6005 es un instrumento fundamental para controlar las funciones de ta
bomba, el controt de los solventes, la desgasificacidon de los nusmos, etc Provee de puertos de
comunicacidn y terminales de conexiones para 1a operacién y control de aparatos externos (figura
24)

Figura 2.4, controlador de bombas 60085 Waters

2.2.1.1 DESCRIPCION

El controlador 600S Waters tiene un microprocesador integrado, el cual es fundamental para
impulsar y contrelar una Unidad de Manejo de Fluido (FHU) via cable a una interface £l FHU es una
bomba de aita presién que puede mezclar a 4 solventes a una presidn baja Actualmente el
controlador, puede tener en su interface 2 medelos de Unidad de Manejo de Fluido Los modelos que
puede controlar son

— bomba 616 con una cabeza de 50 mt
~ bhombka 626 con una cabeza de 50 mi

El controlader 600S, controla automaticamente el gradiente de los solventes, el mado
Isocratico, 12 velocidad de flujo, el burbujeo de gas, el calentader de la columna, datos externcs, etc

26
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Consta de un panel delanterc (figura 2 5) y uno trasero (figura 2.7), el pnimero estd formado
por una pantaila de erstal liqudo y un teclado digital, por medio de éstos se puede controlar,
programar, configurar, almacenar tablas, etc £l segundo consta de puertos de comunicacién y
terminales de conexibn para operar aparatos externos tales como; detector, bomba,
automuestreador y un sistemas de datos

PANEL DELANTERO

El panel delantero consta de:

= Un interruptor On/Off
= Una pantalla de cristal liquido
= Un teclado digital

(a)
‘ ‘ Home i )
[E 2y,

ey S

A A - :\‘ —*A v N 0 H . i Cloar ] :
( ) F—j I H ' ] Y— . Un i(l;tc/lgl;fpmr
( Satip ' m Opuot ’ii’.%;‘"" ]( p— J Teclado Digital ]

Figura 2.5 Panel Delantero del controlador Waters 600S

Teclado Digital
El teclado digital consta de 1as siguientes teclas {figura 2 5 y tabia 2 3):

- NICIO (Home)

r movimiento del cursor
e NiMmeros

m cONntraste

w entrada (Enter)

m borrado (Clear)

Ademas el teclado tiene dos secciones importantes (tabla 2 4):

1 Teclas de funcidon
1 Teclas en pantalia
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Movimiento del

Pantatla de Inicio (Home) Cursor

cristal liquido \ /
\ R

Contraste

Berrado
(Clear)

Entrada (Enter)

Interruptor
O/ Off

Teclas en Pantalla . . .
Teclas de Funcién Niameros

Figura 2.6. Teclado digital del controiador 6005 Waters

T Ty o
. TECLAS.
Inicio (Home)
Movumento del cursor Estas teclas mueven el cursor hacia arnba, abajo, 1zquuerda v derecha
. Entran datos numéricos sobre la pantalla Cuando se presionan estas teclas
Numeros . .
muestran los nameros 0 a 9 y un punto decimal.
Contraste Ajustan el contraste (hgereza y obscundad) de la pantalla pma mejorar la
fihile . ~ . N
legibihidad en diterentes situaciones de iluntmacién
Entrada (Fnter) Esta tecla borra los pardmetros escritos en la pantalja.
Borrado {Clear) Esta tecla borra los pardmetros escntos en la pantalia.
La fila de las teclas no marcadas estan Jocalizadas directamente més adelante de la
Teclas de tuneién pantalla Las teclas de la pantalla vardan de acucrdo a las diferentes pantalias
usadas durante la operacion
. La fila de las teclas marcadas estan locahradas adelante de la pantalla, cuyas
Teclas en pantatla . ) -
modalidades dan el acceso a la operacion del sistema

Tabla 2.3, Funcién del Teclado Digital,

TECELAS DEFUNCION -, a0 T i : :

Setup Accesa a la pantalla Pump Sesup, cuya funcion es instalar el hardware de la
boniba

Direct Accesa g la pantalla fsocratie, tene como funciéon programar las condiciones

para asisbr la operacidn de equipo

Accesa a la pantalla Operate Gradient, su funcion es configurar las comdas

Operate Method
Pe ¢ en gradiente de solventes

Accesa a la pantalla Program Gradienr, su funcion es instalar, programar y

Progran Method .
¢ almacenar las tablas de gradiente para la operacién

Accesa a la pantalla Program Iivent, tiene come fancién mstalar, programar vy

Program Table
& almacenat tablas de cventos

Tabla 2..4. Teclas de Funcidn,
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PANEL TRASERO

CAPITULO 2. CARACTERISTICAS DEL INSTRUMENTAL CLAR WATERS

£l panel trasero del controlador 6005 provee conexiones para controlar aparatos externos
como, bombas, inyectores, detectores, etc (figura 2 73

El panel trasero del controlador 6005 contiene las siguientes partes.

~ Fusible de energia de la bomba
~ Conexién de energia AC

= Fusible de energia auxitiar + 12V, 1 5 Amp
= Conector de Interface de la homba
= Conector IEEE-488

> Conector RS-232

= Tira terminal

Tira terminal

FRESSUKE
CHART

CHART +
FRESSURE + = I

SHITCHES

N M T
WU U

IHJECT
FLOA
HOLD

NNSISISISISER]

)

wed l el E

f

Gitd
GHD

=
=
]

AU
120
>

Conexion de energia AC

IEEE 3%

k523 i

Slam— =T

)@\

i

Fusible de energia
de la bomba

Fusible de energia
NAuxiliar+ 12V, 1.5
Amn

__Concctor de Interface

\
/ Concctor IEEE-488

Concctor RS-232

de la bomba

Figura 2.7. Panel Trasero del controlader 600S Waters

Algunas de las funciones del panel trasero son las siguentes.

(3 Conexidn de energia AC: Proparciona las |ineas de voltaje 100/120/230/240 VAC (+/- 10%)
al Sistema Cromatografice 616

O Conector de interface de la bhomba: Permite comunicar entre si al controlador 600S y a la

bomba 616 El conector de interface de la bomba también le proporciona energia

O Conector IEEE-488' Permite al controlador 6008 comunicarse con dispositivos externos. El
uso de la interface IEEE-488 controla la bomba, el detector y el automuestrador desde un sistema de

datos (Software Miflennium).

29




CAPITULO 2. CARACTERISTICAS DEL INSTRUMENTAL CLAR WATERS

1 Conector RS-232 Permite al controlador 6005 comunicarse con un médulo de datos Waters
La interface RS-232 transmite érdenes y reportes de informacién al sistema 616 y al médulo de datos
746

(1 Tira terminal Consta de las siguientes terminales (figura 2 8}

Pressure / Charl; Funcionan como terminales de sahda Produce un voltaje DC cuya
magnitud es proporcional al parametro fisico a ser controlado El rango de voltaje de las sahdas
analogicas es de 0 a 10 mV en la escala completa Produce les planos de la prestdn del sistema y el
norcentaje de la composicién del solvente, respectivamente, en cualgquier registrador o integrador
estandar

La terminal PRESSURE" Transmite una representacién del voltaje de la corrente al sistema 616
a una presién baja Este es un trazo de la presién directa del transductor de la bomba (0 a 4000 psi
en 1a escala completa), donde 10 mV = 4000 psi

Terminal CHART Transmite un voltaje que es proporcional a la funcién del monitor CHART
especificamente.

+ £n la composicién dej reservorio de los solventes (A, B, C, 6 D)
+ En la proporcién de la velocidad de flujo
+ En la temperatura del calentador de 1a columna (G a 99°C)

Hold: La terminal HOLD es compatible con entradas TTL o eniradas de clerres de contacto
Genera una seflal que previene de un non-lEEE-488 del aulomuestreador en casc de un fallo de
energia, de un clerre de presion, o al abortar la inyeccion

El interruptor Hold, transmite una sefal desde el controlador 600S a un aparato externo para
detener ta operacion, cuando el controlador recibe una,

Senal Stop Flow

Sefal de la tecla de la pantalla Hold
Limite de error de la presidn

Error en la velocidad de flujo de la bomba

¢ 6 ¢+ &

Switches 5, a S, Controta conectores TTL compatibles (S a S4) sobre el panel trasero del
controlador:

«Controla la columna, interruptores, valvulas, colectores de fraccion def solvente & aparatos

externocs.
+«Opera manual o automaticamente mediante ia pantalla del controlador 6005
¢Funciona conjuntamente con una terminaj incorporada a la fuente de ahmentacién

auxilatoria (aux +12V} para aparatos que requieren una fuente de poder externa

Infect: Acepta la senal desde un inyector externo (automuestreador o un inyector manual)
para imclar una cerrida cromatografica También la terminal INJECT proporciona una sefal de salida
para el Médulo de Dates Waters 746

Se pueden conectar colectores de fraccidn de solventes, integradores u otros aparatos que
requieren una seftal de salida a la terminal INJECT para sincronizar la operacién con el controlador
6005

Aux+12V: Proporcicna 1 2 A a una cornente de 412 VDC La seflal Aux +12 V se usa junto

con las saldas switches S1 a S4 para impulsar las vélvulas solenoides y otros accesorios de
automatizacion

Stop Flow: La terminal STOP FLOW acepta sefiales de varnias salidas, incluse las sefales TTL,
salida del colector, o cierres de contacto
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Eb interruptor Stop Flow, permite detener el flujo de la bomba con una sefial desde un aparato
externc (controlador 600S).

CHAKT +
PRESSURE + —

TS

-

&2 A [Flo

! v E‘ i

LA K2 |53
]

FRESSURE +— I b= £ 8 2 =R
CHART 5 5 5 53

Figura 2.8 Tira terminal del Panct trascro del controlador,

El controlador 60038 Waters se puede configurar como un controlador Gradient 6 como un
controlador Powerline

Como un controlador Gradient, este puede operar como un instrumento independiente o como
un instrumento dependiente controlados via 1EEE488., Como un instrumento independiente, el
usuario controla el sistema de datos por medio de a interface del usuario, la cual consta de una
pantalla de cristal liquido y un teclado digital

Como un instrumento dependiente, el usuario controla et sistema de datos por medio del
Software Millennium 2010 § por una estacién de datos 845/860 Waters El controladoer Gradient y el
controlador PowerLine permiten programar en modo 1socrdtico y en Gradiente de solventes

Cuando el controlador Gradient opera como un instrumento independiente, la interface del
usuario utiliza la organizacién y el control de la bomba junto con otros instrumentos conectados al
I[EEE488 hbus. El software actual permite controlar los siguientes instrumentos via IEEE488 bus:

« Detector 410
¢ Detector 431
» Detector 484
¢ Detector 486
¢ Detector 490
¢ Automuestreador 712
« Automuestreador 715
+ Automuestreador 717
s Disolutor 712

Se recomienda el uso del controlador Powerline cuando se quiera controlar los aparatos
externos (tales como, detectores, automuestreadores, e integradores) todos directamente desde la
pantalta del controlador 6008, de ia pantalla del detector y del automuestreador

St se desea controlar los aparatos {detectores, automuestreadores e integradores) desde un
sistema de datos (Software Millennium 2010 ¢ 2030) se recomienda el uso del controlador Gradient
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En este manual se maneja Gnicamente la configuracidn del controlador 6005 en modo
Gradient, usando asi el sisterna de datos Miflenmum 201G Siendo ésta configuracidn una de las mas
modernas y utilizadas por su gran versatilidad

2.1.2.2 ESPECIFICACIONES

- CONDICIONES /% .

= }(‘ s =

ESPECGIFICACIONES..

Interffu,t, du USLETIO

Pamalla & cnstal liquido integrado un teclado d;glt’l]

Pantalla de cnistal liquido

5 pulgadas (12 7 cm) de pantalla diagenal
16 lineas, 40 caracteres

Tamafio 320 x 200 mxeles de resolucion
Color Texto azul sobre fondo blanco

Teclado digital

Acceso directo a la pantalla
Namero de teclas 30
Alarma audible 6C dB por O 35 de duracidon

Tablas de programa

Velecidad de flmo, Gradiente de clucion eventos caleulados
15 tablas tiempo-base
15 tablas de capacidad

Tablas de método

Capacidad de tablas de muHi-métedo,  tiempo-base, mcluyendo el
enlace con tablas de programa

Sistema control

El soflware esténdar PowerLine, proporciona solo el mando del teciado
del  automuestreador Waters, de los detectores UV/Vis y de
Conductibilidad, la documentacion completa del método con el médulo
de datos Waters, ¢l control de la temperatura de la columna (control del
calentador oplativo)

Programa de almaceramiento

Memona EEPROM, el almacenamiento indefimdo puede perder o
prelongar el clente sigwente

Perfiles de gradienic

11 curvas de Gradiente, lmeal (1), paso(2), céncava (4), convesa (4)
Incluye el mdtodo de  Auto-Mezcla Waters  para  mezclar
automaticamente de memona, regulando hasta 80 scgmentos de ta curva
que pueden ser marcados

Control de merzclado del solvente

El algortmo de la TFase Aleatoria Smcromzada (FAS), 1cgula
awtomdaticamente la valvola de retencion, ajustando la composicton del
porcentaje del solvente y la velocidad de thyo

fventos cxternos

Som cuatio a la vez o ciencs del milerruptor controlables por cl
operador. Dos salidas analogicas para la terminal Chart Ont, v dos
salulas analégicas para la terminal Pressure

Termmal wyect

Recibe la sefial desde el inyector externe para imciar el método,
también proporciona la sefial al médulo de datos Waters.

Rango de operacidn de temperatura

4° -38°C (39° - 100°F)

Rango de operacién de la humedad

20 -90% de Humedad relativa
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- CONDICIONES

~ ESPECIFICAGIONES ™ i i L

Dimensiones det controlador

Altura® 7 19 pulgadas (18 26cm)

Profundidad 21 73 pulgadas {35 25cm)
Ancho, 11 31 pulgadas (28 75¢m)

PLSO 33_1 libras (15K g)

ESPECIFICACIONESDE EAINTERFAC

Irecuencia de entrada

47 1z Minima
63 1z Maxima

Rango de voltaje de entrada

87 a 110 VAC usar 100 VAC para gyustar

110 a 132 VAC usar 120 VAC para apustar
187 a 242 VAC usar 230 VAC para ajustar
242 a 264 VAC usar 240 VAC para ajustar

Requisitos del fusible

100/120 VAC ajustar para Ul & CSA. 2 0 Amp
100/120 VAC ajustar para [EC. 1.6 Amp
2307240 VAC ajustar para U, & CSA 1 0 Amp
2307240 VAC ajustar paa IEC; 0.8 Amp

Tamafio del fusible

5x200mm

Rango de voltaje del fusible

5 520 mumn

Concctor

]::,lllo IEC 320

[ R S e
. Lo bl

" ESPECIFICACIONES DE TATINTERFACE TR BEAS8 vk |1

Tipo de mterface

Par'llulo

Conector

24 pin estandar IEEE <88

Niveles 1ogicos

Voltaje de salida de alto mivel® 2.5V min
Voltaje de salida de bajo nivel: 0.5V max
Voltaje de emtrada de alto mivel. 2.0V mm
Voltaje de entrada de bajo nivel: 0.8V max

[Dhreccion

Ajusta la mterface de usuario a través de la pantalla PUMP CONFIG.

Requerinuento de encrgia
I'recuencia; 47 10 63 Hz

Mixima 2350 VA

"o, |;‘: [T e
i e

I“r:.uu_ncm 47w 6311z

. *ESPECIFICACIONES DE{LAYINTERFACERSI237 [

Ipo de mturf ac

Se encuentra la sene, LIA RS-232C y CCITT V.28 espectficadas

Conector

Tipo Amp (amperio) 535223-1 Desplazamiento del enchufe modular

Niveles lagicos

Rango de voltaje de valida +5.0V min , +9V tipica
Rango de voltaje de entrada; +30 V max,

Formato de datos

Proporcion del baudio: 1200, 9600

Bits/Caracteres

708 Stop

Bits

102

. ESPECIFICACIONES PETAISALIDA GHART: 4% 5

Tipo de conectlor

Blogue termmnal

Salda Charr "Chart Out"

Rango' 0 - 10 mV

Funciones “Chart Ont"

Composicion

Fluyo

Temperalura

Resolucion. 10 bil 1¥A
Tiempo Constante' 117 msec

Sahda Pressure "Pressure Ont"

Rango: 0 - 10 mV, 0 - 6000 psi

I unciones "Pressure Ont

Resolucién 6 psi/LSB
Triempo constante’ 30 msec
IIxactitud, +3%
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CONDICIONES

oo

e T SALIDAS SWITCI

bpo de coneetor

Bleque terminal

Comoe salidas TTT,
(eargd entre "SIFITCH vy GND)

Voltaje baje 04 max V @ | 6 mA de hondo
Voltgjealio 375 nun V@ 0 | mA de fuente

Comeo wlerruptor de energia
(montar enlve AUX 12V y SWITCI

Voltaje bajo 10V max @ 1 0 A de hondo
Veligealto 11 9 Viun @ 1 0 A de fuente
Fuerzo inductiva 13V

Condwion de tos swireh (8 a S3)

Se controlan desde la pAgina ISOCRATIC o de la tabla event, Bl switch
34 ademds de comportarse como un Sy a Sy, se apagard de ON a OFF
siempre que la condicton parar el flwo "stop flow” ocuwrra Todos los
switch de salida son controladas por el sgfhware

52

HSPECIFICACTIONES DEIEAENTRADANIFGE:

1})0 clL u)nu,tor

Pibque terminal

Pesaripedn

TTL o cierre de contacto para conectar a Gierra, borde sensible
decreciente

Vomm de entiada

+30 max de V

])t 11odo Debounce

10 msec +20%

lmpul-mua de entrada

47K

Salbda de Bloqueo "Locked Out”

La entrada es mvdlida desde que se detectadas las entradas durante tres
gundos después de detectar la inyeccién.

J.

IENTRADAS TOBEED)]

Bloque tenumal

Desenpudn

TTL o ciente de contacle paia concctar a tierra, borde sensible
decreciente

V()hdll.« de cntrada

+30 max de V

TPenado l)Lb()llnCL

10 msec +20%

A

l I'tpo de conector

Blogue termungl

I scupeion

Salida T7 L que se activa cuando ma cendicion anormal ocurre (presion
alta/baya, detener el flujo) La salida ¢s controlada por el software
Sahda del veltaje bajo 0.6 Vmax @04 mA

Salida del veltaje alto 3.75 Vi @ 0 1 ma

2.2 DETECTOR POR ARREGLO DE DIODOS 996 WATERS

Fl detector permite "ver' y ubicar el tiempo y espacic de cada componente de una muestra a
la salida de la columna cromatografica (figura 2 9)

Los detectores se pueden clasificar en generales y sejectivos

(7 Los detectores generales miden el cambio de alguna propiedad fisica de fa fase mdvil que
contiene al anaiitc en comparacién con la misma fase mévil pura

7 Los detectores selectivos son aquellos sensibies & alguna propiedad del soluto, por ejemplo
el detector UV, que producird una sefal proporcienal a la absorbancia del seoiuto a una longitud de

onda dada

Figura 2.9. Detector por
Arrcgle de Diodos 996 Waters
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2.2.1 DESCRIPCION

El Detector por Arreglo de Diodos (DAD) 996 Waters & también conocido como de Fotodiodos,
es un detector UV/Vis de longitud de onda vanable Este emplea una ldmpara de Deuterio de
emision continua, la cual exhibe una dptica que consiste de un arregio de 512 diodos con un rango
de longitud de onda de 190-800 nandmetros y el disefio de un estrecho haz Invertido de la celda de
flujo, mantiene la mejor resolucidén éptica 1.2 nm y la maxima sensibiidad cromatografica

Con el disefio de la 6ptica y rutinas de control avanzado, como el programa de optumtzacién
de la energia de la lampara, se logran cobtener excelentes resultados en ei andlisis de muestras.
Posee buena sensibihdad y rango lineal, y permite detectar analitos en el orden de los nanogramos.
Tiene una red de difracciébn que permite seleccionar ibremente la longitud de onda de trabajo, de
esta manera se puede escoger la longitud de onda de maxima absorcidn del anahto

El detector por arreglo de diodos, funciona mediante un disefic de doble haz de alta energia
acoplado a una celda de flujo de baja dispersion, emplea un sistema éptico nvertido, la celda se
ilumina con luz "blanca®, es decir, no monocromada y la luz emergente de la celda llega a la red de
ditraccion y alli es dispersada haaa el elemerto fotosensible. Se emplea un conjunto de fotocéldas o
fotodiodos montados en un chip de silicio. De esta forma, se consigue medir no solo la tuz
transmitida a una longitud de onda, sino todo el espectro de absorcién del eluido en tiempo real
(figura 2.10)

Latpara de Deuterio

B
Ststena de

Lentes \
iﬁ
%

Celda de #lujo
Eztandar

Arreglo de
Diodos

Abertura
FPragramable

Figura 2.10. Esquema del funcienamiento de un Detector por Arreglo de Diodos

El sistema del detector esta configurado a una computadora en una plataforma en ambiente
Windows DAD 996 proporciona un avance en la adqusictdn de datos y en el andhsis como una
opcldn integrada a la cromatografia de ligwdos en un sistema Millenmum  El detector
DAD/Mitlenmum consiste de una interface de comunicacion |IEEE-488, y una computadora

El detector utiliza en el tratamiento de ta informacién generada el software Millennrum 2010, el
cual integra la informacién espectral y cromatogréfica en la misma rutina de trabajo de forma que le
permite ver simultdneamente todos los resultados obtenidos en el anailsis de una muestra: cantidad
de cada compuesto, homogeneidad de cada pico cromatografico y espectros analogos encontrados
en las hibrerias espectrales del programa

El detector consta de un panel delantero (figura 2 11) y un tablero trasero (figura 2 12)
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PANEL DELANTERD

El pane! delantero esta conformado por un indicador de la lampara, un indicador status, un
interruptor On/Off, una entrada para conectar la columna y una linea para fa sahda del solvente que
se dinge a un colector de fracciones (figura 2 11)

Interruptor
On/Off

Indicador status

™~

Entrada para la columna

ndicador de la lampara

Salida dc selvente

Figura 2.11. Panel delantero del Detector PDA 996 Waters

TABLERO TRASERO

El tablero trasero del detector 996 consta de un conector IEEE-488, de dos tiras terminales,
una puede manejar dos terminales Analog Out (salidas analdgicas) para conectar integradores,
registradores graficos, y otros componentes del sistema cromatografico La otra tira cuenta con
cuatro conexiones Fvent, dos input (rmiciar inyeceidn) v dos output (tablas de evento programable)

figura 2 12

-
. o — EVENT
Anolog Out 1 g EE}FH ouT2
: o S hE§_ EVENT
~. o|eL3— out1 =
&|"LH event
! o S
Anolog Out 27~{_ Tl o ad["
. \\ E { HEiM_EVEH%\m
&Lt 11 =
“’_,.-
nardeate ™ PP \ [ ;
= [ [ =2
s —_— M N

Figura 2.12. Tiras terminales del tablero trasero del Detector PDA 996, Derecha tira terminal Event, tzquicrda tira
terminal Analog
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Especificaciones de las terminales Fvent Input:

» TTL o cierre del interruptor

¥ Protegido a + 30V

+ Disparador bajo <1 8 V

¢ Disparador bajo> 3.0V

¥ Maxima corriente - 5 milhamps

¢ Anchura del pulso minima - 30 milisegundos

Especificaciones de las termunales Event Quiput’

» Cierre de Contacto

¢ Energia maxima 10 watts

* Maxima corriente - 05 amps a 20V
¥ Voltaje maximo - 24 V RMS

La utilizacién del detector 996, permite obtener en cada andlisis la informacién cuantitativa
cromatografica y el espectro de absorbancia de cada punto del cromatograma Los espectros de
absorbancia dan informacién cualitativa sobre los componentes analizados:

O Permite verificar la homogeneidad del proceso cromatografico y detectar coeluciones
O Permite identificar los componentes por comparacién del espectro en el maximo de cada

pico con una biblioteca de espectros

0 El detector de arreglo de diodos 996 ofrece la maxima sensibilidad con {a mejor resolucidn

optica

O EI detector permite obtener simultdneamente cromatogramas con sensibilidad suficiente y

espectros de calidad

2.2.1 ESPECIFICACIONES

il @ONDICIONES <7 =i w o o

T

" ESPEGIFICACIONES {1 1]

SR

Rango de longitud de onda

Longitud de la trayectoria

Fuente de luz

Lampara de deuteno 2000 hr vida)

Resolucion espectral

1 2 nm por fotodiedo (512 diodos)

Txactitud de la longitud de onda

£ ] mn

Rango de hnealidad

3% masde-01a20A0

Ruido de 1a linca-base

+ 15 X 10-5 cresta-a-cresta de AU, seque a 254 nm

Tendencia

1 X 10-3 AlJ/hora a 254 nm

Contiguracién del rango de sensibilidad

0 001-2 3 AUFS (bayo el mando del software)

Contiguracién del 1ango del liltro

0 a 3 segundos (bajo el mando del software)

Disciio de la celda de tlmo

TaperBeam® invertudo
Correceidn de Indice de Refiaceion

Longitud de la trayectoria

10 mm {celda analitica normal)

Volumen de la celda

8 nb (celda analitica normal)

Linite de presion

1000 psi (celda analitica normal)

37



CAPITULO 2. CARACTERISTICAS DEL INSTRUMENTAL CLAR WATERS

CONDICIONES

ESPECIFICACIONES - v -

Celdas de Huo optativas

Semu-preparativa, merte  (titame), presion alta para

CLMS, Microbore

Salidas

Deos sahdas Analog Qut
Dos salidas Fovent

Entradas

1Dos entradas Inject Start

hmensiones

Ancho 11.5 pulgadas (29 cm)
Altura 3 90 pulgadas (15 cm)
Profimdidad 22 pulgadas (36 cn)

Peso

34 lhibras {15 4 kg)

Temperatura de operacion

+4 2 40°C (39 a 104°F) tuncionamicato

Humedad de operucion

20 a 80%, no-condensador

Requermnientos de cnergia

115 VAC (85-132 V), 50/60 Hz
230 VAC (190-264 V3, 50/60 Hz

Frecuencia de la linca

50 Hz (47 2 33 Hz) 60 Hz (57 a 63 Hz)

Consumo de energia

100 VA (nonunal}

2.3 AUTOMUESTREADOR 717 PLUS WATERS

El automuestreador es también conocido como inyector, el cual es un dispesitive que permite
introducir {a muestra en solucién sin interrumpir el velocidad de fiuje de sclvente a través del
sistema El inyector debe de ser facil de operar, ser inerte al ataque quimico y capaz de soportar
altas presiones, debe de ser preciso en cuanto a la cantidad de muestra introductda en el sistema.

Los inyectores CLAR son vdlvulas que orentan el fiiyo de la fase méwl hacia la columna,
pasando o no segdn su posicion, a través de un /oop en el cuzl se introduce la solucidn al inyectar Las
valvulas puaden accionarse manual ¢ automaticamente (figura 2 13)

Figura 2.13. automuestreador 717 Waters

3.2.1 DESCRIPCION

El automuestreador 717 Water es un microprocesador eléctronico que contrela de manera
automatica el madulo de nyeccion de muestras, capaz de tener un funcienamiento continuo de
forma desatendida, es decir gque no necesita la presencia dei usuano El automuestreador es
totalmente automatizado, combina la automatizacidn, la facihdad de uso, fa fiabihdad, y es
sumamente preciso, es versatil en una gran vartedad de métodos
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e —— s — — —— nena—

Se puede usar en ambas posiciones como una unidad independiente 0 como un componente
IEEE-488 basado en el sistema CLAR El automuestreador puede ser controlado por el controlador
Powerline del sistema Waters 6 por una estacion de datos (Milfenmiumy También tiene una linea de
comunicacién RS232 para enviar datos a un integrador, tal como el Waters 746 Consta de un
mbédulo opcional Heater/Cooler, que puede consegwirse como un kit e instalarse facilmente EI
Heater/ Cooler puede mantener la muestra en un compartimento a una temperatura constante entre
el rango de 4°C a 40°C

Et automuestreador posee una gran capacidad para la preparacion previa de las muestras.
Este modelo presenta un disefio sencillo e inteligente permitiendo una operacion fiable y libre de
errores. Las inyecciones son de volumen variable, lo que permite tener una gran flexibihidad en los
andlisis, en relacién con el tamado de la muestra, ademas de mantener una gran reproducibilidad.

{.as secuencias automaticas totalmente programables permiten la preparacién e inyeccién de
muestras de forma desatendida El automuestreador 717 contiene un carrusel de 96 viales

El Automuestrador consta de un tablero delantero (figura 2 14} y un tablero trasero (figura
2.15), el pnmero tiene upa pantalla de cristal ligwndo y un teclado digital, el segundo tiene
terminales IEEE-488, RS2372, etc

TaBLERO DELANTERC

El tablero delantero consta de:

= Una pantalla de cristal liquido

= Un Teclado digital
= Un interruptor On/ Gff

Teclas de movimiento
(Control del cursor)

Waters 717 plus automuestreador E’//

Teclas de
contraste

PANTALLA DE CRISTAL
LIQUIDO |

2
(3]s ][] B
/ \l 8// ? | :3::::5
0 ] v éle p Entar

Teclas de Tuncion del ment /
' Tecla de
l:] l l;.. l__] l I : ¢ lntcrruptan
A numeros

On/Off

Figura 2.14. Tablero delantero del automuestreador 717 Plus Waters
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TABLERO TRASERD

Ei tablero traserg consta de

= Tira terminal: La tira terminal esta localizada en el tablerc trasero  Hay que dos terminaies
de entrada HOLD Las terminales de salida son cierres de contacto y consisten de; dos terminales
INJECT START, una INJECT STOP y una PROG EVENT

= na terminal RS232. Directamente debajo de a tira terminal esta el puerte RS-232 que se
usa para mandar datos a un integrador como el Waters 746 El puerto R5-232 puede usarse para
conectar cualguier dispositivo que pueda leer el codigo ASCII

= Una terminal IEEE-488. Debajo del puerto RS-232 esta el puerte de comunicaciones IEEE.
Este puerto se usa para conectar el controlader al sistema externc, como el Waters 6005 o un
sistemas de los datos Waters 845 0 860 (a través de LAC/ETM)

= Switche

Tira Terminal
e

Switche RS-232
| IEEE-488
\
! \
i \
) \
)
£

Figura 2.15. Tablero trasero del automuestreador 717 Plus
Waters

El sistema de fluido del automuestreador contiene tres vaivulas vV, valvula de inyeccidn, Vp,
vilvula de la jeringa, y Vs vélvula de desecho ¢ desague V; y ¥V, son valvulas de alta presidn
motorizada y V3 es una vélvula de bobina rotatoria vV, y Vi tienen tres puertos, dos puertos
comunes y uno controlable (open/ciosed) La vélvula de |a bobina rotatoria tiene dos puertos, uno
comun y un puerto controlable

Durante el arranque del automuestreader, los compenentes def fluido, se dingen y manda las
siguientes posiciones
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¥y - Ablerto
V. cerrado
V3 cerrado

V4 (valvula solenoide para el lavado de la aguja)
Aguja cerrada
Jeringa de flujo

En estas posiciones el automuestreador estd listo para que el solvente pueda seguir una
trayectona de flujo normal

Las lineas de entrada y salida para el lavado de la aguja y la linea de desecho de la vdlvula 3,
salen del tablero trasero del automuestreador 717 La entrada de la linea verde se coloca en una
botella llena de 1009, metanot para el lavado de la aguja

La linea azul del automuestrador se conecta a la saiida de la bomba Se coloca en la bomba,
la entrada de la linea del solvente a un recipiente de 100% metanol que haya sido desgasificado con
helio La entrada de la linea amaritla se coloca en un recipiente de desecho. Tammén se coloca la
entrada de la linea roja dentro del recipiente de desecho. La salida de linea roja se conecta a la
columna

El automuestreador 717 requiere de una mesa cuyo espacio sea aproximadamente de 21 x
23 5 pulgadas (53 x 72 cm). Este espacio debe de incluir un cuarto de ventilacidén apropiado: 2.5
pulgadas (6 3cm) en los lados, y 3 5 pulgadas (8 75 cm) en a parte de atrds, La mesa debe estar
nivelada para asegurar que el solvente de desecho sea el aproplado para las lineas A, B, Cy D de los

solventes.

3.2.2 ESPECIFICACIONES

'CONDICIONES = 5w

T

- ESPECIFICACIONES

Niunero de viales de la muestia

Auto-progtama de adicién

Precision <0 5% RSD (5 pl. 2 100 pl)
Linealidad >0 99 cocliciente de correlacion
Remanente <0.1% de la myeccion antenar ]

Contammacion cruzada

<0.1% de la muestia anterior

Mando del tublero delanteto

Encendido ¢l despliegue de la pantalla de enstal liquido con ¢l teclado
numérico pequeiio, ¢l cursor codilica y {acilita €] uso de las ventanas del
ment

Rango de la inyeecion

0 1 pl. - 2000 pl. (en merenentos de O + pl)

Pérdida del ntimero de mucstra

L sistema no exige a una muestra de exceso hace mycceiones eaactas

Muestra minuma

|7 pL {para hacer una | wyeccion de pl.)

Replica de myecciones

Progiamable por vial de -9

Auto-Programa estandar

Minimiza el nimero de viales a ser usados para los estandaics  salvando
¢l egpacto en ¢l carrusel de la muestia,

Auto-Programa de adicion

Permite co-myectar la muestra y el 1eactivo para la auto-dervatizacion o
acabar con las rutinas aulomatizadas.

Auto-Programa de traslado

Permite selecerionar tres viales como wiales del reactivo. Programa ¢l
volumen que se va transferir al vial del reagtivo, a cada vial de la muesira
para denvatizaciéon v otr reace1on quinncei.

Profundidad de la aguma programable

Seleccions una de las cualro posiciones de toma diterentes dentto del wial
de la muestra sto pernute proban la misciblthdad del tquide contemido
cn los viales

Auto-Rutina de Srat

Penmite mtenupir la comida para procesar una muestra de alla_prioridad,

Crerre del contacto programable

Mangja méddulos externos como valvulas, detectores v colectores de

fraceion en base al bempo
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CONDICIONES

"ESPECIFICAGIONES! | "%t

Interfaces de conuuticacion

IETE-488 (pata el manejo de un sistema controlador apropiado ¢ una
estacién de datos) v RS232 (para la comumcacién con un sistema de
adquisicion de datos)

Sistena de operacidn de Ia presion

4500 ps1 (310 Mpa) operando a una presién contmua, 5000 psi (345
Mpa) para <30 segundos

Proporcion de solvente

> () 4mli por myeccidn

Namero de myecciones

Programable 1-99 myecciones por vial

Solvente admisible

Todo solvente estandar grado cromatogrdfico

Tubetia de entrada al myeclor

0 040 112 (drmetro terno) de acero inoaidable

Tuberia de salida al mvector

0009 1D (drdmelro mtemo) de acero moxulable

Volumen de solvente mterno

400ml

Ihmensiones del automuestreador

Altura 16 0 pulgadas
Profundidad 21 0 pulgadas
Ancho 13 pulgadas

Peso 63 hibias (28 6Kg)
Rango de operacién de temperatura 4° 40°C
Humedad 1elabiva 80%

Rango de temperatuia de
almacenanuento

-40°C a 73°C

Requermuentos de cnergia

85 - 130 VAg, 47 - 63 Hz. maxamo 6 Amps, 185 - 263 VAC, 47 - 63 Hz,
méaximo 3 MPS
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CAPITULO 3. PROCEDIMIENTOS PARA EL
MANEJO DEL ]NSTRUMENTAL
CLAR WA *ERS

3 2.3 CALIBRACION DEL PDA
3.2.4 MILLENNIUM PDA

3.3 MANEJO AUTOMUESTREADOR 717 PLUS WATERS
3.2.1 ENCENDER Y APAGAR EL SISTEMA

3.2.2 PURGAR EL AUTOMUESTREADOR

3.2.3 PREPARAR LAS MUESTRAS

3.2.4 LAVAR LA AGUJA

3.2.5 EJECUTAR UNA CORRIDA

3.2.6 MENSAJES DE ERROR
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CAPITULO 3. PROCEDIMIENTOS PARA EL MANEJO DEL INSTRUMENTAL CLAR WATERS

3.1 MANEJO EL SISTEMA CL 616 WATERS

3.1.1 ENCENDER Y APAGAR EL SISTEMA
Pasos para encender ef sistema cromatégrafo de liquidos 616,

O Encenda todos los aparatos conectados al Mifenmum 2010 (Sistema CL 616,
automuestreador y detector) antes de encender la computadora

0 Espere un momento para que las pruebas diagnéstico internas de cada modulo se gjecuten
Estas pruebas aseguran que cada mddulo sea funcional y sirven para aislar errores

Pasos para encender el sistema:

1 Encienda primero el Sistema CL 616 (bomba y controlador), para establecer el flujo del
solvente antes de encender el automuestreador y el detector

2 Presione el interruptor On/Off sobre el panel delanterc del controlador 600S en |a posicién
| (ON}

3 El encendido del controlador muestra en la pantalia la condicién diagnbstica, la
configuracién del controlador, y el ndmere de |a version del software (figura 3.1 )

4 Durante el encendido, el controlador autométicamente corre rutinas de auto-diagnostico y
después muestra el encendido de la pantalla

l.as rutinas aute diagnésticas son;

v Prueba de! tecladoe

v Prueba de la pantalla de cristal liquido ( PCL)
v Prueba de la entrada Stop Flow

v Prueba del inyector externo

v Prueba de las salidas Swriches y MHold

v Prueba Chart

v Prueba de la Valvula Sparge

v Prueba de ia bomba y de las vdlvulas de solventes
v Prueba del conector |EEE

v" Prueba del conector RS-232

v Prueba de fallo 12V

5 S todas la pruebas corren exitosamente, se¢ indica "OK” en el campo POWERUP DIAGNOSTIC
srarusde la pantalla del controlador (figura 3.1)

Si falla alguna prueba diagnéstica, aparecerd un mensaje mostrando la falla y los datos
errbneos

6 S ocurre algun incidente, apague el equipo y vuelve a encenderlo Si el diagnéstico falla
una segunda vez, entre en contacto con el servicio técnico de Waters. Ademds del encendido auto-
diagndstico, el sistema CL 616 contiene rutinas de diagnéstico extendidos

7. Para iniciar el diagnéstico extendido, presione la tecla punto decimal (.) de la pantalla de
encendido
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Si no planea usar el sistema cromatografico 616 por un largo periedo apguelo Antes de que
apague e! sistema, tome las siguientes precauciones.

B No deje buffers en las lineas de flide mientras el sistema no este en uso
b Lave las Iineas con agua de alta pureza previamente filtrada, seguida por una sclucién 10%
metanol Quite la columna st es incompatible con esta solucidén El dejar agua o buffers en las tineas

de fluido mientras el sistema no esta en uso, permita el crecimiento microbiano

» Apague el sistema presicnando e! interruptor en la pesicidon O (OF) sobre el panel delantero
del controlador

Waters Multisolvent Delivery System
SNEI WS

REVISION x xx DATE  xx/xx/xx
POWERUP DIAGNGSTIC STATUS.  OK Biseloy
TYPE W6X6E GRADIENT CONTROLLER ,

TO CONTINUE, PRESS ANY FUNCTION KEY ( "
TO START EXTENDED DIAGNOSTICS, [ ]

PRESS DECIMAL POINT

~

Soflware Copyright 1993
Waters Chromatography Division

0 | G

Figura 3.1. Pantalla del controlador, que muestra la version del soffware.

3.1.2 PURGAR LA BOMBA

El purgado de la bomba involucra

B Iniciar el flujo
b Vaciar los solventes de ia bomba
b Purgar

Purgar cuando,

b Ei sistema se encienda por primera vez
b Se agreguen solventes nuevos al sistema
P Se cambien sciventes

Pasos para Iniciar el Flujo.:

1 Antes de miciar debe verificar que los reservorios se encuentren con suficiente  solvente,
estos deben estar previamente desgasificados y filtrados

2 Rote ia mana de ia valvula de entrada mualtiple en la pesicién RUN, focalizada sobre el frente
de la bomba {figura 3 2)
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3 Inutilice la funcidn SKIL, para ello debe presionar la tecla Set up del controlador, aparecera
la pantalla Pump Setup (figura 3 3), escriba O en el campo SKIL y presione Enter

4 Cologue un frasco debajo del tubo de desecho para colectar el eluente

5 Rote la manija de la vailvula de salida que se encuentra en la bomba, a la posicidn VENT,
para aislar {a columna del flujo de solvente.

6 Presione la tecla Direct, aparecerd la pantalla isocratic (figura 3 4). En el campo FLOW RATE,
escrba la velocidad de flujo de 0 1 ml/min y presione Emnter para introducir el valor (el gradiente que
proporciona la vélvula no se activa a 0 ml/min)

PUMP SETUP

RESERVOIRS TO SPARGE:
A: ENABLE  B: ENABLE  {: ENABLE  D:ENABLE

PUMP COL. TEMP.HEATER LIMIT: @ °C
PRESS LIMITS: LOW: @ HIGH: 4880 PSI

CHART OUT: %A SILK: OFF

y

VALVULA E\lTPADA MULTIPL.E FLOW FACTOR: 1.000

AUTO START:IN HRS  MIN START RUN OF TABLE @
Figura 3.2, Manija de la vilvala de

entyada multiple de la bomba 616
W P 1A PUMP LOCK
CONFIG KEYBOARD HELP

Figura 3.3. Puntalla Pump Setup del controlador 605 Waters.

ISOCRATIC

FLOW RATE: ©.0@ ML/MIN

COMPOSITION: %A B xC %D
CURRENT : 100 2 0 @
MEW:

SPARGE: OFF ML/MIN/SOLVENT RESERVOIR
TEMPERATURE : C SET: OFF C
PRESSURE : @ PSI
SWITCHES: (@=0FF 1=0N)

S1:80 52:0 53:9 S54:0

STOP
FLOW HELP

Figura 3.4 Pantalla fsecratic
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Pasos para Purgar los Solventes de la bomba;

Una vez que ha imiciado el fluje, tiene que purgar los solventes que se encuentran en las

cuatro lineas

7 Estando en la pantalla Jsocratic (igura 3 4) Mueva el cursor al campo NEW, escriba 100
para el campo A% y O para los campos B%, C% v D%, presionando Enter para introducir los valores,
se debe escuchar un hgero chck el cual indica el cambhio de linea de solvente

8 Después de escuchar el click detenga la velocidad de flujo escribiende O en el campo FLOW

RATE y presione Enter

9 Coloque la jeringa en el "Luer” que se adapta sobre la entrada de la valvula muitiple,
tocalizada en la parte inferior de la bomba (figura 3 5)

10 Rote la marmja de la valvula en sentido contrario a las manectllas del relo) de la posicion
RUN a la posicidn DRAW "vaciar® (figura 3 6)

11 Saque aproximadamente 10 ml de solvente, después rote fa valvula a la posicion RUN
Retire la jeringa v desecha el solvente Repita esta operacién hasta haber retirado aproximadamente
ungs 20 ml o hasta que no hayan burbujas de aire en el sistema.

12 Inserte nuevamente la jeringa en el "Luer’, rote la manya de la vélvula a la posicidn DRAW
Retire aproximadamente 8 mi y vuelve a rotar la manija a la pesicidn RUN, (debe dejar la jeringa llena

con solvente)

multiple de la bomba 616.

Figura 3.6. Posiciones de la manija de la
vitlvula de entrada multiple de ta bomba

Figura 3.5. Manija de la valvula de entrada

T~

_mr
I R
N u
J N

NI 7 N I ¥

Completamente 90° en sentide
en sentido de las contrane a las
manecilias del manecillas del 1elog
relo) desde 1N,
90° en sentido de las
maneci]las def relo)

desde DRAW

S> =0

Completamente
en sentido
contrario a las
manec:lias del
relo
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Pasos para Purgar:

13 Mueva el cursor al campo FLOW RATE, escnba la velocidad de flujo hasta llegar a 5
mb/min en incrementos de 1 ml/nmin y presione Enter Esto coloca la velocidad de flujo a bml/min
para e} depdsito A

Verifique que 1a presidn y el goteo del tubo de desecho sean constantes al ir subiendo la
velocidad de flujo

14 Rote la manija de fa vdlvula a la posicidén INJECT, inyecte poco a poco el solvente que
retird dejando aproximadamente medio ml, verifique que la presidén no varie mas del 5% - 10%,.

15 Después de un minuto, o cuando el flujo de salida del tubo de desecho sea constante, rote
la manija de la valvula a la posictdn RUN Baje la velocidad de flujo de la misma manera en que la
subid

16. Repita los pasos 6 al 15 para las lineas B, Cy D

Una vez que haya realizado tos pasos 6 al 15 para las lineas restantes, su bomba ya esta lista
para la operacién,

3.1.3 DESGASIFICAR SOLVENTES

Para desgasificar los depésitos de los solventes use un sistema de burbujeo de helio a una
veiocidad de flujo entre 0 y 100 mi/mun

Antes de que comience a burbujear, le recomiendo que filtre al vacio la fase méwvit que va a
emplear

Desgasificar tos Solventes Involucra:
» Preparar el burbujeo

» Habilitar el burbujec

» Burbujear

Desgasificar Cuando:

P No se hayan burbujeado los depdsitos por mas de ochoe horas
» Se agreguen solventes nuevos al sistema.

Pasos pata Prepara el Burbujeo:

1 Ajuste gl tanque de helio a una presién entre 50y 90 ps1 (3.5a36 3 kg/cmzj‘

2 Confirme que la tuberia del solvente este adecuadamente ensamblada y conectada para el
burbujeo

3 Presione la tecla Set up del controlador, aparecerd la pantalla Pump Setup (figura 3 3)

Pasos para Habilitar el Burbujeo:

4 Mueva el cursor al campo RESERVOIR TO SPARGE para el primer depdsito que contiene los
solventes (A, B,C o D)

5 Escriba 1 y presione Enter Esto hamibita el depdsito disponible
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6 Repita los pases 4 y 5 para cada depdsito
7 Presione la funcion de la tecla Direct aparecerd la pantalla Isocratic (figura 3 4)
8 Determine la vetocidad de flujo del burbujec

b Mueva el cursor al campo SPARGE
P Escnba 100 y presione Enter para fijar iniciaimente la velocidad de fiujo de 100ml/min &l

flujo de gas comenzaré en todos los depdsitos

9 Mantenga el flujo de helio a 100mI/min por un minimo de 15 minutos, repita el paso 8 y
reduzca el flujo a 30mi/min

Con la finatidad de mantener el funcionamiento de la bemba e impedir la acumutacidn de aire
disuelto en el solvente Se recomienda usar los siguientes tiempe para burbujear helio en los
diferentes tipos de fase mowvil.

# 10 a 15 ml/min para fases mdéviles acuosas
P 20 a 30 mi/min para fases moviles acuosas y acetonitnlo
b 50 ml/rmin para fases moviles acuosas y metanol

3.1.4 LAVAR EL SISTEMA

Para lavar el sistema, asegure que todo &l solvente sea reemplazado con soivente nuevo antes
de correr |as muestras

Lavar involucra.

b Lavar las lineas del sistema cromatogréafico
b Lavar el automuestreador

b Lavar el detector

» Conectar ia columna después de lavar

lL.avar cuandor

P Se agreguen solventes nuevos al sistema

b Se cambien solventes

b Se termine una jornada de trabajo

b Se cambie el sistema de la columna, tuberfas o solventes
B Se requiera por circunstancias de trabao

Antes de que lave el sistema tiene que realizar los siguientes pasos

v Verifique la miscibilidad entre el solvente que se utilizd durante el andlisis de trabajo con la
solucidn de lavado (10 909, metancl/agua)

Por elemplo

v Cuando cambie de heptano (solucidn de trabajo) a una solucidn acuosa, metanocl al 109%
{solucién de lavado), pnimero pase al sistema hexano, después acetona ¢ 1sopropano! y finalmente
metanol 10% en agua

+ Purgue la bomba (ver tema purgar la bomba)
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v instale una umén en el lugar de la columna, durante el lavado del sistema

v Al final del lavado deje el sistema en una seluctén acuosa conteniendo 10% metano! u otro
solvente miscible en agua y que tenga caracteristicas antimcrobianas

Pasos para Lavar [a Lineas del Sistema:

1 Presione la tecla Direct, aparecera la pantalla fsocratic (figura 3 4}

2 Mueva el cursor al campo TLOW RATE, escriba la velocidad de flujo de 1.0 mi/min y
presiong Fnter, también puede Ir sublendo la velocidad de flujo de 0 1 mi/min hasta 1 O mi/min El

solvente del sistema fluird a 1 O ml/min.

Pasos para Lavar el automuestreador:

3. Para lavar el automuestreador ver tema purgado del automuestreador

Pasos para Lavar ef detector:

4 Para cualquier tipo de detector, ldvelo junto con todas [as lineas y déjelo en una disoclucién
acuosa de metanol 10% al final de ka jornada de trabajo para evitar crecimiento microbiano Cologue
tapones a la salida del detecter, para evitar que |a celda se seque.

Pasos para Conectar {a Columna:

5 Presione la tecla STOP FLOW, de la pantalla fsacratic, para detener el flujo de la bomba
También puede ir disminuyendo de 0 Lml/min hasta Omi/min

6, Quite la unién y reinstale la columna
7 Continte con la estabihizacién del sisterma para preparar las muestras

NOTA. TAMBIEN PUEDE LAVAR EL SISTEMA CON TODO Y COLUMNA, SOLO Si LA COLUMNA
£3 COMPATIBLE CON LA SOLUCION DE LAVADO

Generalmente cada columna tiene un manual del fabricante, rewise las indicaciones de
limpleza y almacenamiento Le recomiendo que vea el Capitulo €. Columnas y Selventes

Elkmine cualquier solucién amertiguadora de |as columnas para evitar crecimiento microbiano
Al final de upa jornada de trabajo enjudguela con un solvente de alta fuerza de elucién, el cual se
elegird dependiendo de la columna

Deje la columna en una solucion acuosa conteniendo del 10% al 20% de metanol, acetonitrilo

u otro solvente miscible en agua y que tenga caracteristicas antimicrobianas. no olvide colocar los
tapones en ambos lades de la columna, para ewitar que $e seque

3.1.5 ESTABILIZAR EL SISTEMA

Para estabibzar el sistema cromatografico, se deben colocar los siguientes parametros
imciates sobre la pantalla lsocratic (hgura 3 4)

b Velocidad de flujo

b Composicién dei solvente
¥ Clasificacibon del burbujeo
P Sensibilidad

Se debe estabilizar cuando.

50



CAPITULO 3. PROCEDIMIENTOS PARA EL MANEJO DEL INSTRUMENTAL CLAR WATERS

¥ B} sistermna se encienda por prnimera vez

P Se agreguen solventes nuevos al sistema

b Se cambien solventes

b Se cambie |2 composicién de los solventes
» Después de un periodo inactive.

Cuando se use un Sistema de Datos Millenmum 2010, necesitard encender la computadora para
estabihizar el sistema Mufenmum determinara si el sistema se encuentra en linea base, esto indica que
esta estable y listd para las inyecciones

Cuandoe estabilice el sistema, tome en cuenta las sigutentes indicaciones

¥ Mantenga suficiente soivente en la fase mévil y en el depdsito de lavado del pistén para
asegurar que los depdsitos no se sequen mientras se este cperando

b Estabiiice el sistema con solventes a temperatura ambiente

Pasos para Estabilizar el Sistema:

1 Presione la tecla Direct para accesar a la pantalla /socratic
2 Mueva el cursor al campo SPARGE

3 Escriba la velocsdad de flujo 30mi/min y presione Enter
4 Fije la composicidn iniciai del solvente

5, Mueva el cursor al campo NEW A%, escriba la composicién del A% (0 a 100, sin decimales,
en incrementos de 1%)y presione Enter

6 Repita el paso 5 para los depdsitos B, Cy D La suma de la composicion de los cuatro %
deben ser igual a 100% (por ejemplo: 25%A, 2598, 25%D y 25%D) La composicion de [0s
solventes depende def método analitico que este empleando

El sistema implementa los cambios después de escnbir la composicién del Gltimo reservorio
(D%), ai presicnar £nter

7 Mueva el cursor al campo FLOW RATE y escriba la velocidad de flujo hasta llegar a 5ml/min
en ncremento de 1mi/min Venfique que {a vanac:idn de la presion no exceda del 5 109,

Puede aumentar la velocidad de flujo Sin embargo a velocidades de fliyjo mayores de 5
ml/min ocasionan un parc de la bomba a causa de una aita presién generada en la tuberia del
ststema

Algunas columnas requieren un flujo mayor de 5 ml/min

Una vez que ntrodujo el valor de |a velocidad de flujo deseado, la bomba inmediatamente

comienza a operar al nuevo flujo y a las condiciones de composicién del solvente Una vez realizada
la estapihizacién del sistema, estd histe para inyectar las muestras

3.1.6 CONECTAR LA COLUMNA
Conectar la columna o el cartucho  Para conectar la columna se tiene dos opciones

1? Puede conectarse colocandola dentro del cajdn que se encuentra en panel delantero de la
bomba (iigura 3 7), ésta puede estar sola & junto con un calentador de columna (hgura 3 8)
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g e e e S e Y

2" Se puede conectar colocando uniones sin necesidad de meterla en el cajdén de la bomba, 1o
cual hace visible a la columna durante 1as jornadas de trabayo

De acuerde a la primer opcidn; arrastre el cajdn que se encuentra en el panel delantero de la
bomba 616, esto coloca la columna dentro de la bomba, de tal manera que no sea visible durante el
analisis

Figura 3.7. Cajon del pancl
delantero de la bomba 616

La columna y el cartucho pueden colocarse dentro de la homba de acuerdo a las siguientes
opclones de instalacién

» Columna sola (hasta 30 ¢cm de largo)
? Calentador de la columna con columna (hasta 30 cm de largo)

» RCMTM 8 % 10 cartucho de condensacion radial y cartucho Radial-Pak
INSTALANDO LA COLUMNA SoLA

Pasos para instalar una cofumna en la_bompa 6186;

1 Gire el picaporte que se encuentra en el panel frontal de la bomba vy jale arrastrando el cajén
hacia fuera.

2 Desconecte la tuberia. El cajén no se extenderd totalmente si no desconecta fa tuberia,

3 Coloque la columna en la bandeya tratando que la flecha que se encuentra en la etiqueta de
la columna apunte hacia el sentido del flujo (frente del cajén). Permita que la columna quede dentro
del caidn (figura 3 7).

4, Conecte la tuberia de entrada y de salida a la columna Siga las instrucciones de la
columna para la direccion del flujo

P Entrada de la columna. Conecte la tuberia de 0 009 pulgada de Didmetro Interno (D 1) del
automuestreador a la entrada de la columna en la parte de atras del cajén

» Salida de ia columna. Conecte un pedazo de tuberia de 0.009 pulgada Dt a la salida de la
columna en el frente del cadn

5 Pase la tuberfa de salida de la columna a través del corte del caén de la bomba en el
tablero delantero Use tuberfa lo mas corta posible de 0 009 pulgada D,| para conectar {a salida de
la columna a la entrada de la celda del detector,

& Verifique que no haya escapes cuando se bombea solvente a través de la columna Aseglrese
de que no haya minguna fuga en las conexiones de entrada o de salida

INSTALANDO EL CALENTADOR DE COLUMNA.

1 Gire el picaporte del frente de la bomba y jale arrastrando el cajén hacia tuera
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2 Jale el cajdn haciz usted y localice el receptculo sefialado en la parte de atras del cadn
Tape ei cable del receptdculo sefiaiado en el lado derecho del cajdén El receptaculo se codifica para
asegurar que quede correctamente ahneado (figura 3 8)

3 Levante la tapa del calentador de fa columna Coleque la columna (de 8 mm D | por 30 cm
de largo) en el canal central de la bandeja del calentador sefalando la etiqueta de coiumna hacia la
frente del cajdn (figura 3 9)

4 Conecte la tuberia de entrada y sahda a la columna $iga las instrucciones de la columna
para la direcciéon del flujo:

Figura 3.8. Receptaculo

Figura 3.9. Tapa del calentador de Ia columna

b Entrada de la columna Pase un pedazo de tuberia de 0009 pulgada D | desde el
automuestreador a través del puerto derecho del calentador de la columna y conecte la columna.

P Salida de la columna. Pase un pedazo de tuberia de 0 009 pulgada D! a través del puerto
izgquerdo desde & calentador de la celumna y conecte la columna

5 Coioque el calentador de la columna en el cajdn de la bomba, con la tuberia de entrada y
salida de la columna hacia la frente del cajén Permita que el calentador de la columna quede
completamente dentro (higura 3 10)

6 Pase la tuberia de salida de la columna a través del corte del caién de ta bomba en el
tablero deiantero Use tuberia lo mas corta posible de O 009 pulgada | D, para conectar |a salida de
la columna a ta entrada de la celda del detector

7. Verfique gue no haya escapes cuando se bombea solvente a través de la columna.
Aseglirese que no haya ninguna fuga en las conexiones de entrada o de salida

& Reemplace las tapas del calentador de la columna

Calertador
de-la
colurnna

Tuberia de

Tuberiz da
entrada

Figura 3.10. Calentador de la columna
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3.1.7 CONFIGURAR UNA CORRIDA

Ef Sistema CL 616 se puede configurar para programar corndas cromatograficas, tanto en la
modalidad 1socratica como en la modahdad gradiente

Estos métodos también se pueden ejecutar, directamente desde el software Millennium 2010 ¢
3010

« Modaidad Isocratica
+« Modalidad Gradiente

MODALIDAD ISOCRATICA

En ésta modalidad las condiciones experimentales permanecen constantes durante el proceso
cromatografico El sisterna 1socratico, hace que la bomba mantenga constantes la composicién de la
fase moévil durante el andlisis En esta aiternativa es precise seleccionar la naturaleza de la fase movil,
el tipo de columna, 1a forma de inyeccidn segln las caracteristicas de la muestra.

La operacién en isocrdtico no permita cambiar la velocidad de flujo después de un tiempo
transcurnde o la composicién del solvente, asi como otras condiciones dependientes del tiempo. Para
cambuar la velocidad de flujo, la composicién del solvente & las condicidén del rendimiento, se deben
proegramar manualmente los nuevos valores para ne tomar en cuenta los pardmetros de la
configuracién original El sistema Cl. 616 aplica los cambios inmediatamente,

Para configurar una corrida cromatograhca en modo 15ocratico debe de accesar a la pantalla
Isocratic del controlador, enia cual debe de;

» Estahilizar las condiciones de |la cornida (velocidad de flujo, composicién del solvente, velocidad
de burbujeo, temperatura del calentador de columna "opcional™)

# Determinar el tiempo de la cornda.

» Estabilizar el sistema

> Iniciar la cornda

En el diagrama 3.1 se dustran los pasos que involucra usar la pantalla fsocratic, para configurar
una corrida cromatografica en modo 1socratico

[ Presione la tecla Direct J

\ J

f Aparecerd la pantalla Isocratic

\ 4
Seleccione la velocidad de fiujo de los
solventes

Y
Especifique la composicién de los
solvente (A%, B%, C% y D%)

\

Seileccione la velocidad de flujo del
burbuieo

4

Estabilice el sistema

A4 Diagrama 3.1, Coenfigurar una corrida
cromatoegrafiea en medo isocritico

Inyecte la muestra para iniciar e} analisis
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Pasos para Configurar una Corrida

1 Para accesar a fa pantalla Isocratic (figura 3 4), presione la tecla Direct sobre el panel
delantero de! controlador (igura 3 1)

2 Enla ésta pantalla puede hacer cambios en los pardmetros oniginales de la bomba

Flujo de los Solventes:

3 Uno de éstos parametros es la velocidad de flujo, para colocar {a velocidad de fiujo, si es
necesarioc, mueva el cursor al campo riow

4 Escriba la velocidad de flujo del solvente en el campo FLow raTE entre (0 00 a 5 00 mi/min)
v presione Enter

Composicidn de los Solvente:

5 Para seleccionar la composicion de los solventes, mueva el cursor al campo NEw 9LA

NOTA LA L’NEA CURRENT INDICA LA COMPOSICION ACTUAL DEL SOLVENTE EL SISTEMA COPIA LOS
YALORES DESDE LA LINEA CURRENT CUANDO COLOCAS EL CURSOR EN LA LINEA NEW

6 Escriba la composicién 9% para la fase mévil (O a 100, no decimales, en incrementos de 19%)
para el reservorio del solvente A Presione Enter

7 Repita los pasos 5 y 6 para los tres reservonios restantes La suma de los cuatro registros
debe ser igual a 1009,

8 Después de que registre la composicidn del solvente D, el sistema aplica el cambio de
composicién para todos los solventes cuando presiona Enter lLa linea Current refleja la nueva
composician del solvente

Flujc de! Burbuieo

9. Para determinar la velocidad del burbujeo, mueva el cursor al campo SPARGE
10 Escribala velocidad del burbujeo (G a 100 ml/min} y presione Enter

La velocidad del burbujeo se aplica para todos los reservorios, use inicialmente una velocidad
alta 100 ml/min y después redlzcala a una velocidad de 30 ml/min La velocidad de burbujeo que
use depende de tus requerimientos analiiticos

Si cuenta con un calentador de cofumna en su equipo, éste le permitird mantener y controlar
la temperatura de operacion de [a columna

11 Para celocar el valor de |la temperatura, mueva el cursor al campo TEMP HEATER. escriba la
temperatura apropiada de acuerdo a tu método analitico Los valores vélidos son de O a 99°C
presione Enter

St no cuenta con un calentador de columna instalade en su sistema CL 616, el campo 7emP
HEATER, mostrard el valor None

Estabiizadg del Sistema.

Para estabilizar el sistema (ver tema Estabrhizar el Sistema)

Inyectar la Muestra
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Para inyectar ¢ insciar una corrida con el automuestreador 717 Pius Waters.
12 Cologue los viales con la muestra en el carrusel del automuestreador
13 Programa e inicie la corricla con el automuestreador {ver tema Ejecutar una Corrida)

En el modo 1socrdtico, no hay corridas cronometradas y ningdn cambio en la composicion del
solvente La cornda es continia hasta que decida parar la bomba

14. Para parar la bomba presione ia tecla Stop Flow 6 escriba 0.0 en el campo FLOW RATE y
prestone Enter,

15 Para reanudar el flujo después de que haber parado la bomba, escriba el valor deseado de
la velocidad de flujo, en e campo FLOWRATE vy presione Enter

Estas acciones no afectan la composicidn de los porcentajes.

MoDALIDAD GRADIENTE

En ésta modaldad durante el proceso de separacién cromatografico se varia de manera
gradual y estrictamente controlada la composicién de ia fase mévil durante el andlisis. La evolucidn
de la fase mévil con el iempo puede ser lineal, cdncava, convexa y por etapas |.os cromatogramas
meijoran sustancialmente respecto a la modalidad socrética.

En esta modalidad se describird como crear tablas tiempo-base (tablas de gradiente y de
evento) para operaciones analiticas prolongadas, donde se requiere programar el sistema para una
operacion desantendida.

Las tablas de gradiente controlan la bomba 616, las tablas de evento controlan aparatos
externos conectados al controlador 6005 {(automuestreador, detector, etc). Cada tabla tiempo-base

tiene un nimerc con el cual puede ser identificada.

Para llamar una tabla programada en el sistema, se debe ejecutar el nimero con el que fue
asignada

El Sistema CL 616 puede almacenar hasta 15 conjuntos de tablas que te permiten:

M Correr una serie de muestras

O Implementar el flujo y la composicién en el gradiente de solventes

O Activar y desactivar aparatos externos

Una vez que ha creado cualquiera de estas tablas, puede correrlas en la modalidad gradiente

Tablas de Gradiente

Crear una Tabla de Gradiente;

Para empezar, pnmero debe defimir que informacién es la que quiere introducir en una tabla de
gradiente antes de que la programe, Esto le ayudara a mimimizar ta necesidad de programar tablas
postenores

Con el fin de ayudarle a definir y documentar la informacion que desea accesar a una tabla de
gradiente, se le proporciona un plan de andlisis y una heja de archivo,

Sobre cada linea del plan de analisis y hoja de archivo, debe escribir

~ Fi tiempo de cada gradiente (el tiempo es acumulativo desde la inyeccion)
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= La velocidad de flujo
— La composicién del solvente
= El perfil de gradiente (curva céncava, convexa y lineal)

Cada tabia de gradiente puede contener hasta 15 lineas Puede crear una tabla de gradiente
para incluir parametros de la bomba en un método isocratico, pero ésta tabla sélo consiste de una
linea para programarla

Cuando los registros de la tabla estén completos, mantenga el plan de andlisis y la hoja de
archivo comao un registro permanente en la tabla

En el diagrama de flujo 3 2, se muestran los pasos gue se requieren para crear una tabla de
gradiente

Presione la tecla Program
Method

Seleccione el nimero
de tabla T

v

Seleccione el periodo de
tiempo por segmento

Y

Seleccione la
velocidad de fiujo

Y

Seleccione la composicién del
solvente (%A, %B, %C vy %D)

v

Seleccione el perfil de
la curva de gradiente,

¥

Salve latabla de
gradiente.

. Si
¢ Desea crear
otra tabla?
%D;seg crear;m’)a > Si Crea una tabla
abla de evento? » de evento

Terminado

Diagrama 3.2 Crear una tabla de Gradiente
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Pasos para Crear una Tabla ge Gradjente

1 Para accesar a la pantalla Program Gradient (figura 3 11), presione la tecla Program Method
<obre el panel delantero del controlador

PROGRAM GRADIENT TABLE #: 12
TIME ~ FLOW %A %B %0 %D CURVE
INITIAL 1.00 100 0 @ ) *
5.00 Z.00 50 25 25 @ 6
CLEAR CLEAR
LINE TABLE SAVE HELP

Figura 3.11. Pantalla Program Gradient

2 Para registrar la tabla, mueva el cursor al campe TA8LE #, escriba un nimero en la tabla
entre 1 v 15, presione Enter

St ya existe una tabla de gradiente con el ndmerc que registrd, ésta aparecerd
iimediatamente sobre la pantalla Puede sobrescribir o editar esta tabla, 6 registrarla con otro
namero

3 Escriba el tiempo de duracién de la inyeccion (0 00 a 655 34 minutos) a que el segmento
de gradiente estd por iniciar o el segmento previo estd por terminar, presione Enter Cada valor de
tiempo registrade en la tabla es Gnico

4 En el campo rLow, escriba el valor de la velocidad de flujo entre 0.00 yv 500 ml/min.
presione Lnter

5 En el campo %A, escriba el porcentaje apropiado de la fase mdwil (0 a 100, en mcrementos
de 1%, no decimales), presione Enter

6 Repita e| paso D para los tres depdsitos restantes La suma de |os cuatro porcentajes dehe
ser 1gual a 1009,

Cuando registre informacién en las lineas subsiguentes de la tabla, registre el tiempo de
duracidén para cada linea y presione Enter Esta accidn copia los valores desde 1a primer linga a la
tiltima

7 En el campo curve, escriba el nimero del perfil de la curva de gradiente para el segmento (1
all) Lafigura 3 12 muestra los perfiles de {a curva de gradiente
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Condiciones Finales

Compasicidn del

solvente ¢ perfil

de la velocidad
de flyjo

Condizi icial 1
ondiciones Iniciales Segmento Tiempe Zegmento

Inicial Final

Figura 3.12. Perfiles de gradiente

8 Repita los pasos 3 &l 7 para cada linea de la tabla de gradiente, hasta completar la tabla
que desea programar de acuerdo a su método analitico £n la dltima linea debe de reducir la
velocidad de flujo después de reaiizar la dltima inyeccién

9 Debe de colocar {2 Gltima linea por Ic menos en un trempo de 5 a 10 minutos de diferencia
de las inyecciones programadas en la pnimeras lineas

10 Escribaen la dltima linea la velocidad de flujo O 00 mi/rmin, 6 1 ml/min

11 En la dltima linea use la composicién del soivente de la linea anterior

12 Especifigue la curva #11 para que la velocidad de flujo nc disminuya hasta que la dltima
iinea se ejecute Si una myeccidn ocurre antes de que ésta iinea se ejecute, la velocidad de flujo no

disrinuira

13 Presione la tecla de la pamlalla save para salvar la tabla en la memcria Tendrd que
registrar la tabla con un ndmero entre 1 y 15, para terminar presione Enter (Ejemplo de una tabla de
gradiente Tabla 3 1)

Inicial |1.00 10 1 | D 3
30,00 11.00 10 t0 g0 1D 3
3500 (1.00 10 10 0 g0 6
3000 [0.00 10 10 1] a0 11
Tabla 3.1. Tabla de gradiente.

14 Para borrar lineas individuales de la tabla, mueva el cursor a la linea que desea borrar,
presione la tecla en pantalla CLeEar UNE Inmediatamente impia la linea que estd sobre el cursor y
mueva sucesivamente las lineas hacia arriba

15 Para insertar lineas en la tabla, mueva el cursor al campo TiMe y coléguele después de ta
Gltima linea

16 Escriba el ttempo de la corrida para la nueva iinea La tabla automaticamente ctasifica las
lineas segdn el tiempo y introduce la nueva linea en la ubicacidon apropada

17 Registre los valores de los otros parametros (velocidad de flujo, composicidn del solvente,
etc) para la nueva linea
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18 Cuando cambia los pardmetros de {a tabla, dehe salvarlos antes de que apague el
sistema Para salvar una tabla después de que haya registrado los cambios, presione la tecia en
pantalla save La pantalla mostrard: EnterTable Number (1-15)

19 Escriba el ndmero con el cual quere salvar la tabla y presione Enter La pantalla mostraré:
Replace With New Table 1= Yes 0 = No

St registra la tabla que quiere salvar con un nimero que ya contiene Informacion,
inmediatamente |a tabla existente aparecerd en la pantalla

20. Para sobreescrnbir en la tabla existente, escriba 1, esto borra tode el contenido de la
tabla 51 no quiere sobreescribirla, escriba 0, |a pantalla le mostrara una vez mas la tabla que cred

21 Para salvar |la nueva tabla, repita los pasos 18 y 19, y asigne a la tabta un nimero diferente,
s1 el niimero que asignd corresponde a otra tabla, continde con éstos pasos hasta que encuentre una
tabla vacia

El controlador puede almacenar un méaximo de 15 tablas en la memoria permanente Una vez
que ha salvado la tabla 15, debe de reemplazar una de estas tablas para salvar una nueva

22 Para remplazar una tabla existente, mueva €l cursor al campo TABLE #, escriba el ndmero
de la tabla que desea remplazar y presione Enter

23 S desea borrar todoe lo que contiene la tabla, presione ja tecla en pantalla CLEAR TABLE

24 Registre la nueva informacidn, cuando haya terminado de registrarla, salva la tabla
presionando la tecla en pantalla save Esto reemplaza la tabla existente con la nueva tabla en ia
memorta permanente

25 Si desea sélo borrar alguna tabla existente, mueva el cursor al campo TABLE #, escriba el
nlimero de la tabla que desea borrar y presione Enter

26 Presione la tecla en pantalla cLEar TABLE para borrar toda la tabla, después presione la
tecla save. La pantaila le mostrard un aviso ENTER TABLF NUMBER (1-15), escriba el ndmero de |a
tabla vy presione Enter La tabla que deseas borrar aparece nuevamente en la pantalla, la cual te
mostrara un aviso

REPLACE WITH NEW TABLF?, escriba 1 si su respuesta es "Si* Esto borra la tabla desde la
memona

Tablas de Evento

Crear una Tabla de Evento

Cuando genere tablas de evento y gradiente, asegirese que los cambios refacionadas con el
tiempo especifiquen ambas tablas, ya que estas trabajan conjuntamente

Para crear una tabla de evento debe definir la informacién que quiere antes de que la programe,
esto minimizard 1a necesidad de programar tablas de evento posteriores Para ayudarle a definir la
informacién y la documentacion de una tabla, utilice un Plan de Andlisis y Hoja de Archivo, ésta le
ayudara a desarrollar |a tabia, escritiendo los pardmetros que vaya a programar

Sobre cada Plan de Analisis y Hoja de Archive, escriba
~> Tiempo de evento

-~ Tipo de evento
~ Accion o configuracidn del evento
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Hay 10 tipos de eventos que puede seleccionar, como se describe en la tabla 3 2.

~TIPODE | “

G BMENTO | g s L e Bl et ¥

1ald Interruptores de clerre sobre ef panel trascro del contrelador para la salida a
dispositivos externos

5 Alarma interna {recordatonio para el usuaro)

& Temperatura del calentador de colunna

7 hicia las condiciones especilicadas en la Tablad

9 Cemiensa una corricda desde la Tabla # El método comienza inmediatamente con la
ejecucion del evento

10 Lampara del detector On/Off

Tabla 3.2. Tipos de Evento
En el diagrama de flujo 3 3 se le muestra como programar una tabla de evento

FPasos para Crear una Tabla de Evento

1 Para accesar a la pantafla Program tvent (igura 3 13), presione la tecla Frogram Table
sobre el panel delantero del controlador, para salir de esta pantalla presione cualguier tecla y

entrara a otra pantalla

2 Mueva el cursor al campo TABLE #, escriba un nimero entre T y 15 y presione Enter

3 31 una tabla de evento ha sido almacenada con el mismo nimero que insertd, ésta aparecera
sobre la pantalia, podrd editarta, borrarla o registrarla con otro ndmero, si asi lo desea

Presione la tecla Program
Table

v

Seleccione TABLE # i

v

Seleccione el periodo
de tiempo por evento

v

Seleccione el evento

Y

Seleccione la accién

v

Salve el evento

&Otra Tabla? n;z 5i

No

Terminado

Diagrama 3.3, Programar tabla de evento
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NOTA LA TABLA DE EVENTO Y LA TABLA DE GRADIENTE SIEMPRE CORRE CONJUNITAMENTE CON EL

MISMO NUMERO

4 En el campo £VENnT, escriba el tipo de evento 1 o 10 {como se muestra en ia tabla 3 2),

presione Enter

5 En el campo AcTion, escriba el valor apropiado para la accién requenda del evento

0= Off
1=0n
2 = Pulse

y presione Fnler.

6 Repita los pasos 3 al 5 para cada linea de la tabla de evento.

7. Presione |a tecla de la pantaila SAvE para salvar la tabla en la memoria del controlador

PROGRAM EVENT
TIME EVENT ACTION
INIT  ALRM OFF
@6.20  SPRG 50
2.08  ALRM PUL
2.00  SPRG 75
5.00 51 ON
5.50 51 OFF
5.5@ S2 ON
6.00 53 PUL
G.8@  SPRG 25
6.5 52 OFF
CLEAR
LINE

TABLE #: 1

CHOICE OF EVENTS:

1-4 =
5 =

SWITCHES 1-4
ALARM

CHOICE OF ACTIONS:

0=0FF
6

ol

7
8

9

n

10 =

1=0N 2=PULSE
SPARGE ML/MIN
TEMPerature (
aoc to INITIAL
of Tables #

start RUN of
Tables

LAMP {@=0FF,1=0N)

ACTION: ENTER VALUE

CLEAR
TABLE

SAVE HELP

Figura 3.13. Pantalla Prograim [ovent

3.2 MANEJO EL DETECTOR (PDA) 996 WATERS

3.2.1 ENCENDER Y APAGAR EL SISTEMA

Encienda todos los

aparatos

conectados al  Milienmum 2010 (Sistema

automuestreador y detector) antes de encender la computadora

CL 615,

Para encender el detector PDA 996, presione ia tecla 0/1 (Off/On) localizada en la parte inferior

derecha del panel delantero

Durante el arranque, el detector PDA 996 corre una sene de diagndsticos intermos El indicador
de estado enciende en el frente del detector mostrando los resultados de los diagndsticos nternos
También puede correr diagndsticos internos desde el Software Millennium. (ver tema Pruebas

Diagnostico}
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3.2.2 PRUEBAS DIAGNOSTICO

Hay dos niveles disponibles para ejecutar las pruebas de diagnéstico

03 Nivel Chiente Accesible a través de Milfennium
A Nivel Servicio Accesible a través de Windows

En la actualidad las pruebas de diagndstico son 1dénticas en ambos niveles, por eflo ya que se cuenta
con el software Millennium sélo se hard referencia al nivel cliente Existen dos formas de imiciar fas
prueba de diagnéstico para el detector PDA 956

r Pruebas internas No requiere conexiones externas Ejecuta diagnésticos internos cuando el
detector falla en el diagndstico de arranque o cuande hay un cambie en la referencia del espectro.

= Pruebas Interactivas Requiere conexiones para probar el equipo o ef {lujo de la bomba
Ejecuta diagndsticos de comumcactdn cuando los problemas de comunicacidn ocurren con
dispositivos conectados a terminales analog, event, event out Ejecuta una prueba de ruido para
documentar el rvido del detector.

Para comenzar a correr las pruebas de diagndstico dei detector 996 Waters, debe accesar a la
ventana PDA Internal Diagnostics, para ello

1 Arranque el software Millennium y entre a la ventana Session Manager figura 3.14 (ver Capitulo
4 Manejo del Software Milennium 2010)

: Millennium Version 2,10 - Session Manager - User Demo-
File <Customize View Database Help

(] e

Dsfaults Dema

Message Board

MeszageType Meesage Data and Time | Aplication| User ; Projecl | System

1
2
3
i

s

Figura 3.14. Ventana Session Manager del Software Milleunium

2 Desde |la ventana Session Manager, da un click sobre el icono Systern View Apareceran
los sistemas instrumentales (Figura 3 15)

3 De un doble "click” sobre el icono del sistema que contiene el detector PDA 996 para accesar
ala ventana Configure System (Figura 3 16)

4 De un doble "click” sobre el icono del instrumento PDA 996 Aparecerd [a caja de didlogo
Registrer Waters 956 on Bus LAC/IEEE Address (Figura 3 17)

5 En la caa de didlogo, de un "click” en el botdn Diagnostics Aparecerd la ventana PDA Internal
Diagnostics (Figura 3 18)
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=

Millenpium Version 2.10 - Session Manager - Usar Demo
lle Customize View Dalabase Help

@ H
'

1IN R A R ¥
[Chiek s system inse lnctiFoublR SHEK S0 00t

Figura 3.15. Sistemas instrumentales e la ventana Session Manager.

Configure System
File Instrumenis Help

Available Ingtruments:

956 ! 600 i
% okt ]
oy i.‘—'.';
fddrass: 3 dddress 20 f? Address 28 Address- 9
]
33
600 996 &g 995
B, g, 77|
Addless 24 Address 8 Eﬁ pddress 1
-
Gug LK1 ]
s :
beidresg 17 Address 4 Ef:
S
iz
F!

Systern Hame: POA_System

Figura 3.16. Ventana Configure System.

= Reaister Waters 896 on BusLAC/E 1EEE Address 1
Firmware version:  2,pdall
Serial Number, | o Last Serviced:
Comments:
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Figura 3.17. Caia de diflogo Reuister Waters 996 on BusLAC/E
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rInternal Tests

Cd cpu 0 raM
Cd Timer L] psp
B Shutter

] Lamp

O wavelenqth Accuracy
L} communicativns

[ 1 optics

L1 roM

rinteractive Tests
[] Noise test- Duration: 1 hour

[] Event input Input1 <> Inputz O

[ Event utput Output 1E1  output 2 O Anajog Qutpuls on!
[J Analog outpui Volts [-.1 ta 2.2V} @& Channel 1

[1 Analog output ramp  Chaanel 2

Figura 3.18. Ventana PDA Interual Diagnostics
La ventana PDA Internai Diagnostics incluye dos apariados.

] Pruebas Internas
'y Pruebas Interactivas

PRUEBAS INTERNAS

La maycria de las pruebas de diagndsticos internos también se reatizan en la sahida def detector
PDA como parte de 1as pruebas de conflanza del encendide Si el detector encienda con éxito,
entonces estas pruebas ya habran pasado Sin embarge, puede hacer uso de la ventana PDA Internal
Dragnostic (Figura 3 18), para seleccionar y ejecutar cualquier de las pruebas individuales Para
gjecutar una prueba de diagndstico interno, siga los pasos descritos a continuacién,

1 Seleccione cada prueba gue guiera correr dando un "click” en el botén apropiade de la caja

de contro!
2 De un "chick” en el hotdn Start En ia orilla inferior de la ventana se describe la prueba actual

y su estado

Las otras epciones al final de la pantalla ie permiten

Stop
v Parar la prueba que se esta cornendo actualmente

v No seleccione Stop para interrumpir una serie de pruebas una vez {a que la sucesidn ha

empezado
+ El botdn Stop solo se debe usar para detener una sola prueba

Runto Failure
v Le permite ejecutar una prueba en particular repetidamente hasta que se encuentre una falla

o se presione Stop St para la prueba al presionar Stop después de seleccionar Run to Farlure, la
comprobacién continuara hasta que la seleccidn en curso complete el tiempo de la prueba

set All

v Le permite seleccionar todas las pruebas que comprenden las pruebas Internas e
Interactivas
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Clear All
v Le permite borrar o impiar todas las pruebas que abarcan ambas pruebas Internas ¢

Interactivas

Ext
v Sale de la ventana PDA Diagnostics

Los diagnésticos internos disponibles desde la caja de didlogo PDA Internal Diagnostics se
describen a continuacidn.

~ CPU
Rutima que prueba todos los registros internos y la mayoria de las direcciones y la funciones
aritméticas del procesador 68000 en el detector PDA 996 Esta es una prueba de comunicacién/falio

~ RAM

Escriba cintas de datos en la memcna, después lee las cintas de 1os datos de cada localizacién
de la memorna Indica la direccidon fallada, el ensayo de la cinta escrita, y la cinta erréneo leida Esta es
una prueba de comunicacién/iallo,

w TIMER

Genera sefiales periddicas de interruptores. S un interuptor no es detectado por el CPU dentro
de un nimero dado de ciclos de blempo, aparecera un mensanje de error Esta es una prueba de
comunicacién/tallo

w DSP
Verifique el funcionamento apropiado entre el CPU y el TMS320 procesador de sefial digital del
sistema electronico del detector PDA 996 Es una prueba de comunicacidn/fallo.

=~ SHUTTER

Cierra y abre cuatro veces el obturador, y verifique los espectros grabados en cada posicién dei
obturador S el espectro de energia oscuro o ligero no se encuentran el criterio requerido, las pruebas
fallan. La prueba del obturador indica si la prueba falldé en el espectro de energia ligero o en el
espectro oscuro

= LAMP

Esta prueba encienda la lampara D2 y verifique la energia de la tampara y del espectro. Ocurre
una falla si la lampara no encienda ni el espectro de energia es inaceptable. Tambign, si se especifica
probando repetidamente, el detecto 996 permitird enfriar [a lAmpara por un minuto a lo largo del
periodo entre las pruebas Es una prueba de comunicacion/fallo,

Si el indicador de la ldmpara en el tablero delantero es ON y la [dmpara falla la prueba, ia
energia que hay es insuficiente para alcanzar el arreglo del fotodiode Para corregir:

1 Limpie la celda de flujo

2 S la prueba de la lampara falla después de limpiar la celda de flujo, trate de verficar la
idmpara St tienen menos de 1000 horas, quite y limpie celda de flujo Si tiene mds de 1000 horas,
reemplace la ldmpara y corra nuevamente el diagndstico de la Yampara.

w WAVELENGHT ACCURACY

Mide la resolucion dptica del detector PDA 996, la calibracién de la longitud de onda probando
ja posicion de la linea B Balmer 486 nm. La prueba calcula un error de diferencia en la longitud de
onda entre la posicidn de la linea moderada, y 1a posicidn de ja linea segan la calibracion actual

Si la diferencia es mayor que 1 0 nm, falla la prueba Después de cada prueba, la pantalla
indica el error de |a longitud de onda en nm, y si la prueba pasa o falia. Los dos mensajes son:

= 0K . 486 Wavelength error N.NN nm
= BAD : 486 Wavelength errcr N NN nm
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Dende N NN es el error de la longitud de onda en nandémetros

w COMMUNICATIONS
Ervia datos a través dei cable |EEE-488 bus al detector y del detector retorna al cable £l
mensaje del resultado es cualquiera de 10s siguientes

OK IEEE Communication pases
BAD - |EEE Communication fails

w OPTICS
Realiza cinco diagnosticos en la parte dptica del detector PDA 996 Aparecen cualquiera de

estos mensajes:

OK Optics Test passes
BAD : Optics Test fails in phase n

Donde n representa el diagnéstico de la dptica particular que fallé Se describe acontinuacién:

Fase 1 Exarmina el valor de la lectura del sistema DSP con la lampara apagada. El espectro
debe ser consistente con un PDA no luminado

Fase 2 Encienda la ldmpara D2 y examina el espectro del PDA, El espectro debe exceder el
umbral de la intensidad minima y debe registrarse aproptamente en el detector

Fase 3 Vernfique la perdida de luz La intensidad extrema de la longitud de onda baje y alta
debe mostrar una reduccion al maximo del porcentaje de |a intensidad

Fase 4 Compromete el obturador y compara el espectro del PDA para registrar el espectro
antes del encendido de la ldmpara. Si los espectros son wdénticos dentro de la tolerancia de
comparacién, pasa la prueba de fase

Fase 5 Libera Descarga el obturador El espectro del PDA debe retornar rapidamente al espectro
fluminado registrade en la Fase 2

re- ROM

Realiza una prueba del venficacidén en el EPROM sumando todos los datos ubicados en la
memoria y comparando la suma centra el valor acumutado

PRUEBAS INTERACTIVAS

Las pruebas interactivas "/nteractive Tests” exigen el uso de la bomba o conexiones con otres
equUIpoSs para probar las tiras terminales

Para seleccionar y ejecutar cualquiera de las prugbas interactivas, debe hacer uso de la ventana
PDA Internal Diagnostic (Figura 3 18).

Seleccione cada prueba de chagndstico que guiera correr dando un "chck” en el botdn aproplado
de fa caja de control.

Las pruebas interactivas que puede correr se mencionan a continuacion
= NOISE TEST
Prueba de Ruido, le ayuda a medir el ruide y la tendencia de pico-a-pico de la sefal de

absorbancia a 254 nm

Esta prueba exige una hora completa

Para ejecutar 1a prueba de Ruido "Noise test”
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1. Coloque la bomba a una velocidad de 1 m/min con metanol degasificado
2 En la caja de didlogo PDA Internal Diagnostics, de un "click” en el botdn Clear All tests
3 De un"¢lick” en la caja de control Noise test Aparecerd el siguiente mensaje.

OK : Noise @ 254 nm d dddd p ddddd
donde los campos tiene el siguiente significado:

d.dddd Tendencia sobre un intervalo de 20 minutos
p ppppp. Promedio dei valor del rdo pico-a-pico sobre un intervalo de cada 30 segundos en un
intervalo medido de 20 minutos

w EVENT INPUT READ
La prueba Eventinput lee el estado de las entradas del evento sobre el detector PDA 996 La

prueba indica los resultados en los campos Input 1 e input 2 {ON es alto).
Para correr la prueba Fvent Input.

1 Conecte un generador de sefal a las terminales Eventinput.

2. Coloque el generador de sefial para generar una senal de +5 V

3 En la caja de didlogo PDA Internal Diagnostics, de un "click” en el botén Clear All tests,

4. De un "click” en la caja de control Event input read

5 De un "chck’ en el botén Start Los focos led destellan en un cierto tiempo para indicar que la
prueba estd activa. St la prueba Event Input 1 o Event Input 2 pasan, el botén llenard la opcibn para
indicar el cierre.

w EVENT QUTPUT SENT
Para la prueba Event output sent, escriba la configuracién de las salidas del evento La condicion

Event output debe ser observado por el usuarno con un voltimetre conectado a la salida.
Para correr |a prueba Event output:

Conecte un voltimetro o un osciloscopio a las terminates Event output
. En |a caja de didlogo FDA Internal Diagnostics, de un "click” en el botdn Clear All tests,
. De un*chck” en la caja de control Event output read.

De un "click” en la caja de control Quiput 1 y/o Oultputs 2,
. De un "click" en e) botdén Start.

Use el voltimetro para verificar la sefial Event output

O WN e

w ANALOG QUTPUT
La prueba Analfog oulput escriba los valores especificados en las salidas analégicas Debe medir

el voltaje de la salida y determinar si es adecuade No hay ninguna respuesta del falio de esta prueba.
Para correr la prueba Analog output:

Conecte un voltimetro o un osciloscopio a las terminales Analog output
. Enta caja de dialogo PDA Internal Diagnostics, de un "click” en el botén Clear All tests
De un "click” en la caja de control Analog output
. Coloque el voltaje de la salida (rango -0 1 a +2.2V)
De un "click" en el Channet 1 o Channel 2 en el campo Analog output
De un "click” en el botén Sfart
Use el voltimetro para venficar el voltaje de la terminal Anaiog output

SO WMN e

w ANALOG QUTPUT RAMP
Para correr la prueba Analog output

1 Conecte un voltimetro o un osciloscopio a las terminales Analog output ramp

68



CAPITULO 3. PROCEDIMIENTGS PARA EL MANEJO DEL INSTRUMENTAL CLAR WATERS

Er la caja de didlogo PDA Internal (ragnostics, de un "chck” en el botdn Ciear All tests

De un "cltck” en ia caja de control Anafog output ramp

De un "click” en el Channel 1 o Channel 2 en el campo Anafog oufput

De un “click” en el botdn Start

Use el voltimetro para venficar ! veoltaje de la terminal Analog outpuf La prueba toma
aproximadamente 10 segundos

P W

3.2.3 CALIBRACION DEL PDA

La calibracion diagnostica del detector PDA 296 de ia oportunidad de verificar la longitud de
onda del instrumento ademads de examinar el espectro de energia def arco de la ldmpara de Deuterio
El scftware vahda la calibracion lecalizande las dos lineas Balmer 486 y 656 nanémetros en el
espectro de emision de Deutenc

Cuando el soffware localice eslas lineas, computa los nuevos valores de los pardametros de
calibracién para el Lambda 1 y Lambda 512 El usuario liene la opcién de aceptar estos nuevos
parametros de calibracidn computades Si se aceptan, los valores nuevos se almacenaran en la
memoria del detector PDA 996 y se usaran después de esto

Antes de decidir a aceptar los nuevos parametros de la calibracidon, considere los tres puntos
siguentes:

1 En la mayoria de los casos la fabrica que fija la calibracidn es mas exacta que una caltbracidon
basada en ias dos lineas Balmer La calibracidn de la lineg Balmer use dos lineas en el visible

2 £l célculo de la linea de Balmer no es absolutamente preciso y es influenciado Ligeramente
por la variacién en la intensidad de la [dmpara y en el contenido de la celda de flujo. Las pequefias
variaciones en los valores Lambda 1 y Lambda 512 pueden ser debidos a factores estadisticos o
factores no relacionados con la geometria del espectrégrafo y con la calibracidn "verdadera”

3. Los cambios en los pardmetros de calibracién hacen mas dificil el lograr la igualdad en la
calidad, con los espectros de la bibhoteca

La calibracidon del detector PDA 996 implica ajustar el instrumento para que las lecturas de la

longitud de onda sean exactas Sélo se debe recahibrar el detector PDA 996 si falla la prueba de
diagndstico internc WAVELENGHT ACCURACY

Asegilrese de verificar que la celda de flujo esté iimpia para la calibracién Calibre el detector
996 desde la ventana 936 Cahbration del software Milfennium 2010

FPara preparar fa calibracion:

1 St ha estade usando buffers, impe con agua calidad grade HPLC a una velocidad de 1
ml/min durante 10 minutos  Aseglrese que el sclvente sea miscibie con la fase méwil anterior

2 Programe la bomba a una velocidad de flujo de 1 mi/min con metanol desgasificado
3. Espere 10 minutos antes de venficar {a catibracidn

Para accesar a la ventana 896 Calibration:

1 Desde la ventana Sessiton Manager (Figura 3 14), de un “click” en el icono Sysiem View
Aparecerd la ventana Systems view

2 De un doble "click” sobre el icono del sistema gue contiene e! detector PDA 996 para accesar
a la ventana Corfigure System (Figura 3 16)
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3 De un doble "click* sobre el icono det instrumento 996 Waters Aparecera la caja de didlogo
Registrer Waters 996 on Bus L AC/IEEE Address (Figura 3 17}

4. En la caja de didlogo, de un "click" en el botdén Calibration Aparecerd la ventana 996
Cahbration (Figura 319)

996 Calibration

Flle Yiew Calibration Help

)

PRI

I OERLING
WHBT.OR:
RIS L
EinZoomasg:
kxposuie
A0 msec

Dark

["na not displéy solirce wavelength markers. .7, -

Figura 3.19. Ventana 996 Calibration

En la parte superior de la ventana 996 Cahbration se despliega el espectro completo de la
[ampara de emision de Deuterio desde 180 a 800 nm

En la parte inferior de la ventana de Calibracion se despliegan los marcadores de la longitud de
onda de deuterio para 1as lineas Balmer 486 0y 656 1 nm,

La ventana 996 Calibration le permite:

« Verificar Ia ubicacion de la longitud de onda en el espectro de deuterto para las lineas Balmer
(486.0 y 656.1 nm)

¢ Recalibrar para poner los picos a 486 nm a la longitud de onda aproptada

Examinando {a Corriente Qbscura

La corriente oscura es la cantidad de ruido electronico leido por el arreglo de fotodiodo. El
detector resta la corriente oscura de los valores higeros transmitidos, registrados para ambos
espectros el de la muestra y ef de referencia

Ya que la corriente oscura se lee con el obturador cerrado, es conveniente exanunala para
determinar si el obturador estd trabajando apropiadamente

Para examinar la corriente obscura
1. Seleccione el botén de la caja Dark que se encuentra el final de la pantalla

2 Seleccione RUN Se desplegara para determinar la corriente obscura (figura 3 20)
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bl
file View Calibration Help

e R I R

Figura 3.20. Corriente Obscura "DARK"

Examinar el Especiro de Referencia

El espectre de referencia es una medida de la intensidad de ta ldmpara y de la absorbancia de
la fase de mdvil sobre el intervalo especificado por el tiempo de exposicion

Para desplegar el espectro de referencia
1 De un“chck” en el botén Dark para apagar corriente oscura

2 De un"click” en el botdn run y aparecerd el espectro de referencia (figura 3 21) La pantalla
se actualiza continuamente hasta que se pulsa el botén sTop

El tiempo de exposicidn para el espectro actual aparece en fa parte inferior de ia esguina
rzguierda  Ajuste el tiempoe de exposicién para que fa regién alrededor de los 230 nm se encuentre en
un valor de energia de 30,000 y 40,000 No debe exceder a una energia de 55,000

3. Para terminar, de un "chick” el botén sTor, si quiere puede hacer un zoom para resaltar o
verificar la calibracibn

file View Cahkbration Help

F)

Itxuosme, Siiad

A0 msec

Dark [=]. TR T
L

|-Bg not.display source wavelength markers, .

Figura 3.21. Espectro de Referencia ‘
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Para aumentar una area del espectro de referencia:

1 Dibuje un rectangulo (zoom) alrededor del area de interés sujetande el botdn 1zquierdo del
ratén El area enfocada aparece en el fondo de la pantalla Puede hacer un zoom vanas veces para
agrandar mas una drea del cromatograma,

2. Después de hacer un zoom seleccione:

¢ El botén Fullview. Aparece el espectro completo
# El botdn Unzoom Regresa al aurmento anterior

Quite la ventana superior para seleccionar View, Top Window La ventana Calibration 996
reaparece sin la ventana superior

Verificando la Calibracidn

1 Sitos Marcadores de la Fuente de Deuterio no se despliegan, en 1a barra de ment seleccione
View, Deuterium Source Markers.

2 En la barra de men(, seleccione Calibration, Detect Lines. La ventana actualiza con un
marcador indicando e} estrecho del pico méaximo

3 Para verificar la calibracién, en ia barra de mend seleccione Calibration, Calibration Accuracy.
Se despliega la caja de didlogo PDA Cahbration Accuracy (figura 3.22)que muestra el error de la
calibracién para los picos y si la calibracién esta fuera de la especificacion de 1.0 nm. Entonces tiene
fa opcidn para recalibrar.

4 Para ver |a ubicacién de los picos en la linea Balmer (486 0 y 656 1 nm), use |a caja zoom
para aumentar los picos indicados por los marcadores de la fuente de deuterio

rmm
= PDA Calibration Accuracy

486.0 nm error = 0.8
656.1 nm error = 1.9

Calibration outside 1.0 nm spec

[Recaibl [ ox | | Hep |

Figura 3.22. Caja de Didlogo
PDA Calibration Accuracy

Recalibrando la longitud de onda del PDA

La recalibracién sdlo debe realizarse que cuando |as dpticas que se exhiben caen fuera de la
especificacion de la longitud de onda de 1 nm No recalibres si la longitud de onda varia por menos de
1 nm

1 Para comenzar la recalibracién:

a) Desde |a caja de didlogo PDA Calibration Accuracy, de un "click” en el botén Recalibrate

1) Desde la ventana 896 Cahbrafion, en la barra de menu seleccione Calibration, Recalibrate.

2. De un "click’ en OK para confirmar que guiere recalibrar
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El software Millenntiim recalibra y guarda 1as nuevas ubicaciones del marcador del diodo en la
memoria Aparecerd la caja del didlogo (figura 3 23) qué despliega los valores anteriores y 103 nueves
para Lambda 1 y Lambda 512

3 De un’click” en el botdn RUN para ver el espectro de referencia

4 Confirme la recalibracidon en la barra ment seleccionando Calibration, Check Detect Lines

5 Enla barra de menu selecciona Calibration, Calibration Accuracy para venficar la recabbration

0Old lambdatl = 187.600 lambdab12 = 797.600
Mew lambdal = 185.471 lambdab12 = 800.518
Press 'OK' to write new values to the PDA.

Figura 3.23. Caja de Diilogo con los valores de Lambda

Reglas para Recalibrar

Generalmente, no es una buena idea recalibrar frecuentemente el instrumento Se recomienda
gue séio se recalibre el instrumento bajo las circunstancias siguientes

1. El detector falle la prueba de confianza de la exactitud de la longitud de onda (£} estadoc del
LED parpadea) Esto significa que el instrumento ya no se encuentra a 1 O nandmetros de exactitud de
la longitud de onda especifica

2 Se observe un cambio grande en el valor de Lambda 1 o Lambda 512 (> 05 nm) que puede
tener una corretacidn con un cambio gue afecta la éptica Los posibles cambios Incluyen cambiar ta
celda de flujo y cambiar 1a tdmpara, o un cheque mecdnico sigmficativo

3 Es necesaric que la longitud de onda dé valores exactos y se tenen los medios
independientes para confirmar estos vaiores {(como una sofucidn de dxido de holm:um) Recuerda que
cada vez que el instrumento se recalibra puede ser necesario voiver a medir los especlros de la
biblioteca

3.2.4 MILLENNIUM PDA

El detector de Arreglo de Fotodiodos 996 y el Administrador Cromatografice Milenmum
proporcionan nuevas técnicas poderosas para grabar y analizar datos de una separacién
cromatografica Para usar apropiadamente las técnicas del procesamiento de datos del Milenmum
PDA debe entender ef tipo de datos obtemidos por el detector 996. Las herramientas disponibles del
software Millennium PDA nos ayudan a evaluar el procesamiento de datos del PDA

El Adrmimistrador Cromatografico Milenmum controla el sistema cromatografico y los resuitados
que pueden ser austados de acuerdo a los requisitos individuales Se compone de:
e Una computadora para Millenmum (incluido una tarjeta Bus LAC/E)

® Software Millenmum
@ Base de dates Millenmum

73



CAPITULO 3. PROCEDIMIENTOS PARA EL MANEJO DEL INSTRUMENTAL CLAR WATERS

Datos del Millennium PDA

Para comprender el tipo de datos que se obtienen del detector PDA (de onda variable), es
necesario compararlo con un detector de onda fija.

lLos datos obtenidos por el detector UV de onda fija de un solo canal, mide la absorbancia de ia
muestra a una sola longitud de anda de luz seleccionada usando una abertura en la placa y en el filtro,
Los datos resultantes son dos planos dimensionales, o un cromatograma de absorbancia contra
tiempe  Sélo esos picos que absorben a la longitud de onda particular aparecen en el cromatograma.
Otros picos pueden estar presentes en !a muestra pero no pueden ser detectados hasta que la longitud
de onda de observacidn se cambie

El detector PDA, por otre lado, puede medir la absorbancia de la muestra por un rango de
longitudes de onda entre 190 a 800 nandmetros que use un rallo de difraccion y un arreglo de
fotodiodos A cada tiempo de la muestra, el espectro completo de absorbancia adquirido por e PDA
se lee y se registra en el disco duro La salida resultante es un blogue de datos de tres dimensiones
ambos incluyen datos cromatograficos y espectrales. Estos datos se pueden marcar con tres ejes que
corresponden el tiempo, la longitud de onda, y la absorbancia,

Podemaos obtener un cromatograma, absorbancia contra tiempo, de este blogue de datos de
tres dimensiones se extrae una parte de la longitud de onda seleccionada. Esta parte es equivalente a
un cromatograma obtenido con un detector UV de onda fija adaptado a esa longitud de onda (figura
324)

Tiernpo de Retencidn

Figura 3.24. Cromatograma absorbancia contra tiempo

Podemos obtener un espectro de absorbancia, absorbancia contra la longitud de onda, de este
bloque de datos de tres dimensiones, se extrae una parte en un tiempo seleccionado Esta parte es
equivalente a parar el flujo para analizar y medir la absorbancia a lo largo de fa longitud de onda que
vaya usando continuamente el detector UV de onda variable (figura 3 25).

Y Cada linea representa un escaneo del
Arreglo de Fotodiodos desda 190 a 600 nm

ABS

190 NM

B00NM 2

Figura 3.25. Cromategrama absorbancia contra longitud de onda
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El detector de arreglo de fotodicdos es capaz de registrar muchos datos cromatograficos vy
datos espectrales sobre una muestra

Los datos cromatograficos que tienen muchas fongitudes de ondas hacen facil el locahzar un
pico perdide Por ejemplo, $1 un pico esperado no aparece en un cromatograma a una longitud de
onda, podemos extraer un cromatograma de ese compuesto a otra longitud de onda y ver si el pico
aparece

Los espectros gue se obtienen en muchos tiempos de la muestra no hacen posible confirmar si
un pico es espectralmente puro Para cada pico cromatoegrafico, se adqueren ios espectros de
absorbancia en cada tiempo de la muestra durante la elucién del pico Se pueden normalizar y
sobreponer los espectros registrados desde subir la punta del pico y cela del pico, para comparar ta
forma espectral Los especiros de un pico resuelto de linea de base contienen un solo compuesto que
tiene la misma ferma Los espectros de un pico que contiene una coelucién variaran en la forma

Finalmente, se puede usar estos datos en la identificacidén de picos Se pueden scbreponer {os
espectros obtenidos de un pico desconocido con espectros obtenides de un estandar puro para
determinar si son del mismo compuesto Espectros normalizados de dos compuestos 1dénticos deben
tener la misma forma Espectros que no se sobreponen probablemente no son del mismo compuesto
Las herrannentas del software Millenmium e permiten confirmar la identidad de cada compuesto
comparandoe la forma espectral

Caracteristicas del software Millennium PDA

El software Millennium PDA apoya las siguentes funciones con el Administrador Cromatogréfico
Mittenmunr

0 Caja de Didlogo Instrument PDA Define los pardmetros de control para el detector 996
Waters

O 3D Blank Subtraction Permita usar un conjunto de método para restar un croematograma 3D
(un blanco solvente) de un segundc cromatograma 3D {una muestra o estandar) y desplega la
diferencia en la ventana PDA Review Esta caracteristica es O0til para restar ios efectos de |a fase mévil
que contiene componentes que absorben UV fuertemente

0 PDA Review Permita extraer, integrar v procesar cromatogramas y espectros desde el perfil
del plano

(0 Pantalla Data Adquisition PDA Traza los Ultimos espectros adquindos y la longitud de onda
hasta cuatro trazos individuales en la adquisicién de datos en tiempo real

O Spectrum Index Plot Proporciona una vista generai del espectro de un cromatograma
extraido e integrado, y facilita {a extraccién de los espectros para Spectrum Review

0 Spectrum Review Permita crear librerias, comparar espectras desde los archives de datos y
librerias, asi como derivar espectros matematicamente

O Spectral Libraries Almacene los espectros para la confirmar de los componentes en la
ventana Spectrum Review y durante el procesamiente automatico

(3 Peak Purity. Traza los datos espectrales de la pureza y el rinde contra un pico cromatogréafico
integrado También permite realizar un reiterativo cdlculo de la pureza del componente del pico para

determinar s1 hay muitiples componentes (hasta cuatro) en un sclo pico

O Spectrum Mafching Permita de una forma interactiva y automatizada igualar los espectros
comparandolos con las hibrerias espectrales
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0 PDA Library View Despliega todas las librerias espectrales creadas en la ventana
Project/Library view Las librerias espectrales son universales en fodos los proyectos dentro del
Administrador Cromatografico Millennium. El software Millenmum permite respaldar, copiar, y restaurar
las librerias en [ihrary view .

3.3 MANEJO AUTOMUESTREADOR 717 PLUS WATERS

3.2.1 ENCENDER Y APAGAR EL SISTEMA

Enciende todos los aparatos conectados al Millennjum 2010 (Sistema CL 616, automuestreador
y detector) antes de encender fa computadora

Espere un momento para que las pruebas diagndstico internas de cada médulo se ejecuten.
Estas pruebas aseguran que cada médulo sea funcional y sirven para aislar errores

Para encender el automuestreador 717 Plus, presione la tecla 0/1 (Off/0n) localizada en la
parte inferior derecha del panel delantero (figura 3 26)

Espere un momento para que inicie la secuencia completa y se despliegue la pantalla MENU,
MaIN, (figura 3.26) aparece el mensaje IDLE en la parte superior izquierda

Si no planea usar el automuestreador por un largo periodo, apaguelo

Apague el sistema presionando el interruptor en la posicidn O (Off) sobre el panel delantero del
automuestreador.

Rt e |

IDLE A
MENU: MAIN o | |[Home| | D>
Waters 717 Plus Autosampier )
Rav. 3.1 5/09/95 y C?OI?)?:::‘!
Copyright (C) 1991, 93, 94, 85 ] 2 3
Waters Corporation
Heater/Cooler Not Installed 4 3 6
7 B Q@
AUTO STAT PURGE- CONFIG DIAG —
B PAGE PAGE PAGE PAGE PAGE O ® Clear Enter

Figura 3.26. Panel delantero v Pantalla de encendido MENU: MAIN
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3.2.2 PURGAR EL AUTOMUESTREADOR

Cuando lave o purgue el automuestreador, aseglirese que el solvente este apropiadamente
desgasificado y sea miscible con ia fase mowit utilizada

Pasos para Lavar

1 Coloque la linea roja en un recipiente de desecho para colectar el solvente

2 Configura la bomba desde la pantalla del controlador, a una velecidad de flujo de T ml/mn,
con una fase méwvil de 1009% metanol

3 Continde con el bombeo de la fase mdvil durante LO munutos o hasta que todo el aire sea
forzado a sahir del automuestreador {(ninguna burbuja debe aparecer en el recipiente de desecho)

Pasos para Purgar

1. Para ejecutar el purgade del automuestreador, aseglrese que la fase mdvil sea reciente
2 Quite la tapa del montaje de la jeringa, para examinar que no tenga burbujas (figura 3 27).

o
&5

Figura 3.27 Tapa del mentaje de 1a jeringa
3 Use una sclucidn desgasificada de 100% metanol, configure la bomba desde ia pantatla del
controlador, a una velocidad de flujo de Iml/min

4 Para realizar una purga, use los valores predeterrminados mostrados en la pantalia £D1T PURGE
ann comeressigiTy (figura 3 28)

5 Desde la pantalia mcwu Maiv del automuestreador, presione la tecla PURGE PAGE, aparecera la
pantalla £0/T PURGE AND COMPRESSIBILITY, 1a cual muestra los parametros con los valores predefinidos

6 Use el cursor para dirigirse al campo Compression Check, seteccione la opcidn No y presione
Fnter

7 El tiempo de purga, aparece como un valor predefinido, que es de 1 O min

Cambie el iempo de purga si, el sistema estd a una velocidad de flujo menor de 1 mi/min o s
se instala un loop auxiltar
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IDLE
EDIT: PURGE AND COMPRESSBILITY

PURGE TIME (MIN): 1.0
COMPRESSION GHEK? YES NO
COMPRESSION PRESSURE (PSI): 30
PRESSURE DECAY TIME (MIN): 0.2
COMPRESSION VOLUME (VL): 20
PRESSURE CHANGE (PSI)
COMPRESSION VOLUME (VL)

START MAIN

PURGE PAGE

Figura 3.28. Pantalla EDIT: PURGE AND COMPRESSIBILITY

El tiempo de purga depende de la velocidad de flujo, de la fase moéwl y del tamafio del loop de
muestra
Debe calcular el tiempo de purga basandose en ia velocidad de flujo y en ef tamario del loop de

muestra El tiempo debe ser suficiente para pernmtir cambiar tres veces el volumen del
automuestreador. E! loop de muestra y el volumen def automuestreador se muestran en la tabla 3.3.

. LOOPDEMUESTRA | VOLUMEN DEL AUTOMUESTREADOR!:
Normal (200 pl) 836 i
Auxiliar (2,4 ml) 3236 pl

Tabla 3.3. Volumen del automuestreador,

En la tabla 34 se mencionan los tiempos de purga, asi como la velocidad de flujo, para dos
loop de muestra

~ /LOOPDE- | VELOCIDADDEFLUJO | * TIEMPO'DEPURGU
" MUESTRA O (ML/MIN) C(MINY ‘

02 123
Nonmna) 05 50

>4 2.3

1035 194

Auxibiar I g7

2 48 |

Tabla 3.4. Ejemplos de Tiempos de Purgue.

8 Para ejecutar la operacidn, presione la funcién de la tecla en pantalla SrarT PURGE,
inmediatamente se micia la purga
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3.2.3 PREPARAR LAS MUESTRAS

Para preparar y cargar la muestra dentro dei automuestreador, considere lo siguiente

=Preparar la mugstra
=rSeleccionar y llenar los viales de muestra

Para preparar la muestra debe considerar lo sigutente

rm-Disolveria en un solvente que sea compatible con la fase mdvil y quimcamente con la
columna

m-E5té a una concentracidn que permite ser detectable el analito

wDisolveria en una solucidn que se encuentre hibre de particulas y sea homogénea

En el diagrama 3 4 se ilustran los procedimientos generales para preparar una muestra

Para seleccionar los viales de muestra debe de tomar en cuenta las siguientes consideraciones.

wCaracteristicas quimicas de la muestra
wVolumean de [a muestra

rmYolumen de inyeccidn

= N{mero de inyecciones

sVolatihidad de la muestra

De acuerdo a las caracteristicas guimicas de ta muestra, seleccione:

CWial de vidrio Uso general

CWial de polipropileno Recomendado para cromatografia 1énica
OViai de vidrio ambar Recomendado para muestras sensibles
Wizl de polimetilpenteno

Recomendado para voliimenes peguefios en cromatografia 1dnica

Preparar {a Muestra

. Disolver la muestra en
8i > la fase movil.

Usar el mismo componente organico

' “‘S"—“‘* o mas débil como fafe maévil

¢ Columna de fase normal?

:Columna de fase reversa?

de intercambio ionico

T Si A
1‘_>_—> Usar una baja
’ concentracién de sal

‘ Filtrar la muestra con un filtro de 0.5 1

¥

[ Cargar la muestra en los viales i

Diagrama 3.28. Preparacion de fa muestra
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£l automuestreador puede trabajar con dos tipos de carrusel, de 96 y de 48 para cargar los

viales de muestra (figura 3 29)

Para determinar el mejor tamano del vial de

las tabla35y 3.6

muestra y el volumen de Inyeccidon Le sugiero ver

Figura 3.29. Curruseles para el
automuestreador 717 Plus.

[T TDRSCRIPCION DELVIAL TR e
. UIMUESTRA- 117 ] L PRESIDUATHE,
Ldno con mL a de rosca 24mi 1.6 ml

Revestuniento de vidrie 2.4mi 16

| Revestniento de pldstico 4.0 ml 2.4 ml 1 6ml

| Vidrio ambar con tapa de rosca 4 0l 24ml 1.6 ml

Introducir un vohunen pequerio {vial con 250 pl 244l 6l

tapa de rosca), vidrio, de putita de gancho,

Introducir un volumen pequetio (vial con 230l 230 1l 20l

tapa de rosea), vidiio, de fondo redondo

Introducir un volumen pequeiio (vial con 250 43 230 ul 20 ph

tapa de rosca}, plastice, de fondo redondo

Tabla 3.5, Viales de muestra para un carrusel de 48 viales
"DESCR DELVIALDE;.. [ . CAPACIDAD | INYEGCIO X:

iy IP%?I?STRA A DE- TOTAL ° FMAXT ; 4‘?{%%4 @m ' N@
Rcvcstumuﬂo de vidrio 1.0 mi GOQ il 400 pl
Revestinnento de plastico 700 pl 650 4l 50 pl
Revestimiento de vidrio dmbar 1 mi 606 pil 400 pd
Inserte un volumen bajo (1 ml 150l 144l 6l
Revestimiento de vidio) ]

Tabla 3.6. Viales de muestra para un carrusel de 99 viales

Pasos para cargar los viales de muestra en el carrusel del automuestreador:

1 Abra la puerta del compartimento de ia muestra, que esta localizado en la parte inferior del
automuestreador Si el sensor de la puerta esta hahilitado {condicién predeterminada), el
automuestreador descarga el carrusel

La descarga del carrusel no se activa cuando el automuestreador esta realizando una purgue o

Inyecciones
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2 Antes de cargar los viaies de muestra en el carrusel, asegurese que este impio y no estén
blogueados los onficios
3 Cologue los viales de muestra agrupados en el carrusel fiandose en la localizacién E|

namero de vial se localiza en el margen del carrusel
™ . "
Bl uso de wviales de muestra que no sean de la marca Waters , pueden producir dafos en la
aguja
4. Deshce el carrusel scbre et compartimento de la muestra hasta que alcance las dos

posiciones, deteméndose en el piso del compartimento
5 Cierre la puerta del compartimento de ta muestra El carrusel en el automuestreador

permanecera en su lugar

3.2.4 LAVAR LA AGUJA

£l lavado de la aguja previene la contaminacidn cruzada de muestras Para lavar la aguja, debe
seleccionar un solvente basandose en la fase mévil de ta muestra y en sus caracteristicas guimicas

Para lavar la aguja, coloque |a linea verde en el depdsiio del solvente y éste al mismo nivel que
el automuestreador Aseglrese que el suministro de solvente para lavar |a aguja linea (verde), esté en
la botella v la linea de deseche (amarilla) esté en un recipiente apropiade Desde la pantalla del
automuestreador puede gjecutar el lavado de la aguja, como se muestra en el diagrama 3 5.

Si, después de 30 segundos, el solvente no fluye hacia la linea desecho, presione nuevamente la
tecla Start NdiWash.

Main Page

O DOoOE

l

Diagnostic Meny
Page

|y ]

User Mamtenancea
Page
//«'M R |
/ I
Fago ;
v
Prirra Naodle
Wash Page
B ]

Diagrama 3.5
Lavado de la aguja
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3.2.5 EJECUTAR UNA CORRIDA

Antes de miciar una corrida, ejecute el purgado del automuestreador para asegurar que la fase
movil sea reciente

Use el modo Auto Run del automuestreador para programar corridas y montorear las
inyecciones de fa muestra Esto también puede ser ejecutado, desde el sofbware Millennium 2010 o
3010

Pasos para Programar una Corrida

1 Para programar e imiciar ei Auto Run, debe estar en la pantalla £0i7. aute rUN {figura 3.30)
Para ello debe presionar la tecla auto PAGE, de |a pantalla Menu- mamn (figura 3.26)

2. La pantalla £oiT auToRUN, le permite programar los siguientes parametros:

«- 96 etapas 6 pasos (STEP)

== Cantidad de viales (FROM /TO VIAL)
= Namero de inyecceiones (# INJ)

= Vélumen de inyeccidn (INJ VOL)

= Tiempo de corrida (RUN TIME)

IDLE
EDIT: AUTO RUN
FROM TO # INJ RUN
STEP VIAL VIAL INJ VOL  TIME
1 2 4 1 150 1:0
2 5 7 1 150 1:0
3 8 10 1 150 10
4 1 13 1 150 1:0
END OF TABLE
START INSERT DELETE STEP MAIN
AUTO LINE OPTIONS FUNTION PAGE

Figura 3.30. Pantalla EDIT: AUTO RUN

= 96 Etapas (STEP)
Puede programar hasta 96 etapas diferentes El campo STEP comparte con el campo FROM
VIAL/ TO VIAL, el mismo nimero de inyecciones, volumen de inyeccidn y el tiempo de corrida,

=> Cantidad de viales (FROM/ TO VIALY

Puede registrar los valores pradeterminados del nimero de vial sobre el campo FROM VIAL/TO
VIAL Los valores validos son de 1 a 48 o de 1 a 96, dependiendo del tipo de carrusel que este
empleando

Cuando Inyecte un sdlo vial, introduzca el mismo nimero en los campos FROM VIAL y TO VIAL
Cuando inyecte una secuencia de wales, introduzca el pnmer vial en el campo FROM VIAL y el dltimo
en el campo O VIAL

= Numerc de myecciones (# INJ)
En el campo # INJ, cologue el nimero de inyecciones que va a efectuar por cada vial. Los

valores vahdos son 1 3 99
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= Volumen de inyeccion (/NS VOL)

En el campo INJ VOL, coloque el volumen de la inyeccién EI maxime volumen de tnyeccidn
depende del tamario del foop de muestra (Tablta 3 7)

& TAMANO DEL.LOOP-DEMUESTRA: |4/ RANG
istandar
Auxiliar 0 a 2000

Tabla 3.7. Tamaiios de Loop de Muestra

= Tiempo de cornda (RUN TIME)
En el campo RUN TIME, cologque el tiempo de corrida en minutos gque vaya a requenr Las
entradas validas son 0 a 999.9

3 Para insertar lineas, mueva el cursor al campo §TEP y coldéguese donde desea que la nueva
linea sea insertada

4 Presione la tecla isert LNe EF automuestreader duplica la Inea previa y renumera todas las
lineas subsecuentes

5 Para borrar lineas, mueva el cursor al campo sreP y coldquese en el ndmero de la linea que
guiere borrar

© Presione iz tecla peLeTe Line Bl automuestreador remueve la linea y renumera todas 1as lineas
subsecuentes.

7 Para borrar la tabla, presione la tecla DELFTE oPTIONS, aparecerd la funcion de la tecla Delete
Table y presione ésta tecia

Después de confirmar si la tabla serd borrada, el automuestreador quita todos los datos de la
pantalia

Una vez que haya programado los parametros de la cornda, presione la tecla en pantalla start
AUTO, aparecerd la pantalla s7aTus auTo RUN (figura 3 31)

La pantalla sTaTus AUTO RUN despliega

O3 STEP AND ViAL NUMBER Aparece en la parte superior derecha, la cual indica la corrida que esta en
marcha

0O viat #. Despliega el nmero de wial de muestra en curso,

v Despliega la inyeccidn en curso y el ndmero de inyecciones por vial de muestra

O vorume. Despliega el volumen inyectado

O ruNTIME. Desphega el tiempo de la corrida programado por la inyeccidn en curse

O nme REMAINING Despliega el tiempo restante para la inyeccidn en curso

(3 rorat runTiME  Despliega el tiempo total de la cornda en curso y todas las inyecciones

restantes
Si desea detener |a corrida, presione la tecia SToP RUN, aparecerd un mensaje

Do you really want to stop the auto run?

Presione Yes para detener la cornda
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AUTO STEP 1 VIAL 1
STATUS; AUTO RUN
VIAL # 1
INJ - 10f2
VOLUMEN (u)) 10.0
RUNTIME (min} 12.0
TIME REMAINING (min) 8.6
TOTAL TIME (min} 20.6
AUTO STAT STOP
PAGE RUN RN

Figura 3.31. Pantalla STATUS: AUTO RUN

3.2.6 MENSAJES DE ERROR

Existen seis tipos de mensajes de error que proporcionan informacidn acerca de los
componentes y subsistemas del automuestreador (tabla 3 8).

¢+  Informacion

e Calibracion

* Carrusel

s Calentador/Enfriador

*  Inyector

o Jeringa

W TIPOIDEERROR . [ O PREFIION, - o it s PROPOSITON i = o [
Pone en sobre awviso al operador, de haber

Informacion Blank o Wammg efectuado entradas inexactas de algin pardmetro o
de alguna opetacion

Calibiacion Lrror CAL Identifica Tos problemas con la calibracién del
sello pak del inyector
Identifica los problemas del carrusel, del lector del

Carruscl Frror CAR carrused, o de la tansnision del cairusel

Calentador/Enfriador Error HI/C Identifica  los  problemas con ¢ médulo
cajentador/enfriador

Inyector Frror TNJ Identifica los problemas con los sensores e la
posicidn de myector

Teringa Error SYR Identifica los problemas con los sensores de la
posicion de la jeringa

Tabla 3.8, Tipos de Mensajes de Error
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INFORMACION

Estos mensajes de error, ponen en aviso al operador de haber introducido algdn pardametro

inexacto o de alguna operacidn errénea

'MENSATE DE'ERRORY

"Cannot prg (purge)”’
No puede purgar mientras estd mucializando

N PRCRN I TLE Tt
P:u,ione CLEAR, espere a qLu. termine de micaar.

"Cannot run stat while purging”
No puede gjecutar stat mtentras este purgando

Presione CLEAR, espere a que termne de purgar

"Inject velume excceds loop vol”
Excede el volumen de inyeccion del loop

Presione CLEAR, mstala ¢l loop auxithar para voltimenes
sobre los 200 pl

"Power fail interrupted run”
La [alta de encigia mterrumpe corrida

Prestone CLEAR, y reprograma la tabla Auto Run

"Vial exceeds carousc] size"
Kl wial excede el tamario del canusel

Presione CLEAR, venifique el tamaiio del carrusel y remserta
el niumero de viaies

CALIBRACION

Estos mensajes de error, aparecen durante la calibracion del selio pak

‘MENSAJEDE/ERRORY:

T

No puede cncontrar el scnsor del fondo

"CAL Could not find bottom sensor"”

Recahbre l]ame alos lécmcos de Watcrs

"CAL: Could not find upper seal"
No puede encontrar el sello superior

Recalibre, llame a los técnicos de Waters

"CAL: Pressure above 750 psi”
Presion por arnba de los 750 psi

Raje 1a presidn de la bomba (400 a 600 ps1), recalibre

"CAL: Pressure below 400 psi”
Presion por debajo de los 400 psi

Aumente la presion de la bomba (400 a G600 psi),
recalibre

"CAL; Scal width too narrow"
El ancho de! sello es demasiado ¢strecho

Recalibre, Hame a los técnicos de Waters

"CAL: Scal width too wine"
El ancho del sello es demasiado ancho

Recalibre, llame a los técmicos de Waters

"CAL: Top sensor too high"
El sensor dc la cabeza es demasiado alto

Recalibre, llame a los téenicos de Waters

"CAL: Top sensor too low"
El sensor dc la cabeza cs demasiado bajo

Recalibre, llame a los técnicos de Walers

La presién del transductor ¢s demasiado alta

"CAL: Transducer pressure too high"

Recalibre ¢l transductor

"CAL: Transducer pressure (0o
La presién del transductor ¢s demasiado alta

Recalibie el transducior

"CAL: User aborted calibration
Usuario abortaste la calibracion

Recalibre

CARRUSEL

Los errores del carrusel, pueden ser el resultado de ysar un carrusel sucio o usar el carrusel en

mal estado

Para quitar los mensajes de error

1 Presione la tecla CLEAR de iz pantalla del automuestreador
2 Aprala puerta del compartsmento de la muestra y quite el carrusel

3 Limpie el carrusel
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4 Inserte el carrusel Impic o use otro carrusel de la marca Waters
5 S el carrusel contintia con errores, llama a los técnicos de Waters

T ENSATEDEERROR T

T RS OBYCIONY

"CAR. Both carousel lift scnsors on"
Ainbos sensores del carrusel se levanian

Rc inicic el encendido del automucslrcador
Llame a los téenicos de Walers.

"CAR: Cannot run with door open”
Puerta abicria, no pucde efectuar una corrida

Cierre la pucrta

"CAR: Carousel homing deviation"
Cabesa del carrusel desviada

Siga los procedimientos sobre como borrar los crrores
del carruscl

"CAR: Could not engage carousel”
No pucde encajar cl carrusel

Re imcic el encendido del automucstreador
Llame a los técnicos de Waters,

CAR; Could not maintain position"
No puede mantener la posicion

Siga los procedimientos sobre como borrar los errores
del carrusel

"CAR; Could not position CAR (carousel)"
No puede levantar la posicion del carruscl

Re inicic el encendido del antomucsireador
Llame a los técnicos de Walers.

"CAR: Could not position carousel”
No puede colocar ¢! carrusel

Siga los procedimientos sobre como borrar los errorcs
del carrusel

"CAR: Could not position to vial"
No puede colocar los vialcs

Siga los procedimicntos sobre como borrar los errores
del carruscl

"CAR: Lift not active in purge mode”
No levanta cl modo activo de la_purgue

Espere hasta que ¢l ciclo del purgado sc completa
antes de intentar remover ¢l carrsel.

CALENTADOR/ENFRIADOR

T MENSAJE DEERRORY

pfT T SORUCTONT T

"H/C Daoor open time exceeded llmlt"
Puerta abicerta limite de tiempo excedido

Cicrra la puerta v permitc el equilibrio del

compartunento de la mucstra

"H/C: Hig temp limit exceeded"
Temperatura alta limite excedido

Re miicie ¢l encendido del automuestreador
Llame a los técnicos de Walers.

WH/C: Internal tan failurve”
Falla de! ventilador interior

Llama a los técnicos de Waters

"H/C: Low temp limit exceeded”
Temperalura baje limile excedido

Re inicie el cncendido de! automuestreador
Llamec a [os técnicos de Waters.

"H/C: Temp (temperature) control ha a fanlt"
El conirol de la temperatura {ienc un error

Llama a los técnicos de Waters

"H/C: User aborted defrost cycle”
El usuano abortd ¢l cicloe de descongelacion

Mensaje de informacion, proceda con ¢l muestreo
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INYECTOR

oo MENSAJE DEFRROR o -

TL Y [SOLUCION, ]

"INJ: Both injector sensor on”
Ambos sensores del inyector

Resetea el automuestreador, llama a los téenicos de
Watcrs,

"INJ: Bottom sensor active”
Scnsor activo

Resetea el automuestreador, llama a los técnicos de
Waters.

"INJ: Compressibility exceeds limit"

Excede los limites de compresibilidad

Desgasifica la fasc movil 8¢ las prucbas de
compresibilidad fallan en la fase de movil
desgasificada, realiza una prueba de fuga

"INJ: Could not find bottom sensor"
No pucde enconlrar el sensor del fondo

Resetea el automuestreador, lfama a los técnicos de
Waters.

"INJ: Could not find top sensor™
No puede encontrar el sensor de la cabeza

Resetea el automuestreador, Hama a los téenicos de
Waters.

"INJ: Could not position needle”
No puede colocar la aguja

Resctca ¢l antomucstreador, llama a los técnicos de
Waters

"INJ: Injector seals are not calibrated”
El scllo del inyector no estd calibrado

Calibra ¢l scllo Pak

"INJ: Pressure inc, on comp check
Aumento de la presion ,verifigue la compresion

Realiza una prueba de fuga

"INJ: Top sensor active'
Scnsor de 1a cabeza activo

Resctea el automuestreador, llama a los técnicos de
Wiiters

JERINGA

Logite F 'MENSAJE DEIERROR

JOEUCION

"SYR: Both syringe scasors on”
Ambos sensores de fa jeringa

Resetea ¢l automuestreador, llama a los téenicos de
Waters.

"SYR: Cannot move with v2 and v3 closed"
No puede cerrar, mueva la v2 y v3

Abre las valvulas 2 v 3 antes de mover la jeringa

"SYR: Could not position syringe”
No puede colocar la jeringa

Resetea el automuestreador. Hama a los técnicos de
Waters.

"SYR: Syringe at empty position™
Inyecto una posicién vacia

Resetea ¢l automuestreador. llama a los técnicos de
Watcrs.

"SYR: Syringe at full position”
Inyectd una posicion llena

Resetea ¢l antomuestreador, llama a los técnicos de
Walters,
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CAPITULO 4. MANEJO DEL SOFTWARE MILLENNIUM 2010

4.1 CARACTERISTICAS DE SOFTWARE MILLENNIUM

4.1.1 GENERALIDADES

El software Midlennium es un programa que le permite trabajar en cualquier aplicacion
cromatogréfica CLAR, PDA, CL-Masas, Cromatografia lonica, Electroforesis Capilar, Cromatografia de
Gases, etc. Contiene una base de datos integrada, cuyas ventajas son muchas, quizd las mads evidentes
son la posibilidad de recuperar la infermacidn cromatografica utilizando cualguier campo asociado al
cromatograma y la trazabilidad e integridad de los resultados por normativas de calidad e imposibles
de conseguir en programas que almacenan la informacion en ficheros DOS

La hase de datos con la que cuenta Millennium se puede utilizar para diferentes aplicaciones:

+ Localizar cualguier resultado usando facil y rapidamente 1dentificaciones ajustandose a las
necesidades {no sélo el nombre de la muestra)

+ Personalizar la manera de buscar la informacién (usando vistas)

¢+ Afnadir campos de costumbre (identificaciones de la muestra, resultados, y célculos inter-
pico) a la base de datos

+ Compartir los datos cromatogréficos entre los usuanos y proyectos en una configuracién
del cliente/servidor.

El software Millepnium le permite usar varios instrumentos cromatogréfices juntes (como son la
bomba, el detector, y el automuestreador Waters), puede usar estos instrumentos como un sistema
en conjunto desde la ventada Configure System.

L.a potente combinacion entre el detector Waters 996 de Fotodiodos con el software Millennium
asegura una confianza completa en los resultados, permite adquinr, almacenar y recuperar
cromatogramas a una scla longitud de onda, cromatogramas a varias longitudes de onda o un
espectro completo, o los tres a ta vez, Se puede comprobar la pureza del pico y ver los detalles
espectrales. Todos los célculos tienen lugar durante la adquisicidn de datos y se hallan dispenibles en
cualguier momento de la separacién,

El Sistema Administrador Cromatografico Millennium 2010 le permite:

+ Adaptar el funcionamiento del sistema Millennium para satisfacer tus necesidades (en el
desarrollo de métodos, en la investigacién, y en pruebas de control de calidad).

Adquinr los datos y controlar os instrumentos locales.

Procesar los datos de forma interactiva.

Personalizar 1a generacién y el disefio de reportes.

Compartir los datos y métodos entre los usuarios

Compartir la instrumentacion y el desarrollo de los métodos entre los usuarios.

* &> *+ > &

El programa se caracteriza por los siguientes aspectos importantes de estructura

» Organizacion de Informacidn a través de Proyectos
» Elementos visuales intwtivos
» Secuencia (dgrca de analisis cromatografico

La informacion que se genera dentro de Milfenmum puede ser de dos tipos y con diferentes
categorias:

Métodos:
Instrumento

Proceso

Reporte

Conjunto de Métodos
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Datos:

Canaies

Resultados

Curvas de Cahbracién

Los recursos de Miltenmum para la manipulacién y blasqueda de ta informacién se denomina:

Proyectos (Profects}) Area de almacenamiento de informacidn agrupada coen un objetivo
particular

Vistas (VWews): Ayuda visual para identificaciéon de informacién
Fittros (Fiiters): Cniterios de hisqueda de informacion dentro del Proyecto
Campos (Fields): Parametros de Identificacidn de la Informacién

Herramientas (Tools): Ayuda wisual para manejo de informactdn (adguisiciéon, calculo,
impresién, modificaciény

La jerarquia de uso es una caracteristica de Milfennium, existen usuarios con diferentes
privilegios.

Nivel 1: Administrader del Sistema
Nivel 2; Quinico
Nivet 3. Analista
Nivel 4: Visitante

Todo usuano de Millennium debera contar con un nombre de usuario {User Name)} y clave de
acceso (Password) para hacer uso del mismo

El sistema Millennium, se adapta a las necesidades particulares de cualquier usuarto,
permitiendo controlar el cromatégrafo y analizar los cromatogramas producideos desde la pantalla de
la computadora El sisterma Millenmum se acornoda con facilidad a la resolucidn de los problemas
cromatograficos mas complejos. La mayor parte del trabajo se realiza en la Ventana del Proyecto
(Project), desde donde se inicia la myeccién de muestras, se calculan los resuttados y se generan los
informes escritos También desde esta ventana se accede a la funcidn Quickstart, cuya funcién facilita
el desarrollo de métodos
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412 VENTANAS DE MILLENNIUM

El programa Millennium tiene acceso a dos ventanas principales "Session Manager y Project”, a
partir de ellas se puede accesar a otras ventanas

+ Ventana Session Marnager
« Ventana Project

Ventana Session Manager

La ventana Session Manager (figura 4 1) es la que aparece cuando se accesa por primera vez a
Milfenmium Esta ventana esta formada por las siguiente partes:

Barra de Mend (Meny Bar)

tncluye comandos para definir proyectos, define sistemas cromatogréficos, y realiza tareas de la
admimistracion del sistema

Iconos de Vista (Miews
Controla el contenido del drea de vista.

Area de vista (View Area)
Muestra la informacién correspondiente al icono de vista seleccionado. El drea de vista contiene
informacidn accesible para registrar al usuario (tal como el proyecto o el sistema de folders).

Tabla de Mensaje (Message Board)
La tabla de mensaje del software Millennium, contiene informacion y mensajes de error gue no
reguieren una atencién inmediata

Ayuda Puntual (Prompt Help)

Despliega una finea de informacidn sobre un articulo especifico dentro de la ventana

Millenniurn Version 2,106 Uger dermo

Rarra de Menn

Teanng Views

]

Aren Fiew

Message Board

T— Message Type Message Oate and ime | bpplication| User | Project |Systern :
Tabla de Mensaje ”
: .
3 2

A 0 é’i BT ; L'ﬁ" zr)gp w‘f TR \;j"' %{gmﬁh 552K w{j)(g% 1 .A; e
L 'E,r}\“\” A ey R e B 5! BN, 8L
Avuda Puntual

Figura 4.1. Ventana Session Manager del Software Millenninm 2010
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Descripcion de la Barra de Mend de la Ventana Session Manager

El meni File incluye los siguientes comandos:

New: Crea un folder vacio para un nuevo proyecto, un nuevo sistema, un nueve usuano, o un
nuevo grupo de usuarios (el iccno View de la ventana Session Manager especifica la funcidn)

Open Abre los proyectos, sistemas, usuanos y grupo de usuarios, en la barra de meni View
selecciong la ventana que desea abnr (equivalente a dar un doble "click” en el folder del proyecto, del
sisterria o del usuario), de esta manera se accesa a la ventana apropiada o caja de didlogo para
modificar arreglar u orgamzar los parametros

Manager: Accesa al proyecto especificado en tz funcidn de la administracion

Access: Define como puede accesar a un proyecto especifico o sistema (propietario, grupo,
universo) Adermnas, cuando el usuario, cambia el orden de acceso o restablece |a contrasefa.

Delete. Remueve proyectos, sistemas, usuarios o grupos de usuarios (y sus contenidos) desde la
base de datos.

Save Preferences: Salva los cambios que haya realizado en la ventana Session Manager, estos
cambios se salvan en la base de datos de Milfennium

Print Message: Instrucciones de la impresora para imprimir la informacidn dentro de los {imites
de la tabla de mensaje

Clear Message. Borra todos jos mensajes desplegados en la tabta de mensaje

Pause: Previene el acceso de otro usuario al software Millenmium u otra ventana del programa
cuando estd siendo utilizada

Log QOut; Sale del soffware Millenmium y regresa a la caja de didlogo Login
Ei mena Customize incluye los siguientes comandos:
Login, Permite registrar automaticamente y colocar al usuano predefinido para el empleo del

Millenmum 2010

User Types: Despliega los derechos relacionado de los usuanos, permite cambiar los nombres
relacionados con los tipos de usuanos, y también le permite cambiar los privilegios y restricciones
asocladas con cada tipo del usuario

El menu Viewincluye los siguientes comandos:

Projects, Systems, Users, User Group: Accesa a la categoria view especificada (1déntico a utilizar
los iconos de la ventana)

El mena Database incluye los siguientes comandos:

Backup Database; Instruye al software Millenmum para respaldar el conten:do total de la base de
datos de Millennium 2010

Backup Project: Instruye al software Millenrium para respaldar el contenido de un proyecto

Restore Dafabase. tnstruye al software Millenmum para restaurar el conternido total de un
proyecto
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— -

Restore_Project; De instrucciones al software Miltennium para restaurar el contemdoe total de la
base de datos del Millenmum respaldando la versién previa 2 1 por la del software Millenmum 2010,

Restore Pre 2.1 Database' Instruye al software Milenmum para restaurar el conterudo total de la
base de datos de Milfennium previamente respaldado con la versidn 2 1 del software Millennium.

Restore Pre 2.1 Project: Instruye al software Milennium para restaurar el contenido de un
proyecto previamente respaldado con la versidn 2 1 del software Millennium

Manager Space. Permite supervisar y asignar mas espacio (s €5 necesarig) para un sistema en
particular en la tabla de espacio de la base de datos de Milenmum

El mena NMelwork incluye 10s siguientes comandos:

Setup Network. Permite meter informacidn acerca de la tarjeta Bus LAC/E v de los modulos
LAC/E en red.

Network Path. De instrucciones al software Millennium para anexar el nombre de un dispositivo
especifico en la red "network”

Descripcion de los lconos Views de la ventana Session Manager

Cada icono view define cémo aparecen los datos en la ventana Session Manager. Use estos
icenos para seleccionar la categoria de datos que quiera desplegar Para seleccionar cualquiera de los
iconos (figura 4.2); puede dar un doble “click” sobre el icono seleccionado o usar la barra de mend
View.

Views
s Proyectos
" Project”
Sistemas
" Systems”

Informacion de los Usuarios
"User Accounts"

Grupo de Usuarios
"User Groups"

Figura 4.2, Iconos Views de la ventana Session Manager

Proyectos "Project view"

De un "click" en el icono Project view para desplegar las carpetas del proyecto (figura 4.3) que
estdn disponibles para los usuarios (definido por el administrador del sistema) De un doble "chick”
sobre la carpeta del proyecto para abrir la ventana Profect (higura 4 4)

Cada carpeta de proyecto contiene un grupo de informacién relacionada (tal como muestras,
conjunto de muestras, métodos, datos y resultados). Puede usar un grupc de proyectos con
informacién relacionada. El ntimero de usuarios que puede accesar a cualguier proyecto, esta definido
por el sistema del software Millennium,
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ger - User SYSTEM
Customize View Database Network Help
Defaults Cemao SMZ_Ma_vahd SOABZ
albendazol gnsayo prachca
Message Board
Message Type Message Date and Tirne [Application  User Pr0|'j*
1 INFORM Inttializing Mitlenmium Session [07620/88 15:34.50] milenium |DEMO  [WILLIRES
2 INFORM PDA option 1s enabled 07/26/89 15-34:50 | mulenurn [DEMQO  IMILLIR
3| INFORM GPC option 15 enabled 0742099 14:34:50 | milemum |DEM MILLIF%

Figura 4.3. Carpetas de proyectos de la ventana Session Manager

= Proje albendaza 5 E_'x:‘
File Edit Yiew Tools Options Database Help
Filter By 1110 selected
lAIIChanneIsByDale L%]
- Channel View Table
; [Fr‘?f“t“i-?" SampleName SampleType Date Acaiired Wial [injechon
1 _180ABZ0.5B Unknown 01118/99 D4:36:31 PM| 5 3
2 |SOABZ D 5B Unknown 0141 8/9904 29 43 PM| 5 2
3 |SOABZ0.58 Unknown 01/18/9904 2303 FPM] 5 1
4 |BOABZ 1B Unknowry 01/18/9304 1614 Pmt 4 3
5 |SOABZ1B Unknown 01118/9304 08 35 PM; 4 2
B _|SOABZ 1B Unknawnh 0118/39 04:02 54 PM[ 4 1
7 |MeQHIH20 Unknown 01/18/39 036 06 PM| 1 2
8 |MeQHHZO Unknown 01/18/99 03 48 26 PM| 1 1
9 |SOABZQ 54 Unknown 01/18/09034235PM[ 3 3
SOABZ 0 5A Unknown 01/18/9903 3556 PM| 3 2
SOABZ 0 BA Unknown G1M8/9903 2917 PM} 3 1
SOABZ 1A Unknown 0118/990322.28 M| 2 3
SOABZ 1A Unknown DEARSA 031548 PM| 2 ?
SOABZ 1A Unknown 01/18/99 03 0308 PMm| 2 1
MeQH/HZ0 Unknown 0199030217 PM| 1 2
heQH/H20 Unknown 01#18/9902 55 37 PM| 1 1
SOABZ Q 5B Urkngwn 01714/990516 16 PME 5 3

Figura 4. Ventana Project
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Sistema "System view "

De un "click" en el icono Systems view para desplegar los sistemas cromatograficos (figura 4 5)
que estan disponibles para los usuarios (definido por el administrador del sistema).

Cada sisterma desplegado en la ventana representa un sistema cromatogréfico especifico v
consiste en instrumentos de la interface de la serie Waters \EEE 488 Puede configurar ios sistemas a
través de la ventana Configure System (figura 4.30)

E1 nimero de usuarios que puede accesar a cualquier sistema cromatografico, es definido por el
sistema del software Millennium

File Customize View Database MNetwork Help

g g ol B
e m

095 BOB_717_616 PCM FCM_7725_906

Moesage Boaril

Ml Mcccage Tyhe pMossago Date and Time tApplizati K
77| _#NFORN CelaingUsar Armarnida N ez Irschela 07.20/39 -8 31 281 mileniy
28| INFORM Creating User: Armando 07:20139 " 6 31:57 | ruleniunss
298] INFORM Celeing Usar, Armand) 07.20/30 * 6:32: 11| rileniur
Ul INFURM Lreatthg User ARNANDO Ur2urdy ” b: 43 iU Milen iU
] L R R TR e i
>G‘l!ukg; mmmn gelaudoy i

Figura 4.5, Sistemas cromatograficos de ia ventana Session Manager

Usuarios "User Accounts view'

De un "chck" en el icono User Accounts view para desplegar el sistema de usuarios {figura 4.6).
La informacion que se muestra de cada usuario, esta definide por el sisterna del software Millennium,
éste considera al usuario y los privilegios de acceso a través de la caja de didlogo Login (figura 29)

Grupo de Usuarios "User Groups view'
De un "click" en el icono User Groups wiew para desplegar el sistema de grupo de usuarios {figura

4 7% Los grupos de usuarios representan a los miembros que tienen accesc a 10s mismos proyectos
en el software Millennium. Puede crear grupos de usuarios a través de la caja de didlogo User Group.
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= Miltennium. Version 2.18 - Session Manager - User SYSTEM
File Customize Yiew Database Network Help

L "iT‘
BoOo&m K8
BERENICE DEMO Raquel_Lopsez SYSTEM
_Arellano
Message Board

FlMessage Type Message Date and Time ™ |Applicatid®
271 INFORM Deleting User. Armando N ez lracheia 07720088 16 31.28 milssmun;g{jE
28] INFORM Crealing User Armanda 072008916 31,57 mrlemung‘.

&

29 INFORM Deleling User Arrmnando 07f20/89 16 3211
30 INFORM Creating User ARMANDOD Q720059 16.33 28
T R Ry

Fite Customize View Qaahase Network _t!t:l[l

Views

Message Board
“]Message Tyne Messane Date.and Timne
27; INFCRM Deleting User Armando_N ez _iracheta 07/20/99 16 31 28
28] INFGRM Creating User Armando 07120/89 $6.31.57
29| INFORM Deleting User. Armando 07/20/99 156.32.11 | milemur{g
30 INFORM Creatmg Uset, ARMANDO 07/20/99 16.33 28 rmlenlun ¥

2

Figura 4.7. Grupo de usuarios de |a ventana Session Manager
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Descripcion de la Tabla Message Board de la ventana Session Manager

La tabla Message Board consta de una area para 500 mensajes del sistema que son temporales
(figura 4.8) Esta tabla despliega informacién, advertencias, y mensajes de error Todos los mensajes
aparecen en la tabla Message Board en orden de ejecucién y de forma cronometrada, con nuevos
mensajes agregados al fondo de la tabla

Columnas de la tabla Message Board
Las columnas de |a tabla Message Board inciuyen:
Tipo de mensaje "Message Jype’. 1dentifica el tipo especifico de mensaje desplegado.

Mensaje " Message . Despliega el texto del mensaje escrito que especifiques,

Fecha y_Time "Date and Time" Desphega los formatos de la fecha mm/dd/yy o dd/mm/yy;
despliega los formatos del tiempo hh:mm, hhtmm:ss, hh:mm am, o hh:mm:ss pm .

Aplicacién "Application” Despliega el nombre de la aplicacién actual de Mifennium que causé el
mensaje

Usuario "User”. Despliega el nombre del usuario actual
Proyecto "Project’, Despliega el nombre del proyecto actual
Sistema "System " Despliega el nombre del sistema actual
Tipos de Mensajes

Los tipos del mensaje incluyen:

Errores "Errors”. Indica las condiciones de error, como pureza del pico, comparacién con la
biblicteca espectral, et

Advertencias "Warnings®. Mantiene infermacidn como, no hay suficiente espacio en el disco
actual Puede tomar accidn correctiva considerando las advertencias

Errores irreparables “lrrecoverable Errors® Interfiere con el funcionamiento de la computadora y

puede re iniciarta automéaticamente.

Respaldo "Backup Log" Se genera durante un respaldo o durante la restauracidén de la
informacion; Gtil para repasar e imprimir un respaldo y restaura la informacion

Adquisicidn "Acquisition Log', Se genera durante la adquisicion, (il para repasar € imprimir la
informacion de adguisicién

formacién "Information’. Proporciona informacién general

Message Board
Hmessage Type Megsage Date and Tyne__{Application] User Proi ‘5
1 INFORM Initializing Millennium Session (0742089 16:34:50| rmileniurn_|DEMO  [MILLIAZ
2 INFORM PDA option is enabled 07120199 15:34:50! milenium {DEMO  JMILLI
E INFORM _ |GPC option is enabled 07120099 15:34.50 | rnileniurn |DEMO _ |MILLI :
K R B oA R ‘
JlickamrelpeEtselaet douhlp ok aatoneh it SRl s dBndal B S

Figura 4.8, Tabla Message Board de Ja ventana Session Manager
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Ventana Projfect

Si cuenta con un proyecto predefimdo, la ventana Project, es la que aparece cuando accesa por
primera vez a Milenmum y la ventana Session Manager se minimiza automaticamente, desplegandose
como un icono al fondo de la pantalla

Para accesar a la ventana Profect (figura 4.9) desde 1a ventana Session Manager, puede hacerlo
de dos formas:

1 De un doble "click” en el icono en forma de folder (Froject)
2 De un "click” en el icono del proyecto, en la barra de menl seleccione File, Open
La ventana Project contiene las siguientes partes.

Barra de Mend (Menu Bar).
Incluye comandos que definen la operacién seleccionada por el proyecto

lconos de wista (View)
Controla el contenido del area de vista

Area de Vista (View Area).
Despliega informacion correspondiente al icono view seleccionado (ya sea en forma de tablas o

de 1conos)

Boton QuickStart

Permite al usuario (nuevo o experimentadc) accesar al modo nteractive QuckStart, desde la
ventana Quick Set Control.

Botén Seleccidn de 1a Cotumna Oculfa (Hidden Column Sefection)
Accesa a la caja de didloge Hidden Cofumn Sefection, le permite desplegar u oculta las columnas

desplegadas en la tabla View

Herramientas (Tools)
Realiza una accidn sobre un punto seleccionado en una vista

Filtros de _Vista (View Filter)
Los filtros de vista linmtan o seleccionan los tipes de datos desplegados por la categoria de vista

Avuda Puntual (Prompt Help)
Despliega una linea de informacién sobre un punto especifico dentro de la ventana

Descripcion de la Barra de Menu de la Ventana Project
El menl File incluye los siguientes comandos:

New Sample Tray and Alter Sample Tray. Define las especificaciones del cajdn de las muestras o
modifica las especificaciones detl ¢cajdn de las muestras

New XXX Method. Define las especificaciones de un nuevo métedo de instrumento, método de
informe, método de procesamiento, conjunte de métode, operacidon de procedimiento, método de

exportacion, o biblioteca espectral

Open: Abre una seleccidn de puntos en la tabla wiew o en el drea de vista (sim:lar a hacer dobta
"click™)
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Barra de Men = Project : albendazol br %}
arra de Menu P File Edit View JToals Options Database Help
Views v Filter By H-sclecte Boton
Boton de Seleccion para ( R L \j%{(:sjﬂw»\i % [E"channelsﬁy[)ate 3] (B QuickStart
la Columna Oculty ~—— 212 y . 4
s Channet Viaw Tahle Upid ate §
) At5] sampleName ampleType Date Acquired ~Jvia ngelion a3 ]
SOABZOSE  |Unknown 01/18/99 04 36 31 PM 3 | adk Campos
Leonas 1iew S0A97 058 |Unknown 011189904 29 43PM] 61 \2 | odit
v Lrew SOABZ 058 Unknown ouieoaos 2303pm| 5| TN gdid
SCABZ 1B Unknown 0118/99 041614 PM| 4 3 ;
SOARZ 1B Unknown 011899040935 PM; 4] 2 [ adh
S0ABZ 1B Unhknown 01710798 04 0254 P | 4 1 2] § : .
MeOHH20 _ |unknown D169 035606 PM| 1| 2 | 94 Filtros
MeOH/H20 Unknown 0116193 03,4926 PM| 101 1 _grgjj% View
SOABZ0.5A  Unkngwa 0119/99034235PM) 3] 3 | agi®
SOABZ 0.5A _|Unknowa 0115ge033556Pm| 3| 2 | edi
SOABZ 0.5A Unknown 01/t9r8g 03 zez M| 3| 1 99;3; .
SORABZ 1A Unknown 01/18/89 03 77 28 FM)] 3] ag¥
SOABZ 1A Unknown 0111893 031548 PM[ 2| ] asiﬁi\
OABZ 1A Unknown 01/18/93 0308 0B FPM] 2| 1 o
Iconos Too 8 b . v Vigts
" b < MeQHIN20 __ [Unknown 01189030217 pM] 1| 2 | adif Areade Vista
MeOHIH20 Unknown 0118199025537 PM| 1| 1 9g¥;
SOABZOAB _ |unknown 0111409 051616Pm| 5| 3 9 ;’
T O B BT AR A L O
Ayuda Puntual - ——pjiSeleélcontoSaniQuick Set i iy vn—i,@%@i.,;ﬁ‘l S e

Figura 4.9, Partes de la Ventana Project.

Access: Permite restringir el acceso del usuario a métodos de procesamiento, métodos de
instrumento, métodos de reporte, métodos de exportacidn, métodos fijos, y operacién de
procedimientos.

Print Table: Instrucciones de |a impresora para iraprimir la informacién dentro de los limites del
area de vista,

Exit: Cierra la ventana Project y regresa a la ventana Sessjon Manager
El menu Edit incluye los siguientes comandos:
Copy Graphics: Copia la nformacion en pantalla de los graficos a ia ventana del portapapeles,

Copy Entire Table: Copia el contenido completo de la ventana del portapapeles o© seleccione tas
filas desde la tabla de vista desplegada en |a ventana Froject

Copy Tahie With Headings: Copia et conterido completo de la ventana dei portapapeles desde la
tabla wew desplegada en la ventana Prorect, incluyendo los titulos de la columna

Dejete: Quita informacién seleccicne en la vista desde la base de datos (por ejempio, un método
o muestra fij0)

Et mend View incluye los siguientes comandos:

Individyal View Categones: Accesa a una categoria view por medio del meni

Edhit View Filter: Crea un nuevo filtro de vista o edita uno existente

Defete View Filter: Quita un filtro de vista existente desde |a base de datos
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El menl Tools incluye los siguientes comandos;

PDA/ MS Review: Accesa a la ventana PDA Review 0 a la ventana MS Rewew (dependiendo del
tipo de datos seleccionados en el canal de ia tabla de vista)

Review: Accesa a la ventana Review
Preview Accesa a la ventana Report Preview

Print. Imprime directamente cualquer informe o datos que se encuentren en la ventana Project,
0 accesa a la caja de didtogo Background Repoit Generator

After Sample Accesa a la ventana Alter Sample

Process: Accesa a la caja de didlogo Process and Report Options
Load Sample' Accesa a la ventana Sample Loading

Quick Set Confrol; Accesa a la ventana Quick Set Controf

El mend Opfions incluye los siguientes comandos:

Edit _Custom Field: Crea un campo de costumbre (identificaciones y base de datos de
resuitados)

Delete Custorn Field. Quita campos de costumbre

Name Channel: Selecciona un canat (desde el visor Channel) y asigna un nombre especifico a
ese canal Primeramente se use cuando se crea un canal derivade en un método fijo (para substraer

la linea de base)

Delete Named Channe!l: Quita un nombre de canal existente

El menl Database incluye los siguientes comandos:

Copy to project Transfiere la informacién del proyecto a otro proyecto dentro del software
Miltennum.

Copy to dewice’ Transfiere la informacion det proyecto a otro dispositivo (disco, floppy, CD)

Copy trom device' Recibe informacidén del proyecto desde otro dispositivo (disco, floppy, CD)

import Data. Recibe nformactdon cruda desde los Soffwares ExpertEaseTM Maxima ' 820, y
Waters 990/99, o de bibliotecas dentro de la base de datoes de Miflennium

Export Data. Transmite los resultados de la base de daloes de Millenmum o resultados fryjos como
un archive de datos ASCI o AlA,

Descripcion de los lconos Views de |a ventana Project

El icono seleccionado define como aparecen los datos en la ventana Project Use estos 1iconos
para organizar datos det proyecto de manera diferente y atil, por ejemplo datos de la muestra, ded
canal, o del método.

Use los iconos de wiew que se encuentran en la parte superior izquierda de la ventana Project
para accesar a las diferentes ventanas (higura 4 9)
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—

Los 1conos view de |a ventana Project constan de dos partes'
Categorias View. Despliega los datos para:

Conjunto de Muestras (Sample Sel)
Inyecciones (Jrjections)

Canales {Channels)

Métodos (Methods)

Cajones (Trays)

Conjunto de Resultados (Resufts Seils)
Resultados (Resulfs)

Curvas de calibracién (Cal Curves)
Distribucién de Peso Molecular (Molecular Weight Distributions)
Sistemas (Systems)

Biblioteca (Libraries)

L K B B B R I

Para accesar a la categoria wew puede hacerlo presionando los iconos View (figura 4 10) o
desde la barra de mend

Filtros View: Puede definir los filtros que limitan o seleccionan los tipos de datos desplegados
para cada Categoria View

Puede accesar a l0s Filtras View desde la caja Filter By (figura 4 9).

Conjuntode  ———p» Método
Muestra
Inyceeion > Canal

Resultados

Conjuntede ——Pp
Resultados

Sistema

Tray —p

Curva de Calibracion —p» Calibracion

Distribucion Peso ——pp Biblioteca

Molecular

Figura 4.10. Iconos vwews de la ventana Profect

Conjunto de Muestras " Sample Set view”"

De un "click” en el icono Sample Set view para desplegar |a tabla del conjunto de muestras Esta
tabla se despliega de acuerdo a la dltima seleccion realizada en la caja Fifter By (figura 4 11)

De un doble "click” a una de las filas del conjunto de muestras que haya seleccionado para

trabajar, inmediatamente aparece la tabla Injection (higura 4 12) S desea salir de esta la tabla de un
"chck” en el icono Sample Set
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Los campos que contiene la tabla Sample Set View sorv

» Fecha
» Nombre del procedimiento de operacién
> Nombre del Conjunto de Muestras
¥ Nombre del Sistema
- =]
File Edit Yiew Tools QOptions Database Help
Filter By
|AIISampItSetsByDate ¥
Sampie Set View Table
¥ Set Name Op Procedure|  System
1 _MeQOH 1 _CH3ICN_2Z Tret 7 _SwmmCHN Quickget 1616 _717_936
2 [MeOH 1 _CH3CN 2 Tnet_7_SYMCN QuickSet A6 _7E7 Q96
LR 3 _{MeQH_1_CH3CN_2 Fnel 7 _SvmCN QuickSet B16_ 717 996
@ 4 [MeOH_1_CH3CN_2 ¥net 7_SymmPC QuiekSet  |515_717_096 12!0819*;22
Rl el 5 (MeOH_1_CH3CN_3_Triet_7_SymmPC QuickZet  [616_717_996]12108/34%
a6 _[MeoH 1_CH3CN_2_Triet 7_symmcig QuickSet  [616_717_99% [1 260459 (%]
omm]lr [MeOH 1 CH3ICN_2 Tnet 7 SymmC18 QuickSet  [616_717_8996|12/04/94%
8 [MeCH_1_CH3CN_2 Triel 7 _Symm~C18 QuickGet [At6_717_9896|12/04/9 }{z
: 9 [MeOH 1 CH3CM_2 Tret ¥_SynmC18 Quickget |16 _717 996 12!04!9§§
Tools 140 {Exact_Presic_Plasma_Symmc18 QuickSet _|616_717_996|12003/9}%
" 11 {MeOH 1 _CHICN 2 Tnet 7 SymmC18 QuickGet  [R16_717_896 111'3[]}‘9F1§€
12 (MeQH 1 CHICKH 2 Triet 7 SymmC18 QuickSet  {B16_717_996]11/30/08
13 IMeOH_1_CH3CMN_2_Tnet 7 SymmcC18 QuickSet 1616717 4996 11J'3019§;‘
14 {MeCOH 1 _CH3CN_2 Triet_¥ SymmC18 Quick8et 1616 _717_ 935 113’30!92%
15 [MeOH 1 _CH3CN 2 Tret 7_SymmcCi18 QuickSet 516 717 9961173079 ){‘Q
16 |MeOH 1 _CH3CHN_2 Trnet 7 Swimmet QuickSet  1616_717_996[11/37/9 %
1 7_Symmet QuickSet  [616_717_09611/27/8 ;;’

Figura 4.11. Tabls Swmple Set view

inyecciones " Injections view"

De un "click” en el 1cono Imection view para desplegar la tabla de inyecciones Cada una de las
inyecciones mostradas en ta lista, representan un proceso, adousikién de datos crudos
{cromatogramas sin integrar, sin denvar, etc ) inciuyendo todos los canales desde una sofa inyeccién
La tabla /nject View se despliega de acuerdo a la Gltma seleccidn realizada en la caja Filter By (figura
4 12).

De un deble "click” a la fila donde se encuentra la inyeccidn que va analizar, e iInmediatamente
accesa a la tabia Channel (hgura 4 13) 5 desea sabr de esta tabla, de un "chck" en el 1cono Injection

Los campos que contiene la tabla Injection View son:

Identif:cacicnes de la muestra

Ve

> Fecha

» Fecha de adquisicién

»  Dilucién

> Inyeccén

> Nivel

> Procedimiento de Operacién
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Mombre de la muestra
Tipo de muestra

Peso de 1a muestra
Nombre del conjunto
Sistema

Namero de vial
Volumen {nyeccién)

VY Y YV YY

Profect : albendazol
View Tools Options Database Help

Filler By 1110 selecte

[AtinjectionsByDate 1#]  [EamVewz]
Injection View Table fdate
Sampleiame SampleType Dale Acquired  |Vial|Injection i
SOABZ0 58 Unknown p11899 043631 | 5| 3 | &
SOABZD.50 Unknown 01169904 26 43PM| 5] 2 e
SOABZ 0 50 Unknown 01/18/99 042303 PM| 5] 1 i
SOABZ 1B Unknown 0141 8/99 04 16 14 PM} 4 3 “‘
SOABZ 1B Unknown 01/8/990409.35PM| 4| 2 1?

SOABZ 1B Unknown 0149/99040264PM| 4| 1 | |
MeQHHZ0 Unknown 0119/99 03 56 06 PM| 1 2 __g:
MeQHHZO Unknown 01/1£/9903 49 26 PM| 1 1 i
SOABZ 0.54 Unknown 01/16/99 03 42.35FPM| 3| 3 i
S0ABZ 0.5A Unknown C11899 033556 PM| 3| 2 E
SOABZ 0.54 Unknown 01/18/99 03,2917 PM| 3 1
SQABZ 1A Unknown 01/18/95 0322 28 PM| 2 3 i
SOABZ 1A Unknown 01/18/98031648PM] 2| 2 ;g
SOABZ 1A Unknown 01/48/99 030908 PM| 2! 1 L
Me0HH20 Unknown 01/18/98 03°02 17 PM| 1 2 8
MeOHHIO Lnknown 01418098 82°56 37 FM|_ 1 1 i
GOABZ 0 68 |Unknown 011498051616 PM| 6| 3 5

AT Lo Lk TOdia 2:A0 O N8A T s iel B

[

w ssJ;icdehipjh Jnl ‘‘‘‘‘ A b gg;s.i.\QF‘

Figura 4.12. Tabla Inject view

Canales " Channel view"

De un "click' en ¢l icono Channel view para des

plegar la tabla de informacién de los canales.

Cada canal representa un proceso, adquisicion de datos crudos La tabla Channel View se despliega de
acuerdo a la ultima seleccion realizada en la caja fiffer By (figura 4.13)

De un doble "click” a la fila de la tabla Channel que desea analizar, inmediatamente accesa a la
ventana Review Data (figura 4 21), con los datos procesados, se despliegan los cromatogramas Para
salir de ésta ventana y regresar a la tabla Channel, en |a barra de menli seleccicne file, Exit

Los campos que contiene |a tabla Channel View son:

identificaciones de la muestra
Adquisicidn del Método Set
Adquindo por

Canal

Tipo de cromatograma (20 o 30)
Salida de datos

Fecha de adguisicion

Unidades del detector
Descripcidn

LU U S DN R G LA S T
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NUmero de vial
Volumen (inyeccidn)

»  Dilucién

¥ Inyeccion

> Nivel

¥ Procedimiento de Operacién
»  Tiempo de cornda

¥ Nombre de la muestra
¥ Tipo de muestra

» Pesode la muestra

» Proporcidon de muestreo
» Fecha del conjunto

» WNombre del conjunto

> Sistema

¥  Umdad

»

>

i _ Project : alhendazel
File Edit ¥Yiew Tools Gptions Database Help
Filter By
|AIIChanneIsEyDate E
Channel View Tatle
Sampletane SampleType Date Acguired Vial lInjechon
SOABZC 5B Unknown G118/9904 3631 PMi 5 3
SOABZ 0 5B Unknown 01/18/99 042943 PM| 5 2
S0OABZ 0.58 Unknown 01418/4904,23:03PM[ 5 1
SOABZ 1B Unknown MAsg9 41614 Pm| 4 3
SOABZ 1B Unknown 0418/99 04 09 35 P 4 2
SOABZ 1B Unknown 0111879904 G2 54 PM} 4 1
MeOHHZ0 Unknown D1#418/93 03 56:06 PM| 1 2
MeOHiHZ0 Unknown 01118/99 03 49 26 Pm| 1 1
SOABZ 0 HA Unknown MM89a 334235 PM] 3 3
S0ABZ 0 5A Urknown 01118/99 03 35 96 FMi 3 2
SOABZ 0 5A Unknown M 8M9 093 2817 PM| 3 1
SOABZ 1A Unkngwr 01/18/98 03,2228 Pu| 2 3
SOABZ 1A Unknown 01N8/Q90315 48 Pn| 2 2
SOABZ 1A Unknown 01M8/89 0303 08 PM| 2 1
MeOH/MHZ0 inknown 011839030217 PMi 1 2
MeOHHZ0 Unknown 0H18/9902 5537 PM| 1 1
S0ABZ Q.58 Unknown 01/14/93 051616 PM[ 5 3
3 = et AL S RO Oy

Figura 4.13. Tabla Channel view

Método " Method view"
De un "click" en el 1cono Method view para desplegar los métedos mstrumentales disponibles,

métodos de procesamiento, métodos de reporte, procedimientos de operacidon y conjuntoe de métodos
Puede desplegar los métodos en forma de iconos ¢ de tabla (figura 4 14)
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Método
Instrumental

Use el icono Mcthod para accesar o crear un.

+ Método
+ Conjunto de método
¢+ Procedimiento de operacién

CAPITULO 4 MANEJO DEL SOFTWARE MILLENNIUM 2010

De un doble "click” en el icono del método que haya seleccionado para accesar a [a informacidn.
Para salir de ésta ventana y regresar a la ventana Method, en la barra de menu seleccione Fiie, Exit.

Los campos que contiene la tabla Method View (si selecciona fecha o tipo en la caja Filter By)

» Nombre
> Fecha
» Tipo de método
» Acceso
» Modificado por el usuario
» Bloqueado por el usuario
bond Project ; albendazo!
File Edit View Tools Options Database Help
ey Filter By
Lol ﬁ%@.&%% [icon by Type -
s e 2 y lyp '
Method View : ]
W o ¥ - ]
== b bl Bl -l 2|
o B - " Bl
—1 v 178 996temptM Cuantif_SMZ albendazol Albendazol \,gc:
oo Tl astempln _sn_bolos %;f{:
- e = e s K| -
AT - 1, Métodos de
Default PRUEBA SOABZ TOLUEND AN x| Procesamiento
Acquisition  Area_Component Big_Plot Cabbraton_ Caoncentralion
_Repont _Sum Plot_Repon _Repaort
%‘a &‘ \% %ﬁ Mcétodos
Default Export GPC_Calbrabhon  GPC_Result Integrabion de Reporte
_Report _Repont
PDA_Contour  FDA_Default j
3 aa v L T s - ¥ .E

Figura 4. 14, Ventana Methed view (desplegado como iconos)

Cajén " Tray view"

De un "chck" en el 1cono Tray view para desplegar los nombre de los cajones de las muestras.
Cada nombre representa las muestras utihzadas para realizar la carga y crear conjuntos Puede
desplegar los cajones en forma de iconos o de tabla (figura 4 15}
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Use el icono Tray para crear un nuevo ¢ajén de muestra, modificar uno ya existente o accesar a
la ventana Sample Loading (figura 4 26) Inmediatamente se despliegan los iconos después de crear y
salvar un nuevo cz|én de muestra

De un doble "chick" al fcono Tray para accesar a la ventana Sample Loading, para salir de esta
ventana y regresar a la vista Tray, en ta barra de menu seleccione Fite, Exit

Los campos gue contiene la tabla Tray View {si selecciona fecha o tipo en la caja Fifter By) son

¥  Nombre
» Fecha
Project ; T— ' EE
File Edit View Tools Options Database Help
Filter By 1 selected
{Icun by Mame |;-!-’_I SRS RIEE i

Tray Yiew

Tray

Figura 4.15. Ventana Tray view (desplegado como iconos)

Conjunto de Resultados " Resu/f Set view"

De un "chck' en el icono Result Set view para desplegar la tabla del conjunto de resultados A
cada conjunto se le asigna un nombre que representan los resultados generados en el conjunto de
muestras procesadas. La tabla Result Set View se despliega de acuerdo a la tltima seleccion realizada
en la caja Fifter By (figura 4 16)

De un doble "click” a una de las lineas de la tabla Resuit Set view para accesar a la vista Result
(figura 4 17) Para salir de ésta tabla, de un "chck” al icono Result Set view

Los campos que contiene la tabla Result Set View comprenden
» Fecha de procesaniento

» Nombre del procedimiento de operacion
¥ Nombre del conjunte de muestras
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=i Project : albendazol
File Edit Yiew Tools Options Database Help
- Vft: ki ,gg‘\;,".-&rigk*#“f{‘;‘;%%‘\%f Filter By 1selected
G o i it
e GLlAUERBRR S [MiResultsets T#]
bl Result Set View Tahle m
LT i+ Sel Name |Op Procedure [Set Dale .
Sys_Sut | 08/24/94 1810 | Import
Sett 08/24/4 17 59| QuickSet
Alendazol |08/24/34 12 01 |QuickSet
GPC_demot|08/24/94 1B 06 [QuickSel
I{E
3

Figura 4.16. Tabla Revult Set View

Resuitados "Result view'

De un "chck” en el icono Result view para desplegar la tabla de resultados procesados. Cada
resultado generado representa un proceso de datos crudos desde un canal de datos "Channel* La tabla
de columnas Result View se despliega de acuerdo a la Glbima seleccién realizada en la caja Filter By
(figura 4.17).

De un doble "click” a la linea de la tabla Resuft wiew para desplegar el procesc de datos,
inmediatarmente accesa a la ventana Rewview Data (figura 4.21) Para salir de ésta ventana, en la barra
de menu seleccione File, Exit.

Los campos que contiene la tabla Kesult View son:

fdentificaciones de la muestra
Adguindo por

Adquisicién del Método Set
Canal

Descripcion del canal
Nombre det canal

Tipo de cromatograma (2D o 3D)
Salida de datos

Fecha de adqusicién

Fecha de procesamiento
Descripciéon

Unidades del detector
Dilucién

Defecto

Inyeccidon

Y VYV YYYYYYYYYY
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VY Y Y Y YYYYYYYYYYYYYYYY

Mivel

Manual

Precediniento de Operacidn
Porcentaje desconocido
Método de procesamiento
Resultados

Tipo de resuitado
Tiempo de corrida
Nombre de Ja muestra
Tipo de muestra

FPeso de ta muestra
Proporcidn de muestreo
Fecha def conjunto
Nombre del conjunto
Sefial de fecha Off
Sefal de usuano Off
Canat de origen
Sistema

Area total

Numero de viai
Volumen (nyeccidn)

= Project : albendaz
Fite Edit View Tools Options Database Help
Views Filter By
ot e AltResults %
Resuft View Tahle
i+ samplebame SampleType Fauits [Viai|[ntection [Channat Name
1 {SOABZ0.58 Unknown Mo 5 3 223
2 [BOABZD AH Urknwn Mo 5 2 223
3 [SOABZ 1B Unknown Mo 4 3 223
4 |SOABZ 058 Unknawn Mo 2] 1 233
5 IS0ABZ 1B Unknown Mo 4 P 223
F (50ARZ 10 Unknown Mo 4 1 223
¥ _150ABS Q.54 Unknown No 3 3 223
8 [SOABZ O 5A Unknown ko 3 2 223
g |SUABZ D 5A Unknhawn Mo 2 1 223
10 |SOABRT 1A Unknown Mo 2 3 223
11 [SCABZ 1A Unknown MNo 2 2 223
12 [SOABZ 1A Lnknown o 2 1 223
H R 13 ISOABZ 0 5A Unknown Mg 3 1 233
HEEE] || & 14 [SOABZ 0 4B Unknown Mo 5 2 223
%:: 2 §;""; 15 |SOABZ 0 5B Unknown No 5 3 223
et 16 |SOABZ 0.58 Unknown Mo 5 3 223
P o | 17 {SOABZ O 58 Unknown Mo 5 2 223

Figura 4.17. Tabla Result ien:
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Curvas de Calibracion "Calibration Curves view"

De un "click” en el icono Calibration Curves view para desplegar la tabla de las curvas de
calibracidn generadas Cada curva de calibracidn representa una curva generada para un componente
especifico. La tabla Cahbration Curves view se despliega de acuerdo a la Gltima seleccidn realizada en la
caja filter By (figura 4 18).

De un doble "click" a la linea de la tabla Cafibration Curves wview para accesar a la ventana
Compare Calibration Curve (figura 4. ) y comparar la curva de cabbracién desplegada Para salir de
ésta ventana, en la barra de menu seleccione File, Exit

Los campos que contiene la tabla Calibration Curves view son;

A B, C, D, E, F(coeficientes de calibracion)
Canal

Fecha

Nombre

Qrden

Método de proceso
R

R*2

Tiempo de retencidén
Error de estandar
Sistema

Tipo

YV Y NYY

VY YYYY

= Project ; albendazol &
File Edit Yiew Tools Options Database Help

Views Filter By selected
T % Cal Curve View Tahle Qﬁﬂ;{g
W b i Processing Method [Systern [Channel [Date | Type Fax
! D P Defauk Setin2
% E_E Dateu Sating
" Defaul Satin2
Default Satin2
Albendazol hench-2
Alhendazol bench-2
Albendazol bench-2 i
HCT MoSyst
HCT NoSyst ]
HCT plaSyst ]
HCT MoSyst N
Satin2Chan Salin?
Sotn2Chan Satin2
f

T,

8:displod batipraifan:

Figura 4.18. Tabla Calibration Curve View
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Sistema "System view”

De un "click" en e! icono System view para desplegar los sistemas cromatograficos Cada 1cono
del sistema se le asigna un nombre que representa al sistema cromatografico creado en la ventana
Configure System

Puede desplegar los sistemas en forma de iconos (usando la caja Rifter By) (figura 4 19)

De un doble "chck”™ al wcono del sistema para desplegar la ventana Quick Set Control  (figura
4 27). Para salir de ésta ventana, en la barra de menu seleccione Fife, Exit

e . Project : albendazol -

File Edit View Tools Options PDatabase Help
Views Filter By 5 selected
|Icon by Mame BJ ﬁ‘i{iii&:‘ﬁf‘:ﬁ;ﬁ‘

System View

. i B P B
o B B 0

.

B18_717, 086 998 938_717_618 P PCM_7725, 906

Figura 4.19. Tabla System View (desplegado como iconos)

Descripcion de los lconos Too/s de la Ventana Project

Los 1conos Tools se encuentran en la parte inferior 1zquierda de la ventana Project (igura 4 4)
La figura 4 20 muestra los icones Tools y las ventanas de acceso de operacién al soitware Millenmiuim

Analisis PDA/MS

"PDA/MS Review" g~

Analisis " Review"

\ , . By T
Vista Previa " Preview!” Bl Imprimir " Print

Modificar la Muestra

"o lter S'("np[g" Repm'te v Proceso

"Process and Report”

Cuargar fas Muestras

" Swnple Loaading" Quick Set Control

Figura 4 20. Herramientas " Tools"
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Andlisis "Review tools”

El tcone Review accesa a la ventana que lleva el mismo nombre (figura 4 21) Use ésta ventana
para realizar el procesamiento, andhsis de adquisicién de datos y para-

Ver crematogramas que fueron colectados o son colectados en la ventana Quick Set Control.

Ver interactivamente y desarrollar un método de procesamiente de datos (integrar, calibrar
y cuantificar)

Detinir los pardmetros de calibracién

Ver los datos de los resuttados

Ver y comparar multiples cromatogramas

Ver y comparar multiples curvas de calibractén
Editar conjunto de métodos

Review Data: Project albendazol

w000 |
it Ada E |

Integration Event Table

S_tgrt Event Yalue Stop
(rniry {min)

ik

el

Figura 4.21. Ventana Review
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Vista Previa " Preview tool’

El 1cono Preview accesa a la ventana Report Preview (figura 4 22) Use ésta ventana para’

® Exarminar los reportes para seleccionar el procesamiento de resultados, conjunto de
resultados, o curvas de calibracidn antes de :mprinmir

® FExamunar tos conterndos del método de procedinmiento, método instrumental, conjunto de
método, procedimiento de operacién antes de imprimir

Instruir a la imprescra que IMpnma el reporte en curso

Modificar simultdneamente el métode de reporte para €l o los resuftados y observar 10s
cambios en el reporte final

T

B T =F

S ) Teiie R
S R LIPRE T e Wit am
(TSR TVA Y Peetine $himiHrtAA

o I et bt DL bt i)

| e erem vt et |

NE.
e R - |

o
RN 0 ISR Lt
R gt

TENE: At

Figura 4.22 Ventana Report Preview

Imprimir " Print tool"
Use el 1cono Prnt para impnmir reportes o seleccionar datos de {a ventana Project Puede

seleccionar e imprimir

® Procesamiento de datos, conjunto de resultades o curvas de calibracidn

e Método de procedimiente, método instrumental, conunto de método, procedimiento de
operacion
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Para resultados o conjuntoe de resultados, la herramienta Print accesa a la caja de didlogo
Background Report Generator (figura 4 23)

[P Deskdet 660C Printer on LPT1; (K3 [EITT A0

" Destination Printer

O Use asguisiian method setrepar
O Use specilied method setippoe

® Use speeilied seport methad

. \ kY ¥
N ﬂ ‘\‘.n-' AT IR

Figura 4.23. Caja de didlogo Background Report Generator

Modificar la Muestra "Alter Sample tool"

El iconc Alter Sample accesa a la ventana que lleva el mismo nombre (figura 2 24), use ésta
ventana para modihicar la adquisicién de muestras, canales o Inyecciones, para corregir errores o
identificar muestras ejecutadas durante la carga de muestras

Alter adlllgalu Project : Dcmd
fle Edit Qptions Help

Alter Sampis Tahle

t#01Vial [SampleType [SamplaName [Level |Bamplaweight | Dilution.
t 1 11 Standsrd | Std8 1 1.00000 _ |1.00000 L
2 { 2] Standars | 5td25 1 100000 | 1.00000 ¢
3§ 3] Standard | Sta50 1 | 100000 |1 00000 4 :
4 | 4] Unknown | Sample 1:00000 | 1.00000 i f
5 | 51 Unkngwn | Bample2 100000  [1.00000 i’“; '
& [ 61 Unknown | Sampled 100000 {1.00000 b

7 4

o [ B o N N S e A AT e Rt Ll

" NALLTVEA PR B ALIADEGT 44 4 W‘m TP W:;ﬂ\m’“‘f«'»mw smmmmmww.wn ﬂ'm W TRy

Y R

Fipura 4.24. Ventana fter Sunple
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Reporte y Proceso "Process and Report’

El icono Process and Report accesa a la caja de didlogo Process and Report Options (figura 4 25)
Use ésta cata de didlogo para

® Seleccionar la adguisicién de datos procesados (o procesar datos que quiera reprocesar)

Procesar datos seleccionados que usan un conjunio de métedo especifico o un método de
proceso

® Impnmir uno o mas informes procesados de farma completa

Exportar resultados o conjunto de resultados como archivos ASCII o AlA

Frocess

rProcessing
O Use sequisition method set

@ Usce specificd method sct
O Use specilicd pocessing method

[ Printing X
5 Print repuits [“-P Deskdet S50C Primer an LPT2: l!i
& Uge scquisition | precessing method set rppont
O Uee spetiled repont methad [ Iﬂ \
“Exporting
C} Expont

® Use acyuisiion / protessing method sel export methad

O Use apected oxqed metbar [ Iﬁ

Figura 4.25. Caja de didlogo Procesy and Report Options

Cargar |las Muestras "Sample Loaading tool”

El icono Sample Loading accesa a {a ventana que lleva el mismo nombre {(igura 4 26) Esta
ventana une la carga de la muestra/estandar en un cadn de muestra en el proceso de operacidn. Use

la ventana Sample Loading para’

®  Cargar un cajon al proceso de operacién para defimir un conjunto de muestra
® Modificar el contenido del conjunto de muestra

@  Salvar 1a informacidn comeo un conjunto demuestra
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ﬂ.‘F.mmh:la.-nﬁnq “Veay ! Fray Svopeet: Demn Sample 5m lll'_;-;f;l.'_a}.'i Ilﬂﬁ
flle  Edit View Qptions  Help v
Dperating Procedure : HCT)
TR E T & BEES
) e
t{eio{®
telefe
Y 3 -
Slu|e
LK 2T ]
Ti®|® L]
tje]e ]
s|ale [
Nele u
Sumpie Loading T ke B R
iFipval jsamplatyne | Samplablome iLavel [EamploWalgnt | Diution
{1 E1 | Standunt unk 100000 |y 00600) ¢
7 {2 | Standard Unk 1.00000 1100060 d
3 {3 | Etandard Unk 160000 {1 0ogeq 5
¢ |4 | Upngwn Unk 106000 {1 00000 ;;
5 |5 | Unknown Unk 100000 |1 ongon i
6 | B | Uninpwn Unk 180000 (100000
A Unk 100000 |3 00010 3
als Unk 1 60000 |4 agdon 7
0]s Urth. 1 000D |1.00000
BTN T R e (P P L S ST e

Figura 4.26. Ventana Sample Loading

Quick Set Control tool

El icono Quick Set Control accesa a ia ventana que lleva el mismo nombre (figura 4.27). Esta
ventana proporciona un completo control sobre todo el instrumento dentro del sistema
cromatografico Use la ventana Quick Set Control para:

Adquinr dates de forma interactiva

Crear, salvar, cargar y correr conjuntos de muestras directamente desde la ventana Quick
Set Control

® Utihizar et modo QuickStart interactivamente a través del desarrollo del procese de métodos
para una sola inyeccién estandar

Especificar diferentes modos de adquisicion

® Moddicar instrumentos incluyendo un conjunto de métodos especifices (partes del conjunto
del método instrumental)

e Definir el contenido de la tabla Sample Loading para correr la informacién especifica de
forma interactiva

e [efinir el contenido de la tabla Component Loading para correr |a informacién especifica de
forma interactiva

® Transmitir los pardmetros de control y regular los instrumentos de cperacion
Monitarear el estade de equilibric del instrumento o 1a adquisicién de datos

¢ Especificar el control interactivo {para inyecciones Gnicas o conjunto de muestras), permite
cambiar los pardmetros de operacion de la bomba durante la adquisicién
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Especificar el sistema de conformidad "System surtabiity”

procesamiento de datos

usado durante la adquisicién y

By SR BT

D R R T ey e TRt

T RN T A TR A

L ® At {SampleMame uel;“ei:a:.l \’f’: 1':: Bamphavegit 1P 7
ful | gmon) [

2 ; ? -
4 3
5 i
B . e D
i b - 1- 3
] i - :
3 ! .
W e 7
) __ ;
12 | TTh
12 o ______(77':;
13 t
-

Figura 4.27. Ventana Quick Set Control
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4.2 MANEJO DEL SOFTWARE MILLENNIUM 2010

4.2.1 ENCENDIDO DEL SOFTWARE MILLENNIUM

Encienda todos ios instrumentos que estén conectados a Millennium Cuando éstos hayan
terminado de correr las rutinas de calibracién y diagndstico, encienda la computadora.

En la ventana de Milfennium da un doble "chick” en et icono Session Manager (figura 4 28). El
software eampezard a comunicarse con el sistema CL 616, con el o los detectores y con el
automuestreador

Al terminar aparecerd la ventana Logn Dialog Box (figura 4 29) en la cual debe escnbir un
nombre de usuario “User Name’, el cual puede ser SYSTEM y su contraseda la cual puede ser
MANAGER, (el nombre de usuano y la contrasefia son asignados por el encargado) inmediatamente
presione el botén Login para poder accesar at software Milenmum 2010,

Una de las sigutentes ventanas que aparecen al presionar el betén Login {dependen de como
estdn registradas el nombre de usuano y la contrasefa en €l sistema):

v Ventana Session Manager (figurad 1)

= Ventana Project (figura 4 4) aparece cuando ya se tiene un proyecto especifico por el
usuario

e Ventana Quick Set Controf (hgura 4 27) aparece cuando se tienen un proyecto y un sistema
especifico por el usuano

Millennium

Fie Venfication Configuration  Venfy Files

Results Manager trstall Upoate
2 2 @ 3 ®
Millenriura Read Me  Customer Calls  DayTimer Session

Insta\l Log Manager

F|1,,u| a 4.28. Iconos de la ventana Millenstitm

Millennium Login - Verslon 2.10
Welcame to the Wllllennlum 2010

User Name. [;——W——’j
Password, E;tij
W : Exutj anlp} ] Figura 4.29. Ventana Login

Dialog Box
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4.2.2 CONFIGURAR EL SISTEMA CROMATOGRAFICO

El software Miflenmum le permite usar varos instrumentos cromatograficos juntos (tal como
bomba, detector y automuestreador) Este grupo de instrumentos se configuran desde fa ventana
Configure System (figura 4 30)

Configurar un nuevo sistema cromatografico involucra

= Accesar aia ventana Configure System

» Recenocer la serie de los instrumentos (bomba, detector, avtomuestreador)
« Agregar instrumentos al sistema

«  Registrar el instrumento

+ Salvar un sistema cromatografico nuevo o unc ya existente

Antes de configurar un nuevo sistema cromatografico, aseglrese de llevar a cabo lo siguiente,

Destinar adecuadamente ios instrumentos cromatograficos a la tarjeta Bus LAC/E

» |dentficar todos los instrumentos cromatogréficos destinados a la interface IEEE-488

« Iniciaimente wdentificar la serie de instrumentos (conectadoes a la tarjeta BUS LAC/F) usando
la caja de didlege Configure Bus LAC/E Senal Ports (figura 4 31)

¢ Enciende todos los istrumentos Asegilrese gue los instrumentos hayan completado las

rutinas de calibracidn y diagnéstico Los instrumentos bienen que estar encendidos para

despiegarse en la ventana Configure System como instrumentos disponibles,

Para configurar un nuevo sistema cromatografico o uno ya existente, de un “clhick” en el 1conc
system de la ventana Sesston Manager para desplegar los sistemas cromatograficos Si gulere crear uno
nuevo, seleccione en la barra de mend File, New, se despliega el siguiente mensaje

Scanning for active devices. Please stand by. Inmediatamente aparece la ventana Configure
System (figura 4 30)

St quiere configurar un sistema cromatografico ya existente de un doble "click’ en el icono del
sistema que vaya a modificar o seleccione en la barra de menl Ffe, Open, aparecera la ventana
Configure System Esta ventana estd dividida en dos paneles

Instrumento disponible “Available Instrument'  Despbega los 1conos representando los
instrumentos Waters IEEE-488 e instrumentos de la sene de interface

Nombre del Sistema "System Name' OCOespliega los instrumentos actualmente configurada
como parte del sistema (este panel esta blanco cuando se configura un nuevo sistema)

El siguiente procedimiento es idéntico para ambes tipos de configuracién

De un "click” en el boton Add para agregar un instrumento al sistema cromatografico Si es
necesario, en la harra de meni seleccione Instrument, Configure LAC/E Senal Ports para agregar la serie
del instrumento al sistema Inmediatamente aparece la caja de didlogo Configure LAC/E Senal Ports
{figura 4 31) Especifique {a sere del instrumente y después presione OK

En la parte supenor izquierda de la ventana Configure System de un doble "click” a cada icono
del mstrumento que desea agregar, y presione el hotén Add El icono del instrumento seleccionado
aparace en el panel derecho Para remover un instrumento desde &) sistema, de un "chick” en e} icono
del nstrumento apropiado del panel derecho, después presione el botén Remove £l icono del
instrumente desaparece del panel derecho
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Para registrar un instrumento, de un "chick” al cono del instrumento del panel derecho de la
ventana Session Manager, v en la barra de meni seleccione Instrument, Register, inmediatamente
aparece la caja de dwdlogo Register (figura 4.32) Registre la informacidn requerida para cada
instrumento ( nimero de serie, fecha del Glhimo mantemimiento, préxima fecha de mantenimiento y
comentanos), y presione OK

Para salvar el nuevo sistema cromatografico, en la barra de mend seleccion File, Save As,
aparece la caja de didlogo System Save As (figura 4 33) y registre el nombre del nuevo sistema,
presione OK. Para salir de la ventana seleccione File, Exit e inmediatamente regresard a la ventana
Session Manager en |a cual aparece el nuevo sistema cromatografico en forma de icono.

Para salvar un sistema cromatografico ya existente, en la barra de mend, seleccione File, Save,
automaticamente salva los cambios realizados en el sistema cromatografico, pero si quiere salvarlo
con otro nombre seleccione Fie, Save As, registre el nombre del sistema, para sahlr seleccione  File,
Exit

‘_:3 Conligure System

i

Eile Instrumenats Help
Avaitable Instruments an: System Name:
BustAC/E 956

L4 PO

Address 25 Address 10

G 946

Adgress 20 Addrass 8

ap
[ )

Address 10

Figura 4.30. Ventana Confignre System

Port 1: | Waters Bus SAT/IN L_#_t_'
port2: N0 sorialnsvument T3]
Port 1 iNu serial instrument H
Part 4: i}io serial inslruglfnl E

’ OK ] (Camsr:l ] I—Hap”

Figura 4.31. Caja de didfogo Configrre LACE Seriad Ports Dialog Box
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Register Waters 600 on BUSLAC/E |EEE Address 20

Firmware version: 4.1

Pump Type: 616 Head Volume (ul): 50

Serial Number: Hmw-m Last Serviced:
Comments: Next Service Date: I

Figura 4.32. Caja de Didloge Register

System Save As

Save as name
I System_1 |

List

1ChanSatin_715_
45atin?15_600

| Pleass enter 3 valid System name’

Figura 4.33. Caja de didlogo Systenr Save -y
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4.2.3 CREACION Y UsO DE PROYECTOS

C! proyecto es el cnterio basico de orden de la informacién. Representa el espacio en el disco
duro en el que serdn iocalizadas los identificadores de la informacién Es recomendable crear
proyectos para incluiy informacién que tiene sentido mantenerse agrupada

Una adecuada administracién del proyecto le permite mantener ordenada la informacion para
una blisqueda rdpida y segura Todos los proyectos son iguales respecto a su capacidad de analisis,
cada uno se distingue del resto por la infarmacidn que incluye.

Cuando crea un nuevo proyecto, el software Millenmum crea un folder vacio para desarroliar el
proyecto en la ventana Project Puede copiar informacion de un proyecto existente a uno nuevo,
también crear cualquier nimerc de proyectos en el sistema, cada proyecto ocupa aproximadamente
un mimme de 2 MB de espacio. S6lo el tamafio del disco duro hmita el espacio y el ndmero de
proyectos que puede crear

Crear un proyecto involucra

e Accesar a la ventana Session Manager
¢ Accesar a la caja de didlogo New Project
+ Registrar y salvar el proyecto

Para la creacién de un proyecto, debe estar en 1a ventana Session Manager, en la barra de mend
seleccione file, New, aparece la caja de didlogo New Project (figura 4.34), elya un nombre al proyecto,
ya sea el nombre del preducto o del activo

En el campo Allowed Acces, de un "chick” en botdn Owner, Group y World, éste botén permite el
acceso a cualquier usuario En el campo Group User Type, puede seleccionar desde el nivel 1 al nivel 4,
lo cual va a depender del nivel de autorizacidén que quiera dar al proyecto:

Nivel 1. Administrador del Sistema (System Administrator)
Nivel 2 Quimico (Chemust)

Nivel 3; Analista (Analyst)

Nivel 4: Visitante (Visitor)

En el campo Initialice Project, seleccione los hotones Filters and Fields y Method. Esta seleccién le
permite copiar todos los fiitros y métodos desde otro proyecto at nuevo proyecto.

Enla caja From Project, activa la cascada y seleccione Default Postericrmente en los botones del
campe Fablespace Size seleccione la capacidad de memoria gque desee para su proyecto, aunque lo
recomendable es 5 MB y presione OK

El espacio definido en el proyecto no incluye al que ocupard la mformacion cruda E) espacio
indicado se puede incrementar pero no dismenuirse

Para poder accesar al proyecto creado, da un doble "chick” sobre la carpeta creada y aparecerd
la ventana Project (figura 4 4)

Una vez en la ventana Project, serd necesano crear un método instrumental, asi como un
conjunto de métodos de procesamiento y de reporte
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Project Name tsmfas

Owner  systemn

Allowed Acces; Infizlize Project .
) Qwner only Copy
) Owner_ Group
Owner, Group_Warld [ ]Fiters and Fieds
[Methoss
Group User Typs
| Level 3 Analyst Kl From Praject
World User Type. t _ n
[ Level 3 Analyst [ ¥]
Tablespace Sie
Free Space. 7230 MB
QzmMe  @sme  Otome OzomMe OOther

Figura 4.34. Ventana New 'roject

4.2.4 CREACION DEL METODO DE INSTRUMENTO

El Método de Instrumento proporciona a Millennium las instrucciones basicas para reatizar
tareas de control de médulos cromatograficos y adquisicidn de informacién

El desarrollo del Método de Instrumente involucra las siguientes etapas:

Seleccionar el Sistema Cromatografico

Accesar a la ventana Insfrument Method

Abrir la caja de didlogo Instrument

Editar las condiciones de trabajo para cada mddulo gue integra al Sistema
Optimizar 1as condiciones de trabato a través del Control Interactivo
Salvar el nuevo Método de instrumento

insertar el Método de Instrumento dentro del Conjunto de Método

Antes de crear un método de instrumento, asegdrese que se lleven a cabo los siguientes puntos

Los instrumentos cromatograficos estén conectar apropladamente a la tarjeta Bus LAC/E

Ei sistema dentifique v reconozca todos los instrumentos cromatogréficos. Sioun
instrumento en especifico no aparece en forma de tconc en fa ventana Insfivment Method
(figura 4 35}, realice un escaneo a la tarjeta Bus LAC/E

Todos los instrumentos estén encendidos, asegurandoe que hayan completado sus rutinas

de cahbracién y de diagnéstico
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Para desarroflar un Método de Instrumento se reguiere haber configurado un sistema
cromatografico, haber encendido y reconccide previamente los médulos del Sistema (bomba,
detector, automuestreador)

Para la creacién del Método de Instrumento, en la ventana Project, de un "click” al 1cono MTH
(Method View) para desplegar los métodos mstrumentales (figura 4.14)

Posteriormente en la barra de menu seleccione File, New Instrument Method (o de un doble
"click" en el 1cono de! Instrumento deseado) y aparecera la caja de didlogo System Open (figura 4.36).
Esta caja de didlogo sugiere el nombre del sistema para el nuevo método de instrumente que va a ser
creado

De un "click” al nombre del sistema en |a lista del directorio o teclea otro nombre al sistema El
nombre del sistema aparece en la caja de texto Open Name Presiona el botén OK inmediatamente
aparece la ventana Instrument Method (figura 4 35), Esta ventana estd divida en tres partes:

Barra de Meni: Incluye comandos utilizados para abrir un método de instrumente ya existente,
salvar un método o regresar a la ventana Project, y revisar la informacién gue propoerciona la ayuda
acerca de ésta ventana

Instrumentos: Contiene los 1conos que representan a cada instrumento en la seleccidn del
sistema cromatograficc También contiene los botones de mando activados ¢ desactivados de los
instrumentos

Tahla de Canales Activos: Enumera los nombres de los canales activos y tipos de dispositivo. E
usuano mete la mformaciones de descripcidn también despliega en esta tabla.

Desde la ventana Instrument Method puede abrnir la caja de didlogo instrument, esta caja es
diferente para cada instrumento seleccionado; bomba 616, automuestreador 717, detector 996, etc,
para ello de un doble "click” en el icono del instrumento o de un doble "click" en la fila de la tabia de
canales activos (para instrumenios que estan asociados a los datos de los canales, tal como
detectores, bombas de 1a serie 600)

Aparece la caja de didlogo del instrumento seleccionado. Realice todos los cambios en la
configuracién y organizacién del instrumento Especifique los pardmetros de operacion apropiados y
presione ef botdn OK Repita lo anterior para cada instrumento que va a configurar

Para salvar el nuevo Método de Instrumento, seleccione File, Save, aparece la caja de didlogo
Save As (figura 4.37), registre el nombre del nuevo Métedo de Instrumento en la caja de texto Save As,
presione €l botén OK, después seleccione File, Exit para regresar a la ventana Project

Project: Demo, Instrument Method

File Help

600 996 B

Address 20 Address 20 Address B

Active Channals

[ + [Channel Name Descrption Device Type Agglfia"tfg 4
[ miteniu
1 B e
B B g |

- mileaur] ¥

ol | = . O T I BN

Feiich o naeraronn Yo ag|EHHAUKIE EUEK 100 REN SRR

Figura 4.35. Ventana Instriment Method
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Open name

616_717 996 l

996_717_616
PCM
PCM_7725 995

Save as name

st hetn

List

4ChanSatin_715_600
Inst Meth1

: h]

] [icansi

[ Please enfer.a valid Instrument lethod name

Figura 4.37. Caja de dialogo Save As
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4.2.5 CREACION DEL CONJUNTO DE METODO

El Conjunto de Métode o conocido como Método Set, le permite enlazar un método de
instrumento, de proceso, de reporte y/o método de exportacién para gjecutar operaciones especificas.
Puede especificar un métedo de instrumento ya existente, un método de proceso, un método de
reporte, y/o un método de exportacién como parte de un conjunto de método, £l cual es considerado
comoe una coleccidn de métodos y canales de datos, que (e permite.

Definir inicialmente las condiciones del instrumento

Adquirir, procesar y/o reportar datos

Exportar datos crudos o resultados en archwos de formato ASCIl o AlA
Crear canales derivados desde canales reales de la adquisicidn de datos
Substraer cromatogramas en 30

* & & ¢ »

Et conjunto de método puede contener diferente informacién, dependiende de como se usen
Los métodos individuales que se usan dentro de un conjunto de método son los siguientes:

Método de Instrumento. Selecciona un métedo de instrumento si el conjunto de métedo se use
para la obtencidn de resultados Cuando selecciona un métodoe de instrumento, todos los canales
asoclados con et método instrumental se despliegan en |a lista del canal

Método de Proceso. Selecciona un método de proceso si el conjunto de método es utilizado
para procesar todos los canales de informacién

Método de Reporte. Selecciona un método de reporte si el conjunto de método es utilizado para
IMpPIIMir un reporte

Método de Exportacion. Selecciona un métode de exportacion si el conjunto de método es
utitizado para exportar datos crudos o resultados en formato ASCH o AlA,

Puede crear un conunto de método desde las siguientes ventanas del Software Mitlennium:

* Ventana Project (icono Method view)
¢ Ventana Quick Set Control
¢ Ventana Rewew

Para crear un conjunto de método desde la ventana Project, seleccione el icono Method view, en
la barra de menh seleccione File, New Method Set, aparece la caja de didlogo Method Set (figura 4 38).

En cada una de las cajas drop-down Instrument Method y Default Processing Method (figura 4 38),
elja los métodos disponibles (instrumento, proceso, reporte y  exportacidn) Esta caja de didlogo
muestra el comunto de método incluyendo, método de instrumento, método proceso, método de
reporte y método de exportacidn

Para seleccionar un método de instrumento, en ta caja drop-down Instrument Method, seleccione
desde Ia lista un método de instrumento disponible La opcion del método aparece como una
selecctdn activada

Para seleccionar un método de proceso, en la caga drop-down Default Processing Method,
seleccione desde ta lista un método de proceso dispenible La opaién del método aparece come una
seleccion activada

Para seleccionar un método de reporte, en la caja drop-down Report Method, seteccione desde la
hista un método de reporte disporuble La opcidn del método aparece como una seleccién activada

Para seleccionar un método de exportacidn, en ja caja drop-down Export Method, seleccione

desde la ista un método de exportacidn disporible La cpcién del métedo aparece comao una seieccion
activada
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Para salvar el conjunto de método, en la barra de ment seleccione File, Save, aparece la caja de
didlogo Method Set Save As (hgura 3.9} Escriba ef nombre del conjunto de método en la caja de texto
Save As Name para finalizar presione el botdn OK El nuevo conjunto de método es agregado a la lista
de la caja de didlogo Para salir de ésta caja de didlogo, seleccione Fife, Exit La ventana Project
aparece con el nuevo conjunto de método en forma de 1cono (figura 4 40)

Method Set: Untitled

File Edit Help

Instrument Method IPDA“D efault G16 717 Lﬂ

Default Processing Method |parabens m

Channel and Processing Method
Channel Processing Methad

Repait Method| Calibration _Plot_Report

30 Blank Subtration| [+]

Expart Method [ETIPENR I 4 |

[] save Derived Chanels and Delete 3D Channel

Figura 4.38. Caja de dialogo Method Set

s _ Method Set Save As |

Save as name
[ Meth_Set1 J

List

Figura 4.3%. Caja de dialogo Method Set Save As
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= : Project ; albendazol e fia
File Edit View Tools Options Datahase Help
Views — :':w;"gﬁ"i“ﬁ Filter By 4h selected
AL | [icon by Type (4] [Eemvige
Melhod Yiew Mg
i i -l f-a
[ nd [T [
B1B_717_9 996templm Cuantf_SMZ albendazol Alhendazol
JBternpiM _en_bolos
1) aﬂﬂ% el ir) @
i
Default FRUEBA S0ABZ TOLUENO ANI
@ % @ G &
Acquisiion  Area_Companant Big_Plot Calibration_ Surmmarny_Al
_Repan _8um Piot_Repaort - 9
an4 ade aaa aa8 i
A dld add a aqd e
éleld) aag aé aaa i
PDA_Example  PDA_Default Melh_Sati (i'}.
L
Leono del nueve el
Conjunto de Método B
[:Dvuble:click'on. méthod iconiot nameito:apen:

4.2.6

Figura 4.40. Ventana Project con el nuevo conjunto de métodeo

USAR LA VENTANA QUICK SET CONTROL

La ventana QuckSet Controf, le permite iniciar el andlisis cromatogrdfico y por lo tanto obtener
el reporte directamente Asi también el manejo de los instrurmentos y su modificacidn del método.

Para accesar a la ventana QuickSet Control (figura 4 41), da un “click” en el icono QuickStart de ia
ventana Project, dicha ventana consiste de las sigurentes partes-

Menu principal

Informacion de métodos

Tabla de edicién de muestras

Cuadro de concentraciones

Botdn de control de instrumentos
Informacidn de estatus (mensajes y campos)
Morutor

Instrumentos

Para ejecutar las inyecciones seleccione el medo te sample set mode
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Posteriormente llene la tabla de muestras con la siguiente infermacion

°
L]
]
©

[

L:J
*

Nitmero de vial

Nombre de la muestra

En Function e tipo de myeccidn {seleccione Sample Set Mode)
Volumen de la muestra

Method Set especificade

£l tiempe de corrida

Peso de la muestra

Posteriormente con la flecha del cursor seleccione la primera linea de la tabla de muestras y
estd aparecerd enmarcado en negro Dar un "chek’ en el 1cono Method que se encuentra en la parte
inferior derecha de la tabla de muestras, seieccione en la ventana siguiente, dando un "click’ en la
cascada de métodos ya existentes y elija el métode que va a utilizar Posteriormente en ta siguiente
caja de didlogo de un "¢lick” sobre Setup instrument (el software te enviard un mensaje informando
acerca del estado de su métodc)

Seleccione el 1cono de salir, para poder manejar su método desde la ventana interactiva de
Ouick Set Control

LUina vez editada la tabla, podrd miciar la cornda de las muestras, en el icono de Run Tray/Run
SampleSet aparecera un didlogo en donde se pregunta si corre ef renglén seleccionado o el conjunto de
muestras y presione el botdn Run SampleSet

Una vez terminado el andlisis cierre la ventana Quick Set seleccionando Fife, Exit

QuickSet: SAF2 Chl

Sampla Losding 1 sbie

Method Set
Hegon

SampleName Samna¥epht

N

| Piolwcks Sotegiea yial. | Rumming Shoghe. . . | €3

FE R

Figura 4,41 Ventana Quick Set Control
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427 DESARROLLO DEL METODO DE PROCESO

El método de procesamiento define la manera en la cual el software Millennium detecta e integra
y cuantifica tos datos adguindes Un métode de procesamiento integra a un Method Set para instruir al
software Millennium comao procesar tos datos, calibrar estandares, v cuantificar muestras desconocidas

El desarrolio def Método de Proceso involucra las siguientes etapas:

Integracion de una muestra tipica

Identificacitn de los componentes de [a muestra

Definicidn de la base de célfculo, tipo de calibracidn y ajuste de la curva
Insercidn del Método de Proceso dentro del Método Set

Para desarrollar un Método de Proceso se requiere:

s Haber adquirdo ai menos una inyeccidn representativa del método de andlisis en la que se
observe el pico mas pequeno de interés y de ser posible, el mds dificil de integrar (estdndar
0 muestra)

e Contar con un Método de Instrumente optimizado y un Método Set

Para editar un Método de Proceso:

En la ventana del proyecto "Project” presione el icono de [a herramienta Review para seleccionar
la inyeccién deseada y los datos del canal (estdndares y desconocidas), aparece la ventana Review
(figura 4.42) En esta ventana selecciene File, New Method. Aparece la caja de didlogo. New Method.
Seleccione una opaidn de procesamiento apropiado para sus datos

De un “click" en el icono Channeis View, sombree el canal del cual desee extraer el
cromatograma, de un "chick” en el icono PDA Review

Accese en options y seleccione Extract Chromatogram, y extraiga a la longitud de onda adecuada
con ayuda del cursor bajando la linea horizontal En options, seleccione Set Processing Channel, entrae
nuevamente en options y seleccione Calcufate Result En ésta ventana elija File y seleccione Save Result.

En la barra de mend seleccione Fife, Save y de un nombre al método de proceso. Seleccione
nuevamente Fle, Fxit,

En Ja ventana de proyecto "Poject” seleccione el 1cono Resuit View, sombree el resultado
recientemente adquirido, de un "chck” en el icono Review En esta ventana realice la integracion de la

siguente manera.

Accesa en View, seleccione Integration Table, de valores altos en el drea mimima pero no mayor
del pico de nterés, seleccione el pice Mas agudo y de un "chek’ en el ancho del pico, mediante un
acercamiento a nivel de linea base Seleccione un intervalo de ésta donde no eluya nada y de un "click”
en la evaluacidn del ruido (threshold)

De un "chek’ en el botdn Integrage, v 1 no es adecuada la integracion optimicela mediante el
ancho del pico y ruido, recordando que a valores bajos, se pueden integrar picos debido al ruido; una
vez que se tenga la integracién adecuada, de un "chek” en Calibrate.

Accese en View, seleccione Component table, después elya en Options y seieccione Fll Table from

Result En la tabla que aparece abajo, dar el nombre a [0os picos, la ventana, la manera que se va a
llevar a cabo la cuantificacion (area o altura), declarar el estandar interno (s1 aplica), en la columna se
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Quant By, seleccione Linear thiu zero que es ef modo por el cudl se va a generar la curva de calibracidon
con un selo estandar

"

S se esta trabajando con estandares de un "chck’ en Calibrate, s1 es una muestra de un "click
en Quantitate, para que aparezcan los nombres arnba de los picos. AcCese en Aplications, Paramelers y
de el tiempo de yolumen muerto y seleccione Calcufate Swtabihty Results, dar OK

De nuevamente, Integrate y Calbrate, para calcular éstos resultados De un "click” en file,
seleccione Save Method As, y de un nombre al método de proceso (Ei cual es rgual al del proyecto)
Presione File y Exit

En la ventana de proyecteo presione el icono Method View, para accesar a la vista Method, busque
el Method Set creado y de un doble "click” en éste

Accese en Edit, Denved Channel, de un "click” en Extract e indique la longitud de onda
seleccionada cuando se realizd la extraccion del cromatograma

Selecciona file, Save As y de un nombre, indigue la longitud de onda Selecciana File, Exit

En la ventana del Method Set, active la cascada Default Processing Method y seleccione el
Método de Proceso creado, en la tabla introduzca ef nombre del canal y el método de procesamiento
Seleccione File, Save, y Fiie, Exit

Asi una vez creado el método de procesamiento, todos los subsecuentes andhsis, podrédn ser
obtenidos en cromatogramas y cuantsficando las muestras desconocidas., Por lo que en la ventana
Quick Set Controf, se eligird en Run Mode, Run and Report

Edit View Plot Options Windows Apphcatlons H:Ip

P N W T A R e R R TR PR S 2

LC Processing Method Untitied

[ atweinn: (3000 [y [treshotis

| h»ii{z}u{i;ﬂiﬁ;é?a\”ll. :—] IMi!zEm!utk‘-i-&zuﬂi‘gl El'

Integration Event Table

Start - Stap
(min) Event Vaiue )

AANYIN
f

Figura 1.42. Ventana Review
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CAPITULO 5. COLUMNAS Y SOLVENTES
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<
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526 PREPARACION DE LA FASE MOVIL
52.7 SELECCION DE LA FASE MOVIL
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5.1 COLUMNAS

5.1.1 GENERALIDADES

En todo sistema cromatografico, ya sea fase liquida o gaseosa, la columna es la base o "alma’
det sistema, debido a que en ella se lleva acabo la separacion de los componentes de la muestra en
estudio Cansiste en un segmento de tubo de alglin matenal inerte, de didmetro uniforme y capaz
de resistir presiones altas El matertal mas comuin es acero inoxidable La capacidad de la columna
depende de su longitud, didmetro y matenal de relleno

La columna cromatografica es la parte esencial del cromatédgrafo de liquidos ya gue en ella, a
través de diferentes mecanismos (adsorcion, particidn, intercambio 16nico, exclusién, etc.), tiene
lugar la separacién o discriminacién entre analitos e interferentes.

El aumento de la eficacia de la CLAR respecto a la alternativa cldsica se basa en una
disminucton del tamafo de particula de la fase estacionana, ‘o que implica un aumento de Ia
prestdn de trabajo. Es condicidn indispensable para la reproducibilidad de los resultados una gran
homogeneidad en la distribucién de la fase estactonaria, lo que imphica la necesidad de técnicas
precisas y complejas de preparacién de las cotlumnas

En la tabla 5.1 se muestran los tipos mds importantes de columnas para CLAR Se observa
una distribucién basica entre las convencionales y las microcolumnas (en relacidn con su didmetra)

Por recubrimiento
Lmpaquetanuento Pelicolar
Porosidad superficial

MICROCOLUMNAS

Empaquetamiento de Microparticulas Porosas

Microtubulares Abiertas
CONVENCIONALES Microcapilares Parcialmente Empaquetadas
Microcolwmnas Totalmente Empaquetadas

| I

Tabla 5.1. Tipus de Cobumnas Cromatograficas para CLAR

En fa tabla 5 2 se muestran las caracteristicas geométricas de las columnas, y del material de
relleno, asi como de las condiciones hidrodindmicas de trabajo Se han inchuido las caracteristicas
de la cromatografia liguida a baja presion (clasica) a efectos comparativos.
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Columna:

Drdmetro (min} 20-70 1-3 2-6 005-1
Longitud (cm} 20-100 50-100 10-50 163-5x10°
Particula;

Diametro (mmm) 156 30-70 5-16 5-30
Presion (atm) l 30-50 100-200 150-250
Caudal {ml/mn) 01 05.5 1-2 10%5x107

Tabla 5.2. Caracteristicas geométricas, material de relieno y condiciones hidrodindmicas de las columnas

Dentro de las columnas CLAR convencionales, las de empaguetamiento de pelicula son las
primeras que se usaren. El material {fase estacionaria) consiste de bolitas estéricas regulares (30 -
70 wm) de un sdiido no porose, generalmente vidrio, que estan recubiertas de una capa (1 -3 pm) de
matertal active cromatografico poroso, de naturaleza polimérica. Debido a que la densidad de las
mismas es elevada, el empaquetamiento uniforme ne es técnicamente muy dificil.

La distribucién cromatogréfica entre fase mdwil y estacionaria es mas accesible que si se
tratara de particulas porosas de rgual tamafio

No cbstante, la capacidad y eficacia de las columnas con este tipo de empaquetamiento en
CLAR aumenta considerablemente cuande se sustituye el recubrimientc posterior por un
tratamiento especial de 1as bolitas de vidrio (30 - 60 pm) para que adquieran una microzena poresa
externa (1 -3 um), tambén de widno, para que pueda actuar de sélido active en cromatografia de
adsorcién, o bien como soporte de la fase estacionana liguida (enfazada o no)

El volumen del poro en estas boiitas es muy pequefio, lo que origina una rapida difusién de
los solutos en ambos sentidos, per lo que son adecuados para cuando se requiere una gran

velocidad de determinacién

Sin duda que la sustitucion de las particuias con una gran zona inerte por otras porosas y de
tamarfio considerablemente menor (empaquetamiente microparticular) tiene importantes ventajas
mayor capacidad y eficacia No obstante, también conlleva un mayor grado de empaquetamiento, lo
que mplica un aumento de la presién de trabajo y una gran dificultad de empaquetamiento
adecuado y homogéneo en el laboratorio, por lo que ¢asi siempre se adquieren en el comercio

Al ser el drea activa mucho mayor, éstas son aptas para separaciones cromategréaficas dificiles
y complejas {solutos de propiedades muy parecidas a un elevado numero de solutos) Al reducir el
tamano de estas microparticulas porosas, disminuye la profundidad de los poros, por lo que se

aumenta ia eficacia

El concepto de microcolumna en CLAR puede ser engafioso No se trata de reducir el tamafo
de las columnas CLAR convencionales en todas sus dimensiones (longitud y didmetro), sino sdle de
una reduccidn sustancial del didmetro de las mismas y un aumenio considerabie de la longitud El
terrmino "columnas capilares” seria mas correcto y ademas paralele al empleado en Cromatografia de

Gases
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Son tres las ventajas que compeita el emplec de microcolumnas en CLAR:

2 5
» Aumento de la eficiencia: fa Altura del Plato Tebrico (AEPT) puede reducirse 10 a 10
veces, lo que las hace especialmente aptas para la separacién de mezclas complejas y
dificiles

¥ Reduccion drastica del consumo de fa fase mdvil, cuyo precio es cada dia mds elevado.
» Aumento de la sensibilidad de ciertos detectores especialmente a caudales muy bajos.

Desde el punte de vista instrumental, el empleo de microcolumnas en CLAR, implica una serie
de requerimientos respecto a las caracteristicas generales de un cromatégrafo de liguidos.
Fundamentalmente el disefic del mismo debe adaptarse al uso de las microcolumnas y, por tanto
reducirse drasticamente:

1) El volumen interno del sistema de inyeccién,
2) Ei volumen de la celda de flujo del detector
3) Los volumenes muertos de las conexiones,

Ademads las condiciones técnicas son diferentes para cada tipo de microcolumna Este
aspecto ha dificultado ei desarrollo y aplicacidn en CLAR

5.1.2 CARACTERISTICAS DE LAS COLUMNAS

Las caracteristicas mdas importantes de las columnas para CLAR se Integran de dos elementos
importantes que son el material de empaque o de relleno, el cual estd constituido por particulas definidas
pof una serie de caracteristicas’ morfologla, tamafio, perosidad y estructura quimica de la particula; v !
contenedor que implica: longitud, diametro y material de la columna, que junto con las propiedades de
ambas se determina ¢l desemperio de la misma.

MATERIAL DE CONTENE

EMPAQUL

Porosidad Estructura Material ] Diametro
quimica
‘ Morfologia

Longitud

Didmetro de
particula
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MATERIAL DE EMPAQUE

Porosidad

La porosidad de la particula es la refacién entre el volumen interno de los poros y el valumen
de la particula Llos poros son cawvidades, de mayor profundidad que didmetre, y de tamafio y
morfologia muy variada Pueden ser "abiertos’, cuando estan comunicados con la superficie de la
particula, o cerrados, cuando no lo estan

Basicamente, se habla de microperos cuando su didmetro es menor que 20 A°, mesoporoes
cuando su didmetro estd comprendido entre 20 y 500 A® y macropores cuando es mayor de 500 A°

La porosidad es responsable de los fendmenos de exclusion y de la velocidad de transferencia
de masa de soluto entre la fase moévil y la fase estacionaria

El area superficial, pardmetro que determina la capacidad de retencién de la fase estacionana,
estd compuesta por el area externa (superficial) de la particula, con sus depresiones y prominencias
y por el drea de las paredes internas de los poros Si el area superficial de las particulas esta

. 2
comprendida, segin el tipo de matenal, entre 30 y 550 m /g, es clare que, en general, mucho
menos del 1%, del drea superficial estd localizada en la superficie de |a particula y séic las moléculas
que penetran en los poros participaran de los procesos separativos

En otras palabras, el didmetro del poro determina por un lado el drea superficial y por otro,
los fendmenos esféricos de exclusién En general, a menor didmetro de poro corresponde mayor
area superficial y consecuentemente, mayor retencién

Morfologia de las Particulas

El matenal empleade puede adeptar basicamente dos formas, rregular o esférica, v un
tamafio comprendido entre los 2 y 6C pm de didmetro, o mayor en cromatografia preparativa, con
un estrecho rango de distribucidon de tamafo Las columnas analiticas modernas se rellenan con
particulas de entre 3y 10 um de didmetro

Particulas Irregulares

Los empaques de formas uregulares estan disponibles en tamafios grandes a diferencia de
ios empaques esféricos, pero no estan disponibles generalmente menos de 5 micras de didmetro
Unos tiene dreas superficiales especificas mas altas que aquéllos que se encontraron en particulas
esféricas En general, las particulas irregulares son mas dificiles de empacar que las particulas
esféricas Columnas empacadas con particulas irregulares pequefias pueden exhibir estabilidad en
el empague mas pobre que aquéllos preparados con particulas esféricas del mismo tamanc Sin
embargo, el rango de tamanos de las particulas mas grandes y areas superficiales asi como el precio
es mas bajo, por lo que hace a las particulas irregulares sean mas atractivas para las aplicaciones
preparativas

Particulas Esféricas

La mayoria de los empagues analfticos actualmente disponibles son esfénicos Estes son méas
factles de empacar que los de forma irregular Pueden tograr un buen desempefio, una buena
estabilidad de la cotumna, una baja presién y reproducibiidad Los materiales esféricos estan
dispenibles en tamafios de particula de 3 um a mas de 20 um El tamafio de particula mas popuiar
para las columnas analiticas es de 5 um, pero el usc en columnas cortas es de 3 pm, el cual va en
aumento Esto se debe al hecho de que en la preparacion de columnas de 3 am, la tecnologia ha
mejorado durante fos ditimos afios Hoy, 1as columnas cortas de 3 um logran el mismo tiempo de
vida media y desempefio como las columnas de 5 um, pero proporciona el beneficio de tiempos del
analisis mas cortos
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Las estadisticas mdican incluso una tendencia a emplear particulas esféricas, no por razones
de resolucion (g1 bien es probable que la particula esférica pueda empaquetarse mejor, resultando
indirectamente en una columna mas eficiente), sino simplemente de “resistencia mecdnica de la
particuta”, menos sensible al desgaste, y a ia mayor "permeabilidad’ de la columna al paso de la fase
movil, resultando en menores presiones y con ellc a un menor "desgaste” del equipo En
cromatografia preparativa, en cambio, se emplean particulas maycres, de 10 a 200 um de didmetro,
que ofrecen mejor balance resolucidén- permeabilidad La tabla 5 3 muestra la coamparacion entre
particulas irregulares y esféricas

! . I e w"“u:: Ea!:‘ ‘J,‘.’V‘u”.jf ? f: i '{:‘ 7 . - 7_“
| PROFIEDAL IGULAIRREGULAR: | P
Tt ey T ‘- o Hs ) G A B ;
Estabilidad + okt
Rango de Tamafio de
Particula T "
Cromatografia
Analitica ' o
Cromatografla et +
Preparativa

Tabla 5.3. Comparacién entre particulas irregulares y esféricas

Diametro de la Particula

El tamafo de particula del matenal de empaque tiene un efecto en dos pardmetros. El
primero es la presion de operacién de la columna La presién aumenta en funcién inversa al
cuadrado del diametro de la particula. E! segundo es la eficiencia de fa separacion Las particulas
mas pequefias dan eficiencias mas altas a una longitud de columna constante, debido a la
trayectoria mas corta de difusién. Un buen empaque de columna de 3 pm dard una eficiencia de
separacién casl dos veces equivalente a una columna de 5 pm, pero la presién de operacion es
cuatro veces mayor a la misma longitud de la columna y a una velocidad lineal.

Actualmente, el tamafio del empaque mds popular es de 5 ym  Particulas de este tama#fo
exhiben eficacias mas altas que empaques de 10 ym en un momento de analisis dado, y con una
presidn razonable. Empaques de 3 pum en columnas cortas estdn stendo mas populares. Los
empaques anteriores utihzados en columnas con particulas de 3 wm sufrian una vida corta, pero hoy
la tecnologia ha mejorado de manera exitosa, para que pueden obtenerse eficiencias aitas con
empaques modernos de 3 a 3.5 um sin comprometer vida de la columna,

Particulas de_3 um. 51 escoges un empaque de 3 ym de diametro de particula, puedes
obtener andlisis muy rédpidos sin pérdida de la eficiencia o sin sacnficar |a vida de la columna,

Particulas de 5 ym E£s la opcién del tamanfio de particula para ia mayoria de las columnas
analiticas rutinarias, debido a la combinacién en un aite desempefo de la separacidn y una presidn
de operacién moderada

Particulas de 10 jum Es el tamafc de particula normal para las aplicaciones analiticas,
empaques de 10 um tienen la habilidad de dar buena resolucion con eficiencias moderadas, a una
presion de operacion baja, incluso con celumnas largas

Particulas mayores de 10 gpm. Particulas mayores de 10 um son principalmente aphcadas
en cromatografia preparativa. Un rango creciente de materal preparativo esférico estd disponible
hoy, pero con un limite de tamano de 20 pm Empagues mayores de 20 um s6lo estan disponibles
en particuias de formas rregulares
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Estructura Quimica

Debe hacerse una diferencia entre la estructura interna de la particula y la estructura quimica
superficial, ya que es estd Gltima la responsable de los procesos de retencién Para que durante e
proceso cromatografico se produzca una diferenciacién entre las moléculas def analto y las de la
fase moévii, la superficie del adsorbente debe funcionar como un receptor de las moléculas del
analito La estructura quimica superficial es diferente de la interna y estd constduida por grupos
funcionales activos, naturales o producto de una modificacidn inducida y permanente

CONTENEDOR

Material

La cromatografia liguida convencional usa columnas de plastico o de vidrio gue pueden ir de
unes centimetros a varos metros Las longitudes mas comunes son 10-100 ¢m, las columnas mas
largas se usan para las separaciones praparativas

La columnas para Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn {CLAR) son tubos de acero,
tipicamente de 10-30 cm de longitud y 3-5 mm el didmetro interno, Columnas analiticas cortas,
rapidas, y guarda columnas que se ponen antes de una columna analitica para entrampar basura y
prolongar la vida de |la columna analitica por més tiempo son generalmente de acero inoxidabie y de
3-10 cm de fargo

Longitud

La longitud de la columna mnfluye en tres parametro de mucha importancia Ellos son la
eficiencia, la retencién (tiempo de andhsis) y la presién del sistema La eficiencia de la columna es
proporcional a la longitud de la columna Columnas mas largas son usadas cuando la separacidon de
picos es pequefia y se requiere una columna mas eficiente (esto es, picos estrechos)

La retencién del soluto es proporcional a la longitud de la columna. Cuando fa eficiencia se
aumenta incrementando la longitud, hay un incremento significativo en el tiempo de anélisis La
figura 51 muestra las diferencias en resolucidn y en retencién para tres longitudes de columna
diferentes

Figura 5.1, Longitud de Columna, Comparacién de Resolucion y Retencion

La presidn en la columna es cast proporcional a 1a longitud de la risma Columnas largas ¢on
didmetro pequefio requieren presiones extremadamente altas, mientras que las cortas y de didmetre
ancho requieren una presidn muy baja Ninguna de las dos situaciones es muy practica y pueden ser

un facter mitante
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El costo de las columnas estd directamente ligado a la longitud de las mismas Duphcando la
longitud casi significa duplicar el precio de esta columna Cuando se aumenta la eficiencia alargando
la columna hay un incremento significativo en el costo de la columna

Diametro

El diametro de la columna tiene influencia sobre cinco pardmetros de mucha importancia.
Ellos son la eficiencra, la retencidn, la velocidad de flujo, ta capacidad de la columna y la presidn del
sisterna

Las columnas de menor didmetro interno (D31) empacadas con rellenos de alto rendimiento,
permiten reducir el consumo de solvente {fase méwil). A su vez, la reduccién en la dilucién de la
muestra aumenta la sensibilidad del andlisis. Esto es de especial importancia cuando la cantidad de
muestra es limitada. En base a una cierta longitud de columna y velocidad lineal, los valores en la
tabla 5 4 muestran un aumento progresive en el ahorro de solvente y sensibilidad a la muestra, a la
vez que disminuye el DI de la columna

4.6x 150 1.50 430 114 11,000 40
302250 1.06 240 8.0 19,000 58
30150 0.64 188 4.8 11,000 74
2.1 150 0.30 94 24 11,000 87

Tabla 5.4. Parametros de la columnas

L.a eficiencia de la columna también es atnbuido a su didmetro Es decir que las columnas de
didmetro mas pequefo generalmente tiene una mayor eficiencia y se usan cuando no hay una buena
separacidn y se requiere de una alta eficiencia {esto es, picos muy estrechoes). La figura 5.2 muestra
la diferencia en resolucidn entre dos celumnas de didmetro diferente

Las columnas podrian describirse en tres categorias:

» Medio - tamafio - 30 mm
~ Calibre - estrecho - 2 1 mm
» Micro calibre - 1 0 mm o menos

Medio-tamailo

Esta columna realiza un desempefio casi éptimo en la mayoria de los equipos CLAR. Por
consigulente, puedes esperar usar un 589, menos de solvente en comparacién con una columna de
46 mm L.D, esencialmente sin ninguna pérdida de la eficiencia, sobre todo en la retencién con una
k' =3 ¢ mayor

Calibre - estrecho

Esta columna no funciona bien con la mayorfa de los equipos CLAR existentes en el
laboratoric Requiere de un volumen internc bajoe del sistema en el inyector, en la celda de flujo del
detector, y en las conexiones Esto verifica que el volumen extra columnar total del sistema sea
efectivarnente menor de 10 microlitros S es mds de 10 microlitros, el desempefio de la columna se
verd afectado incluso un volumen pequefio extra columnar de 50 rmicrolitros causard una pérdida
en la eficacia de la columna
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Micro - calibre

Las columnas de micro-calibre exigen un volumen sumamente pequefio en el sistema de la
columna, significativamente debaio de o que es practico para la mayoria de los equipos CLAR De
modo que no intentes usar coiumnas de micro-caltbre a menos que tengas el equipo apropiado La
mayoria de los fabricantes de cofumnas no han hecho todavia columnas de 1 O mm disponibles en
una base regutar

Figura 5.2. Diferencia en reselucién entre dos columnas de diametro diferente.

51.3 FAst ESTACIONARIA

Todos los tipos de cromatografia se pueden realizar en ef modo de alta resolucion, por lo que
se dispone de fases estacicnarias para todo mecanismo de separacidn comuin Entre éstos se
incluyen adsorcién liguido-sélido, particién liquide-liguido, intercambio 16nico, exclusidn molecular,

etc

Un soporte comin es el de particulas microporosas de silice con didmetre de 5 a 10 mm
Comparada con las particulas de forma irregular, la variedad esférica (mds costosa) produce
separaciones un tanto mejores (10 a 209 menor altura de plato), genera picos mas simetricos,
reduce en 109% el volumen de la fase mdévil en la columna (volumen intersticial), se empaca de
manera mas estable, y requiere de 10 a 309 menos de presidn para un gasto dado Las particuias
esféricas tienen excelentes caracteristicas microporosas, de empaque y tienen menor resistencia al
flujo del solventes, pero reduce la capacidad de muestra y la eficiencia de la separacién Las
particulas microporosas scn del toedo permeables al solvente

En CLAR también se utilizan soportes menos rigidos que los de silice {(como los de
poliestireno, debido a sus tamafios de poro favorables para las separaciones por exclusién

molecular
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La cromatografia de adsorcidon se reabiza directamente en la superficte de las particulas de
silice Sin embargo, mas a menudo la cromatografia de particidn liguido- liquido se realiza con una
fase estacionaria unida covalentemente a grupos silanol en la superficie del silice

En cromatografia de fase hgada, la particula base de silicagel se modifica gquimicamente para
reemplazar sus grupos funcionales activos, los silanoles, de caracteristicas polares, o determinados
grupos funcionales: octadecisilano (frecuentemente llamado ODS o C18), octilsilano {C18), fenilo,
clano (CN), mino, diol, etc.

En algunos casos, la misma fase ligada puede ser empleada en fase normal o reversa segun el
tipo de fase mévil usada Por ejemplo, un relieno ligado a grupos ciano funcionard en fase normal si
la fase mdvil es hidréfoba (por ejemplo iscoctanc) o en fase reversa, cuando se emplean mezclas
hidroalcdlicas

Cromatografia de Particién

La fase estacionaria esta hgada a las particulas inertes de 3-10 pm de diametro, con tamafios
mas pequenos, 3-5 pm, se usan en columnas analiticas, y las particulas mds grandes se usan en
escala preparativa CLAR Los analitos se separan cuando eilos viajan a través de la columna debido a
las diferencias de particién entre la fase mdvil y 1a fase estacionana

Cromatografia de Adsorcién

La fase estacionaria en cromatografia de adsorcién es silice o particulas de alimina. Los
analitos son separados debido a su variable grado de adsorcidn hacia las superficies sdlidas La
ventaja principal de la cromatografia de adsorcidn esta en la separacién de 1sémeros que pueden
tener caracteristicas muy diferentes de fisisorcidn debido al efecto estérico en las moléculas,

Cromatografia de Exciusion Molecular

Las fases estacionarias de mayor empleo son los geles, existen tres tipos de geles; blandos,
semirrigidos y rigidos. Los primeros no pueden utilizarse en CLAR porque el caudal y 1a alta presidon
generada provocan deformacidn de particulas y producen canales y grandes voldmenes muertos

Los geles semirrigidos denominados también geles macroporosos, estan constituides por
polimeros con un elevado grado de entrecruzamiento Existen dos tipos de geles semirrigidos: los de
poliestireno-divinilbenceno convencionales y los geles hidrofiices Los materiales de rellene rigido
son materiales inorgdnicos, tipicamente vidrios porosos y silica porosa que se asemejan mdas a
vidrios que a geles, aunque por analogia con los antenores se los continda llamando geles

Cromatografia de Intercambio lénico

En la cromatografia de intercambio idnico, la fase estacionana contiene grupos funcionales
idnicos y retiene el soluto, de caracteristicas 16nicas pero de signo opuesto, intercambiandolo en un
proceso reversible con iones de la fase moévil

Los intercambiadores anidnicos contiene un grupo ionogénico fuertemente o débilmente
acido, Los intercambiadores catidnicos, por su parte, contienen grupos ionogénicos fuertemente o
débilmente bdsicos

Fases estacionarias Quirales

Las separaciones de mezclas enantioméncas son muy discutidas porque 1os 1sdmeros dpticos
son quimicamente (dénticos Los analitos quirales pueden ser separados usando una fase
estacionaria quiral Un (s6mero Gptico de una molécula quiral normalmente se une a un polimero
que se cubre con una material de silica condensada Las separaciones ocurren porque los analitos
quirales actiian reciprocamente con los 156meros de la fase estacionana diferentemente
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51.4 COLUMNAS DE FASE REVERSA

Las columnas de fase reversa tienen ei mas amplio rango de aplicaciones de cualquier tipo de
columna CLAR Por tanto, al analizar una mezcla desconocida, es comin usar primero una columna
de fase reversa La retencion en CLAR de fase reversa estd relacionada con la hidrofobicidad del
anahto y los compuestos mas hidrofébices (menos polares) eluyen al dltimo Por lo regular, la fase
moévil  consiste de una mezcla de solventes orgdnicos polares (metanol, acetemtnio o
tetrahidrofurano) con agua y buffers o sales afiadidas para controtar el grado de jomzacién del
anafito

Las fases estacionanas tipicas son fases hgadas de silica con hidrocarburos alifdticos como
hgandos QOtro empaque para la cromatografia de fase reversa son, alimina, polimeros como el
metacrilato, el estireno-divinilbenceno, etc, al que se une quimicamente un compuesto que contiene
un grupo funcional determinado

Silicagel

La silicagel empleada en cromatografia, es un sélido amorfo y poroso, de gran area superficial

(30 a mas de 500 mzlg), alto volumen de poro (0.4 - 1.2 mi/g) y un diametro de poro uniferme y
comprendido entre 60 y 300 A° aungue pueden emplearse mayores didmetros de poro
Quimicamente puede definirse como un éxide de silicato hidratado, de tipo (SiO; HzO)n, en el cual
sus dtomos metdhcos internos estan ligados entre si por atomos de oxigeno (puentes siloxano Si-0-
Sy los superficiales pueden ser de tipo "hbre”, "vecinal” o "geminal’ y son los responsables de la
actividad superficial (hgura 5.3) La silicagel es fuertemente higroscépica y el agua fijada por
puentes de hidrégenc a los silanoles es responsable de su bloqueg y pérdida de actividad La
silicagel es insoluble en solventes no polares, como los empleadoes en fase normal, pero es soluble
en agua, hasta 100 ppm a temperatura ambiente y pH neutro y aumenta mucho a valores de pH

mayares que 7 5

E! mitado rango de estabilidad a la disolucién de la silicagel en funcidn del pH ha llevado al
desarroilo de otros soportes, de base polimérica, como alternativa. Actualmente, la silicagel sigue
siendo el materizl de base de mayor emplieo, pero 10s rellenos de base poliménca, gue permiten
trabajar en amplios rangos de gH (1 a 13) tienen una difusién creciente

Puente dé hidrégeno.

[01]] l OH Hidroxilo

l | libre
POROS /8!-—-0—*/51 4'

P o~
A Tl Union

PARTICULAS DE -
SILICAGEL o
~ S
B
s\ o
OH

o, O

Silanol gerninal

Figura 5.3. Estructura de la silicagel, mostrando sus poros y la
estructura quimica interna y externa,
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.

La mayor parte del matenal disponible comercialmente estd formado por silicagel a la cual se
ha untdo un grupo funcional por umén covalente de tipo siloxano (Particula-Si-0-R)

Las uniones del grupo funcional a la silicagel son basicamente cuatro.

1_Tipe éste (Si-OR). Este tipo de unién se forma entre los silanoles y un alcohol y es
empleada en cromatografia de gases

Part-SiOH + R-OH — . Part-SiOR + H0
Part = particula
2 Tipo _amino (Si-NR2). Preparada por reaccidn de la silicagel con cloruro de tionilo y el

producto de ésta reaccion con una amma. Esta fase estacionaria es mas estable que la de tipo éster,
pero sélo en el rango de pH comprendido entre 5y 7.

Part-SiOH + SOCl, ———— Part-Si-Cl
Part-Si-Cl + NHRz ——————P Part-Si-NRp+ Hz0
3 Tipo carbono (5/-CR3). Se prepara en dos etapas: una halogenacidn de la silica con cloruro

de tionilo similar a ta que se efectla para el tipo amino, seguida por una reaccién con un reactivo de
Grignard.

4 _Tipo siloxano (Si-0-8iR3). Es la de mayor difusion (practicamente total en rellenos de base
silica). Se sintetiza por reaccton de los silancles de la silica con organo-n-haio-sslanos (generalmente
clorositanos), que pueden ser (a) monofuncionales, (b) bifuncionales y (¢} trifuncionales Por
ejemplo, para un clorosilano:

R R R
cr— Ji—R cr— ii_R cr— .J,i"*m
4 ! s
E) (b) (©

La mayor reactividad corresponde al {riclorosilano y la menor al moneclorositano.

En una separacidn de fase reversa, los silancles superficiales que nc tlegaron a silamzarse,
pueden dar lugar a mecanisimos mixtos de retencidn, fuerte retencidn de solutos polares, picos
asimétricos con solutos bdsicos (por su naturaleza acidica), adsorciones indeseadas e incluso
cdisminuir la vida media de la columna, por ofrecer un blance al atague por agua a la silicagel
subyacente la fase hgada

Para eliminar o reducir el efecto de los siianoles superficiales, muchas veces se completa la
sifanizacién con moléculas grandes (que dan ongen a reltenos de C18 y de CB) con un segunda
sifanizacion, pero con una molécwla mas chica, por ejemplo, trimetilclorosilano o
hexametildisilazano. Este proceso, conocido como "end capping” , puede completar la cobertura de la
matriz, pero como se ha wvisto y como puede demostrarse por técnicas de intercambio isotépico,
guedan aln grupos sin reaccionar Es poce probable que los solutos que habitualmente se manejan
en cromatografia de fase reversa puedan penetrar hasta zonas en 1as cuales no lo ha hecho el
tnimetilciorosilano El tipo de sustituyente mds empleado en fase reversa es de tipe alguilico,
especialmente C18 y en menor proporcién C8, con o sin end capping, con menor o mayor grado de
cobertura (capa monomérica o poltimérica),
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En cromatografia de fase reversa, se observa que para 1gual carga de carbén, a mayoer longitud
de cadena corresponde mayor retencidn La retencidn de una serie de solutos aumenta con la
longitud de la cadena hidrocarbonada de [a fase ligada En primer lugar, se comprueba gue a mayor
hidrofobicidad del soluto corresponde mayor retencidon

Al aumentar la iongitud de la cadena hidrocarbonada de Cl a C22, la retencidn aumenta
como maximo en un factor de 10, a diferencia de la vanacién de retenciédn que puede obtenerse por
adicion de un modificador organico, en cuyo caso la retencién se reduce en un factor de 2 a 3 por
cada 109, de modificador agregado

La influencia de ia fase movil sobre la selectividad en fase reversa es mucho mayor que la
debida a ia fase estacionaria Aparentemente, la posicidn terminal de la cadena hidrocarbonada de la
fase hgada es la que participa en el proceso de separacidn, como se puede ver en la figura S uno
de ellos posee un grupo apolar de mayor tamano, la superficie de contacto con |a fase estacionana
serd mavyor y retendrd mas S fas cadenas fueran muy cortas, la diferencitacidn entre ambos solutos
seria menor y st el soluto fuera de gran tamafio molecular, solo cadenas largas podrian separarlo
eficientemente

515 COLUMNAS DE FASE NORMAL

La cromatografia en fase normal (FN) se realiza sabre fases estacionarias hidraliticas como la
silice o alimina microporosas y con sclventes de mediana a baja polaridad como fase méwl. Es un
método apropiado para la separacion de sclutos de polaridad mediana a alta y es de suma utilidad
para la separacion de (sémeros posicionales con sustituyentes polares

El mayor inconveniente de [a fase normal se debe a la alta actividad det material de relleno,
aue tiende a absorber agua y solventes polares en su superficie. Como censecuencila, su
comportamiento puede modificarse en detrimento de la reproducibilidad de resultados

La cromatografla en fase normal puede efectuarse scbre particulas totalmente porosas de
sifrce, alimina o materiales de fase ligada cuyo comportamiento, segin la naturaleza de la fase
mdvil, responde a esta modahdad Es decir, dado que la polandad de los rellenos de fase ligada no
es tan alta como la de la silicagel o la de la alimina, es posible utihzar, por ejemplo ¢on una
columna de grupos ciano fases méviles de polandad menor al del grupo CN con lo cual el
comportamiento serd el de la fase normal, ¢ fases méviles de mayor polandad que el grupo CN,
resuitando en fase reversa

La funcionalidad de los relienos de fase ligada utiiizados para fase normal pueden responder a
grupcs diol, ciano, nitro y amine, en orden creciente de polandad, como se muestran enlatabla 55

Civeague [

Silwce Iis un adserbente de propuesta general

Iis up adsorbente de propuesta general, mayor retencion que la silhica; separa

Alunma .
2IUPOS AroMAtIcos

el Menos polar que la silica, de rapido cquilibrio

CN Adsorbente de menor retencion en fase normal

Ls e} mds polar de la fase hgada, diferenle selectividad que la sihica, separa
giupos de hidrecarburos aromaticos

Nt

Tabla 5.5. Rellenos de fase ligada utilizados para fase normal
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La mayor ventaja de éstos sobre los rellenos tradicionales de silicagel reside en la menor
frecuencia de retenciones irreversibles, menor influencia del agua y en una respuesta mucho mas
rdpida al cambio de solventes

Al 1igual que en fase reversa, estos materiales conhenen grupos silanoles libres que pueden
dar lugar a retenciones inespecificas. El resultado es, como en aquel caso, taling y picos mal
definidos para solutos muy polares. La solucién, también como en fase reversa, puede hallarse
faciimente agregandc 0.5 - 19, de un acido (fosférico, acético) para solutos acidos, o una base
(trietitamina, propilamina) para solutos bésicos

Silice
La sihice microporosa es, el material de relleno preferido para las separaciones en fase normal

Es un materal de alto poder de adsorcién, amorfo, de composictdn (Si0, - Hx0) que se utiliza en

forma de xerogel de drea superficial muy elevada (30 a 550 mzlg), con tamafio de poro de 60 a 300
A® y vollimenes de poro de 08 a 1 2 ml/g La tabla resume algunas caracteristicas de materiales
comerciales

Y Mll\‘fI‘El}IALL : ﬁi;..‘asﬁfwl}iglg), I M
LiChrosorh Si 60 500

LiChrosorb 81 100 5-7- 10 300

LiChrospher 8i 100 5-7-20 250

LiChrospher Si 300 10 250

LiChrospher S1 300 10 60

LiChrospher Si 1000 10 30

LiChrospher S1 4000 10 10

Tabla 5.6, Relacion entre didmetro de poro y drea superficial en
particulas de silicagel. Los términos dp, as y pd corresponden a diametro
de particula, drea superficial y didmetro de poro respectivamente.

Es claro que el drea superficial de la sihice estd estrechamente vinculado al tamario de poro, y
que ia retencién lo estd con el 4rea superficial. Asi, a menor tamaiic de poro corresponde mayor
area superhcial, y por ende, mayor retencidn del analito Sin embargo, como el didmetro del poro se
relaciona también con los fenémenos de exclusion por tamafio, no se emplean materiales de
diametro de poro menor a 60 A° ya que se ha observado alin moléculas pequefas tienen acceso
restringido a poros mas chicos.

E! tamafo y la morfoiogia de las particulas puede vanar, pudiendo optarse por materiales de
reileno esféricos o wregulares, con tamafios de particula desde 3 hasta 10 wm, siendo los mds
ubilizados los de 5 y 10 um. Se admite que, en esta modalidad cromatogréfica, el proceso de
adsorcién del analito estd gobernado por 10s grupos hidroxilo (silano Si-OH) presentes en la
superficie de la sihce Existen tres tipos diferentes de grupos silanol: vecinal, geminal y aislado que
Interactian con el analito por medio de enlaces de hidrégeno

CH lOH OH OH 'OH

I
“8iTOTSsI - 5T TS
Silanol vecinal Sitanol geminal Silanol aislado

La retencidn del anaiito depende de fa concentracion de grupos stanoles por umdad area
superficial del matenal de relleno, cantidad variable segtn el tipo de silice empleado, del método de
obtencién del material, de las condiciones de elaboracidn, y de las condiciones de almacenamiento
Es asi comprensible que las propiedades de las diversas silices comerciales varien de fabricante en
fabricante y aun entre distintos lotes de un mismo fabricante, debido a las diferentes condiciones de
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elaboracidén o a las vanables dei proceso, aunque la vanacidn es menor que la observada en los
materiales de fase ligada

La presencia de agua en este tipo de material es muy importante ya que influye mucho en la
retencién de fos solutos El agua puede existir en la silice de dos modos diferentes’ como humedad
adsorbida a los grupos actives o como agua de constitucién, formando parte del material. La
prnimera de ellas se elimina a temperaturas de hasta 150 °C, pero a temperaturas mayores a 200 °C
comienza la condensacion de fos grupos silanol, que se deshidratan formando uniones sitoxano Por
encima de 600 °C todo el agua se pierde y todos los grupos silano! se condensan para formar
uniones stloxano

Cuando se hidrata la silicagel, el agua adsorbida fisicamente forma multicapas que van
llenando los pores de las particulas Cuando los poros estan totalmente llenos de agua, la retencién
de los solutos ya no obedece a fenédmenos de adsorcidn, sino a mecanismoes de particidn entre la
fase moévil y el agua adsorbida en la superficie del matenal de relleno, que desde entonces deja de
ser la fase estacionana para convertirse en un simple soporte de |la verdadera fase estacionana, el
agua Por otra parte, la presencia de grupos silanol superficiales confieren a la silice las
caracteristicas propias de los acido débdes Por ese motivo los analitos de caracter basico seran
retemdos mads fuertemente que los que posean caracteristicas neutras o &cidas Los analitos
ionizables suelen eluir muy lentamente y con un tailing pronunciado.

En estos casos, fa cromatografia puede mejorarse con el agregado de tetrahidrofurano (o de
aminas en general) a la fase moéwvil para la determinacién de analitos basicos, y acido acético (o de
acidos orgdnicos en general) para los analitos dcidos Si el tailing se debe a interacciones con los
grupos silanol de fuerte adsorcion, también es posible mejorar la separacion inactivandolos Para tal
efecto la adicién de pequerias proporciones de aicoholes {(metanol, isopropanocl) o de agua a la fase
mbvil, tiene el efecto de neutrahizar a los grupos muy activos y, por ende, mejorar el cromatograma

E! agregade de agua puede ademas ser importante en otros cases. Es conocido que la
presencia de trazas de agua en materiales no modificados de fase ncrmal produce efectos
dramaticos en la retencidn de los solutos Utihzando solventes no polares anhidros es posible que
por efecto de la propia humedad ambiental se produzcan vanaciones muy importantes en los
tiempos de retencién. £n este caso es recomendable saturar los solventes a utilizar con agua, o bien
agregar un moedificador polar a la fase moévil (metanol, 1sopropanol)

Es también posible disminuir la heterogeneidad de la superficie regulando su caracter acido
con el agregado de buffers para acondicionar la columna y estandanzar su comportamiento En todo
caso, debe tenerse en cuenta que la silicage} es insoluble en los solventes no polares habituales en
fase normal, pero es ligeramente soluble en agua, y que la sclubilidad en agua aumenta cuando el
pH es superiora 7 5

Alimina

la alimina es un dxide de aluminio hidratade de férmula Al,O; 'nH20, donde n toma valores
entre O y 3 La alimina cromatograficamente activa contiene v-allmina como componente
mayoritaric y otros éxidos de alunminio deneminados alGminas de transicién Esta y-aldmina se
obtiene por descomposicion térmica de la gibbsita o boehmita AIO(OH) a temperaturas
comprendidas entre 400 y 700 °C La alimina asi obtenida presenta una superficie especifica de 50

a 200 mg/g, con un volumen de poro de hasta 06 mi/g Ef didmetro medio de poro es de 100 a
200A° y la concentracion de grupos hidroxilados esta en el orden de los 3 rnmoles/m2

Una suspensién de altmina en agua puede presentar un pH cercano a 9 Esta aicalinidad se
debe a la presencia de sodlo, que se encuentra como dxido y como aluminato de sodio Asi, esta
alomina Hamada "basica” puede ser empleada como intercambiador catibruco Su neutralizacidn y
acidificacion hace incluso posible su empleo come intercambiador aménico Este caricter anfotérico
de la alimina permite la determinacién de solutos de caracter dcido y basico, pero deben evitarse
ios pHs extremos, que pueden llevar a la disolucién de la fase estacionana
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La superficie activa de la y-allmina presenta los rnismos Inconvenientes que la silice respecto
del agua adsorbida Por este motivo deben tenerse en cuenta las mismas consideraciones descritas
para la silice, aunque |as propiedades dcidas y basicas débiles de 1a y -alimina le confieren algunas
Interacciones adicionales que deben tenerse en cuenta.

También como con la silicagei, la retencidn obedece a mecanismos basados en puentes de
hidrégeno, con la posibilidad adicional de que los solutos interactiien con una sustancia muy rica en
electrones A diferencia de la silice, que pierde actividad al ser calentado por encima de los 200 °C, a
mayor temperatura de tratamiento de |a aldmina, al menos hasta 700 °C, corresponde mayor poder
de retencién

La v -aldmina es bl para la separacién de sustancias orgdnicas no saturadas, anillos
bencénicos e isémeros de antllos condensados

5.1.6 SELECCION DE LA COLUMNA

La seleccion de la mejor columna cromatogréfica para un andhsis puede causar dudas y
algunas veces es una tarea dificil. Mo existen técnicas infalibles, atajos, trucos o secretos para la
seleccidn de una columna, pero si existen algunas guias y conceptos que simplifican el proceso.
Existen tres principales pardmetros para seleccionar la columna:

® |3 Fase Estacionaria
¢ F| Didametro
® {alongitud

La Fase Estacionaria

Escoger la mejor fase estacionaria es la decisibn mas importante cuando se estd
seleccionando una columna Desafortunadamente, también es la mas ambigua y dificil

El método mas confiable es consultar la gran coleccidén de aplicaciones disponibles con los
proveedores y fabricantes de cclumnas (una posibilidad muy facil de accesar a través del Internet
con Hewlett Packard, Quadrex, J & W, Chrompack, Supeico, SGE, Alltech, etc), fabricantes de equipos y
en la literatura especializada (bases de datos, las revistas sobre cromatografia y quimica anaiitica
también disponibles en Internet). Suficiente informacion puede ser obtenida para simpliticar la
decisién o reducir el ndmero de columnas potenciales La situaciébn mas dificil es cuando no hay
informacién previa disponible

La seleccion de la fase estacionaria es mucho mas fdcill adn si solamente se tiene un
cromatograma disponible para todos o la mayoria de los componentes de la muestra. Los
conceptos de selectividad y polaridad de las fases estacionarias son muy 0Otiles cuando se
selecctonan fases estacionarias

El uso de la polandad y la selectividad como sinénimos no es exacto, pero si €5 muy comdn
La selectividad es determinada por las mteracciones fisicoquimicas de las moléculas del soluto con

la fase estacionarna

La polaridad estd determinada por la estructura de la fase estacionaria La polaridad tiene un
efecto sobre la separacidn, sin embarge, es solamente una de fas muchas propiedades de la fase
sstacionaria que influyen sohre ta separacion de los picos
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La selectividad puede ser concebida como la capacidad de la fase estacionarig para diferenciar
entre dos moléculas de solutos por diferencias en sus propiedades fisicas o guimicas La separactdn
es cbtenida si la interaccidn entre la fase estacionara y los solutos es diferente

Pasos para seleccionar la fase movil de una columna cromatografica

1 Con los distintos tipos de fases estacionarnas para cromatografia, suele haber varias
formas adecuadas de separar fos componentes de una mezcla dada (ver tablas 57 y 58) Estos
diagramas son el punto de partida para seleccionar una columna CLAR En alguncs casos, mas de
una columna es apropiada para un clerto andlisis Aunque existen ciertas reglas generales, es
recomendable primerc consultar la hiteratura técnica, metodologia oficial o algunos proveedores en
diferentes paginas de internet

Soluble en solventes organicos

Soluble on solventes
no polares © poco
polates  (hexano  a
CHCla)

Cromatografia dc
fase 1eversa ligada

[ €18, C8, €4, C2,
C1 fenile, clano

Soluble en
solventes con
polaridad

maoderada a grande
(CHCls a C1LOH)

i

Soluble ¢on
CHCly

Cromalografia
de adsorcion

| Silice I

Tabla 5.7. Guia para la eleccion del tipo de CLAR

Soluble en agua

|

No iénico o
par 10nico

IGénico

Soluble ¢n
alcohol,
acetonatnlo o
acetato de etilo

Cromatografia
de fase normal
ligada

Cromatografia
de fase normal
ligada

Ciano,
amme, diol
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Soluble en solventes organicos Soluble en agua

[ f

Tamafio  molecolar Tamaiio molecular No 1bmco o lénico
menor de 30 mn 30 a 400 nm par 10n1co
] Cromalografin
Cromatogratin = de Cromatografia Iidmetro idmetro d'c !111“01“111’10
fase reversa lgada de exclusién molecular del molecular del 1omco

molecular sohuto enor soluto de
de 30 nm 30 4 400 nm

( Cl18,C8,C4 ]

Cromatografia
Cromatografia de fase de exclusién
reversa ligada o de molecufat

interaccion hadidtoba

Resina tipo C18,
C8, C4, febilo o
poliéter

Tabla 5.8. Guia para la eleccion del tipo de CLAR

Un parametro de gran importancia para ia seleccién de la columna es la eleccion entre los
tipos de fase hgada En general, 8 mayor carga carbonada o a mayor lipofilicidad del sustituyente,
corresponde mayor retencién Sin embargo, la eleccion entre columnas de similar selectividad, por
ejempto C18 y C8, no stempre es tan simple, debido a los factores responsables la retencién La
tabla 5 9 muestra los diferentes tipos de relleno de fase hgada

2 Use la fase estacionaria menos poiar que le suministre una resciucidén satisfactoria y
tiempos de andlisis cortos, Las fases estacionarias no polares tienen tiempos de vida superiores a las
polares

3. Use una fase estacionana con una polaridad semejante a la de los solutos a separar
Trabaje esta aproximacion la mayoria de las veces, sin embargo la mejor fase estacionana no
siempre se encuentra uhlizando esta técnica

4 Si es posible, evite usar fases estacionanias que contengan una funcionalidad que genere
una gran respuesta con los detectores selectivos
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" MODIFICACION" |- GRUPQ.LIGADO/A SILICAGEL. | - S{COMENTARIOS, '
C1 -CHa metit para compuestos  muy
C2 -Cl1-CHs etil retenidos en C18
C4 -(CH):-CHs butal Andhsis mas rapidos que conn C18
Co -(CHa)s-CHjy hexil Anadhsis de péptidos y proteinas
FR de empleo gencrai  Algo mcnos c¢n
C8 (CH2)+-CHs octil cromatogratia de pan 16nico
Menos retentiva y miés rapida que CI8.
-(CH:)1+-CHa TR v Cromatogratia de Par Iomco (CPI) Es el
C18 ) ) , relleno mas empleado en FR y en CLAR en
octildecs! (ODSY)
general
FR y CPI Para compuestos modciadamente
Fewl ol .
(Phe) +(ClL)a-Phe ‘ polares Retencién sumilar a C8, pero con mayor
fenilpropsl selectividad hacta compuestos aromaticos
FR (solventes polares) y FN (solventes no
. - polares)
({'éa;:()) (CH2)s-CN Allen}anva con ventajas a la siheagel no
cianopropil modificada e FN En FR, retencion moderada,
con sclectividad hacia dobles enlaces y triples
enlaces
Nitre -(CHa2)3-Phe-NO, Separacion de compuestos con dobies enlaces y
{(NOy) nitrofentlpropil aromaticos en FN
Material mulliproposito en FN como alternativa
{(Cil)NTh de selectividad a CN, NO; v szhcagel,h en IR muy
. : empleada  en  anahsis  de  carbohidiatos, en
Amine . -
(NIL) cromatogrgtlﬂ de’ ullcr{:?mbm 10n10-0 come
aminopropil mtercambiador aménico débil, con bafters como
fase mdvil Solvente y muesira deben estar Libres
de celonas v aldehidos
Diol -(CHa2)-0-CH-CH> FN, F'R y CEM. Menos polar que la silicagel no
(OH) OB OH modificada, pero mdas polar que CN  Retencidn
Diel moderada en FR. Menos estable
N{CHs)2 -(Cl)s-N(CH3), Intercambiador anmonico débil
-503Na -(CHy%-Phe SOy Intercambiador catidnco fuerte
N(CH3)3' -{CH;%-Phe NMe;t Intercambiador aniénico fuerte
-COONa -COO" Intercambiador catidnico débsl

Tabla 3.10. Tipos de relleno de Fase Ligada.

5 Las columnas noctildecil {(C18) n-decil (C8), y grupos fenil (o sus equivalentes en otras
marcas) cubren un amphe range de selectividades, por lo tanto s1 cuentas con este conjunto de
celumnas en el laboratorio, tienes ia herramienta necesaria para resolver un sin nGmero de

problemas analiticos

6 Las columnas quirales son usadas para separar compuestos enantiomérncos, por ejempio

en sintesis orgdnica
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El Diametro
Pasos para seleccionar el didmetro de una columna cromatogréafica

1 S hasta hace pocos anos se hablaba de una columna "convencional’ de 25-30 cm de
longitud y 4 cm de didmetro interno (D 1), reliena con particulas de 10 mm de didmetro, irregutares
o esféricas, actuaimente se tiende a emplear columnas de 25 ¢m o de 10-15 ¢m de longitudy 0.5 a
20 mm de D 1, segn la resoluci6n requernida, y columnas de 3-6 cm de Jongitud con particulas de 3
nm en la denominada High Speed o Fast 1LC

2 Use columnas entre ¢ 5 s 3.0 mm de D | cuando requiera de altas eficiencias.

3, Use columnas de 39 a 78 mm de DI cuando requiera de una mayor capacidad de
muestra Estas a menudo proveen mejor resolucion

La Longitud
Pasos para seleccionar la longitud de la columna:
1 Empiece con columnas entre 15y 25 ¢m cuando desconozca la mejor tongitud

2 Las columnas entre 5 y 10 cm son apropadas para muestras que contengan selutos muy
bien separados o para muy poces solutos. Columnas mas cortas son usadas con columnas de
pequerio didmetro para reducir la presién de la columna

3 Las colummnas entre 20 y 25 ¢m se usan cuando la resolucidn no puede ser mejorada por
otros medios como: columnas de menor didmetro, diferente fase estacionaria Son mas apropiadas
para muestras complejas que contengan un gran nimero de solutos. Las columnas més [argas
tienen largos tiempos de andlisis y cuestan mas

5.1.7 CUIDADOS Y MANTENIMIENTO DE LAS COLUMNAS

Los cuidados y el mantenumiento que debe tener cualquier columna cromatografica en
general, son los siguientes,

Eficiencia
Temperatura
Conexidn
Contaminacion
Almacenamiento
pH

Eficiencia

Siempre que se adquiera una columna nueva se deben evaluar los pardmetros N, k', Ry a con
los que se puede llevar un control de vida de la columna Es recomendable teper una carpeta de
controt o bitdcora con el histenal de cada columna

Cuando se tenga pérdida en la eficiencia de la columna esta debe ser regeneradas,
reemplazar los filtros y comprobar su eficiencia caractenzdndola (N, &', Ry a)
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Para prevenir o evitar que la columna se dafe, se debe seleccionar adecuadamente las
condiciones de trabajo, en base a las indicaciones del proveedaor

Evite disminuir o aumentar bruscamente el flujo cuande la columna esté conectada para
evitar cambios bruscos de presién.

Evite solventes gue reaccionen con la columna {que cesgasten la columna)

Temperatura

Para evitar o prevenir variaciones en los tiempos de retencién y afimidad entre analito vy
columna, se debe de controlar la temperatura con la mayor precisidn posible dentro de los limites,
puede ser con bafo de agua u horno de resistencia eléctrica

Para evitar o prevenir disminucidn de la eficiencia de la columna por altas temperaturas, se
deben seguir Ias indicaciones del proveedor, por ejemple” columnas con base de silica no se deben
calentar por arriba de 60°C asi como algunas columnas de tamafics de particulas pequefios debido
a que plerden efictencia (N) hasta en un 50% cuando se calienta a temperaturas altas, para tamaros
de particula de 3 mm se degradan con temperaturas por arriba de 40°C

Conexion
Siempre venfique que las tuercas estén bien apretadas, para evitar fugas

Verfigue que el fitro sea et adecuado, que ia columna no este tapada per objetos extranos,
que &l didmetro de tas tuberias sea el correcto

Contaminacion

Use filtros y guarda columnas en linea, filtre y hmpie hasta donde sea posible muestras
suclas, cambia los filtros frecuentemente Lave 1a columna frecuentemente con un disolvente fuerte

Todo esto con el fin de evitar que las columnas se obstruyan, haya presiones altas, presencia
de picos fantasma & picos coleados

Almacenamiento

Almacene ias ¢columnas después de lavarlas, en disolucidn de algin disolvente orgénico con
agua en una proporcién 2:8, como por ejemple metanol, acetomitrifo, etc excepte para columnas de
permeacidn en gel gue se deben de almacenar en discluciones amortiguadoras con 0 19% de azida
Fs recomendable ver 1as indicaciones def fabricante

AsegUrese de colocar bien los tapones en los extremos de la columnas antes de almacenarlas
Todeo con la finalidad de prevenir ei crecimiento bacteriano

pH
Para prevenir o evitar cambios en la forma de los picos, degradacidon de columnas,
disminucién en el tiempo de retencién de compuestos no bhasicos y aumento en el tiempo de

retencién para compuestos basicos, se recomienda para empague de fase ligada donde la base es
silica, usar fases moviles con pH entre 2 5y 7 Use precolumnas con el mismo empague o de silica
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5.2 SOLVENTES

La fase méwvil en CLAR cumple un papel fundamental, ya que puede por si misma modificar
completamente la selectividad de las separaciones en fase normal y es, a la vez, el verdadero "motor”
de las separaciones en fase reversa, En CLAR es posible lograr un ndmero muy grande de diferentes
separaciones con una columna, tan sélo variande ta composicién de la fase méwvil

5.2.1 PROPIEDADES DE LOS SOLVENTES

No todos los solventes son adecuados para trabajar en CLAR, ya que l|a condicidn de estado
liquido no es suficiente por si misma para que una sustancia se pueda emplear como fase mévyl, Un
solvente apropiade para CLAR debe cumplir con algunos requisitos:

Alto poder solubilizante de kas muestras
Baja reactividad

Compatibilidad con el detector utilizado
Adecuado punto de ebullicion

Baja viscosidad

Segundad

Alto grado de pureza

Propiedades Quimicas
Alto poder solubilizante de las muestras

tn Cromatografia Liquida la muestra a inyectar debe estar completamente disuelta. Es
conveniéente que el solvente de disolucidn de la muestra sea la misma fase movil,

Si esto no es posible, y de hecho muchas veces no lo es, se debe tener encuenta tanto la
miscibilidad entre el solvente de disolucidn y la fase mavil, como la posible precipitacién de
componentes de ia muestra al estar en contacto con ta fase méwl Es asi que, cuando se trabaja con
muestras de origen bioldgico, se debe, en primera instancia, eliminar las proteinas, pues precipitan
en contacto con los solventes orgdnicos presentes en la fase mavil.

La insolubihdad de las muestras en la fase movil pueden acarrear problemas como:
precipitacidn de los compuestos menos solubles en la cabeza de la columna, lo que se visualiza por
un aumento de la presién al cabo de varias inyecciones

El problema se puede agravar si la precipitacion ocurre en un sector central de la columna, ya
que si el caudal de! solvente debe interrumpirse, 0 no puede restablecerse, ta columna no podrd ser
lavada m recuperada

Otro inconveniente derivado del empleo de un solvente de muestra, diferente de la fase méwvil
estd dado por la aparicion de picos extrafios al cromatograma verdadero, debidos a la sefial del
mismo solvente (en general en el volumen muerto), o bien a la elucién de impurezas retenidas en |a
columna

Baja reactividad
Los solventes con un elevado grado de reactividad no se utihzan en CLAR, ya que pueden

reaccionar con la muestra, la fase estacionana, o los componentes del equipo cromatografico Asi
por efemplo ne se utihzan olefinas, nitrocompuestos, aldehidos nt cetonas
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Los solventes con grupos ceténicos se deben ewitar particularmente con columnas de fase
ligada a grupos amino, dado que el producto de reaccidn, una base de Schiff, es estable y la
degradacidn ocasionada es trreversible

Compatibilidad con el detector utilizado

El detector CLAR mas difundido es el espectrofotométrico, es habitual elegir un solvente
"transparente” a ta longitud de onda de trabajo. Esa transparencia se puede evaluar por la longitud
de onda de corte ke, es decir, la jongitud de onda a la cual 1a absorbancia del solvente, en una celda
de 10mm de paso 6ptico, es igual a 1 unidad de absorbancia empleando aire como referencia (ver
tabla 5 11) Por ejemplo, si un solvente tiene su longitud de corte a 254 nm, no puede utilizarse a
230 nm pero si a 280 nm Solventes como el tolueno (ke 258 nm) y acetona (k. 330 nm)
practicamente no se emplean, ya que la sefial de fondo que producen en un detector convencional
{absorcién de base, debida a la fase mdvii) es tan alta que impide, no sélo la medicién de los
compuestos eluidos, sino Iinclusc ef ajuste de cero del instrumento Como contrapartida, el metanot
(Ac 205 nm) y el acetonitnlo (e, 190 nm) son los solventes mads empleados en CLAR,

Sin embarge, ia longitud de onda de corte del solvente puro no es el dmico pardmetro a
considerar, ya que la presencia de impurezas puede aumentar considerablemente el valor tabulado
Por ejemplo, el hexano grado analitico normalmente estd contaminado con trazas de benceno, y no
puede utilizarse como fase méwvit en CLAR a longitudes de onda menores a 250 nm

v SOEVEN [ LONGITUD:DE ONDADECORTE (e im)’
Agua 0
Acetona 330
Acctonitnilo 190
Coclihexano 200
Ciclopentano 200
Clorotormo 245
Ciloruro de metilo 233
Dimetilsulfosido 2068
Dioxano 215
Etanol 210
n-Heptano 195
n-llexano 190
Isooctano 197
Isopropanel 205
Metano! 205
n-Pentano 195
- Propanol 240
Tetraludroturano 212
T'olueno 285

Tabla 5.11. Longitud de onda de corte {hc) de algunos solventes

Adecuado punto de ebullicion

En general, se prefieren los solventes de puntc de ebullicién intermecio S el solvente tiene
bajo punto de ebuliicién, su volatihdad es alta y la composicién de la fase mévil puede vanar durante
la jornada de trabajo por otra parte, el ciclo de descompresién en una bomba reciprocante puede
llevar a la formacidn de burbujas, o que se asocia con irregutandad del caudal, atascamiento de
pistones, etc Por el centrario, un alto punte de ebulhcidn se correlaciona, por lo general, con alta
viscosidad Esto dltimo es sinédnimo de alta presiéon (con etflo menor vida media de tos componentes
del instrumento) y baja eficiencia Sin embarge, un solvente viscoso puede resultar muy (til para
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modificar la selectividad del sistema, v puede ser apropiade s1 se emplea en baja proporcién (ver
tabla512)

"SOLVENTE 1122 RUNTODE EBULLICION $@1Fe VISCOSTDAD:CPS A G
Apua 100 089
Acetona 56 0.30
Acetonitrilo 82 034
Cocliliexano 81 0.90
Ciclopentano 49 0.42
Cloroformo 61 (4 53
Cloruro de metilo 40 0.41
Dimetilsultosido 189 200
Dionano 101 120
Etanol 78 108
n-Heptano 98 040
n-Ilexano 69 030
Isooctano 0y (.47
Isopropanol 82 1.90
Metanol 63 034
n-Pentano 36 022
n- Propanol 97 1.90
Tetrahidrofurano GO 046
Tolueno 100 0.55

Tabla 5.12. Propicdades de los solventes habituales en CLAR

Baja Viscosidad

La viscosidad (n) de los solventes estd estrechamente relacionada con la presidn del sistema,
Con solventes viscosos, la eficiencia de la separacién es menor debilo a que el coeficiente de
difusién de la muestra se reduce, y se dificulta la transferencia de masa del soluto entre la fase mévil
y la fase estacionaria

El aumento de ta viscosidad reduce la permeabilidad de la columna, y al mismo caudal la
presiéon serd mayor que la producida por un solvente de baja viscosidad Por este motive, se prefiere
evitar e} uso de solventes de alta viscosidad como el dimetilsulféxido (n: 2 00 cps) o isopropanol (n:
1 S0 cps).

En el caso de mezclas de solventes, la viscosidad de la mezcla, depende preferentemente de
la viscosidad del solvente menos viscoso. Sin embargo, este no se cumple en el caso de mezclas de
solventes de fuerte asociacién como las que habitualmente se utilizan en cromatografia liquida de
fase reversa, donde la wviscosidad de la mezcla resylta mucho mds elevada que la de los
componentes puros por ejemplo la viscosidad méxima de una mezcla metanol- agua se da para un
409, de metanol, y en la mezcla acetonitniio agua, para un 10% de acetonitrilo

Seguridad

Como en cualquier método analitico, en CLAR debe evitarse el empleo de solventes que por
sus caracteristicas {en particular flamabilidad y toxicidad), representan un serio riesgo para el
operador. En general, se recomienda no utilizar solventes de alto grado de toxtcidad como el sulfuro
de carbono, benceno o tetraclorure de carbono y tomar precauciones durante la mampulacidén de los

otros solvenies
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Alto grado de pureza

Los solventes empleados en CLAR deben cumplr, come se ha visto, ciertos requisitos de
cahdad La presencia de impurezas puede, por un lado, rnducir modificaciones de la selectividad de
la fase méwvil, y por otro contribuir a una sefal de base importante en el detector (absorbancia,
reacclones de dxido reduccidn, etc )

Lta utihzacion de solventes de menor cahdad sin postenor purificacidon puede parecer
econdrmicamente tentadora, pero los posibles problemas asociados resultan en general en mayores
costos

A veces no es posible obtener comercialmente un solvente de buena pureza En estos casos
pueden emplearse solventes de menor calidad, pero se recomtenda una purificacidon previa

Propiedades Quimicas

La separacidn cromatografica se produce por un balance de afinidades entre la muesira, la
fase méwvil y 1a fase estacionana Las propiedades quimicas de ta fase méwl son las que establecen el
tipo y fuerza de interaccidn entre el solvente y la muestra, y en consecuencia, son determinantes de
la separacién La tabla 5 13 representa una muestra del tipo y magnitud de esta propiedades para
algunos solventes, que pueden definirse como

Indice de polaridad. Es la resultante de todas las propiedades quimicas e intenta medir
cuantitativamente fa "fuerza” de interaccién de los solventes frente a solutos polares

Fuerzas Dispersivas: Indica la polarizabihdad (facihdad de polanzarse) de una molécula y
aumenta con el nGmero de electrones de la misma y con la distancia de éstos al nucleo

Capacidad Aceptora 0 Donadora de Protones: Es una medida de la capacidad de las moléculas a
Intercarmbiar protones Las sustancias que aceptan protones se denominan bases de Lewis, y las que
los donan, 4cidos de Lewis

Momento Dipolar. Se refiere a la capacidad de una molécula para formar dipolos permanentes
y estd estrechamente relacionado con la constante dieléctrica del solvente

La selectividad de los solventes no resulta, como puede verse, de una Unica propredad, sino de
la suma de todas sus propiedades quimicas La contribucidn de cada tipo de mteraccidn, en calidad
y magnitud, sirven para agrupar los soivenies de simiiar comportamiento en un diagrama triangular,
de indudable utilidad para ta eleccién de solventes en funcion de su selectividad
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'SOLVENTE: ‘[ INDIGE'DE." [ {: FUERZA:;i[-DONADOR'DE:|t FACEPT(
© ©.jiiey | POLARIDAD:[ DISPERSIV A/l PROTONES ~ /1 DE
- R A T R R TRIE Lt g v et T

[seoctano -0 010 0.00

n-Ilexano 00 0o 000 000 -
Eter Isopropilico 2.2 )15 0 34 033 1
Tolucno 23 0.00 0.32 0.44 7
Lter Ltilico 2.9 022 0.55 034 1
Clorure de Metilo 3.4 020 0.34 0.49 5
n-Butanol 3.9 010 (.33 0.26 2
Isobutanol 39 -0,30 035 0.22 2
n-Propanol 4.1 015 0.54 027 2
Tetralidrofurano 4.2 015 0.41 040 3
Acetato de Etilo 4.3 0.00 (1,34 042 6
Isopropanol 43 -0.30 0.54 0.26 2
Clorotorino 43 -0.10 028 .33 8
Metil Eul Cetona 4.5 000 0.36 044 6
Dioxano 48 008 038 0.41 0
Htanol 5.2 023 0.51 028 2
Acetona 54 -0.10 036 0.40 6
Acetomitrilo 6.2 0.04 0.33 0.41 G
Metanol 66 0.03 0.51 0.30 2
Formamida 73 6.40 0.32 4
Agua 9.0 .40 0.26 -

Tabla 5.13. Lista de propiedades de solventes habituales de CLAR.

52.2 ADITIVOS SALES Y REACTIVOs

Numerosos métodos cromatograficos requieren el uso de sales en la fase mévil, generalmente
para el control y regulacién del pH o de la fuerza (6nica. Estos aditivos, al igual que los solventes,
deberian tener un alto grado de pureza

Los fosfatos son muy usados en cromatografia de fase reversa como sales de sodio o potasio
debido a su baja absorcidn UV adn a longitudes de onda cortas. Los buffers de acetato o de citrato
se utilizan en menor grado El primero porque presenta una alta absorcién al UV y el segundo
porque se compleja con la silice de las columnas reduciendo su vida dtil,

51 se desea recuperar el anaiito separado por cromatografia de liquidos, es recomendable el
uso de buffers de trifluoracetato debido a que es muy volatil y puede ser eliminadeo por aplicacién de
cafor y vacio, Con este mismo fin se podria ubilizar buffers de formiato pero su uso no es
recomendado dado que ataca al acero inoxidable.

Las soluciones que contienen aditivos se deben preparar el dia en que se van a utilizar,
aunque algunas se pueden almacenar en soluciones concentradas. £n este caso, de debe indicar la
fecha de preparacidn en el rotulo del envase, y descartar si se observa alguna alteracion Los
modificadores orgdnicos {metano!l, acetonunlo, etc) acttian como nhibidores del crecimiento
bacteriano Sin embargo, las fases moviles empleadas en cromatografia de intercambio 16nico son,
en general, soluciones acuosas con agregado de sales norgdnicas Estas soluciones representan un
buen medio para el crecimiento de microorganismos, y no se debe almacenar, ni dejar durante
mucho tiempo estancadas en el equipe En estos casos, €l crecimiento bacteriano se puede inhitir
por agregado de azida sédica al 0 0059,
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No se recomienda el uso de sales de haluros y sus dcides ya que atacan al acero inoxidable S
el trabajo con este tipo de sales es habitual, se recomienda emplear equipos sin componentes de
acero inoxidable, el que puede reemplazar por titanto y politetrafluoretileno o teflon

Las aminas se utilizan habitualmente para reducir el taihng de les picos de sustancias de
caracter basico

Las alguilaminas de uso mas comin son la tnietidamina, dietilamina y dibutilamina, en bajas
concentraciones (1-20 mM)

tos dcides mds utilizados son el acético y el fosférice Se emplean generalmente para
controlar el pH en cromatografia de fase reversa De éstos, es prefenble el fosférico por su baja
absorcidn UV

Otros aditivos cornentes son los reactives de apareamento 16nico, empleados para el andlisis
de sustancias organicas 1dnicas © 10nizables Basicamente, exsten dos tipos de reactivos de
apareamiento sonico las sales de tetraalquilamonio empleadas para el andlisis de solutos dcidos y
los alquitsulfonatos, para los soiutes bdsicos En ambos casos, se empiean en baja concentracidn,
entre 1 y 20 mM Tanto las sales de amonio cuaternario como los alquilsuifonatos pueden
conseguirse comercialmente con buen grade de pureza Se debe tener presente que al usar estos
reactivos, 1as columnas quedan "marcadas’ debido a que no se recomienda que las ¢olumnas
utilizadas con estos aditivos no se empleen en la modahdad “regufar de cromatografia liquida en
fase reversa, ya que el lavado es insuficiente para remover completamente el reactivo adsorbido al
relleno, y la selectividad de estas coiumnas varie en forma permanente

El launisulfato de sodio merece un tratamiente debide a que, normalmente, esta contaminado
con homéblogos de cadena mdas corta 0 mas larga, alcoholes libres y electrohtos Si debe emplearse
con buffers de fosfatos, es prefenble el uso de sales de sodio y no de potasio Se ha reportado la
precipitacién de las impurezas del laurisulfato de sodic en presencia de 1ones potasio provenientes
del buffer de fosfatos en concentraciones tan bajas como 3 5 mM

5.2.3 FASE MOVIL

La naturaleza de la fase mévil es en factor clave para la discriminacidn entre solutos en CLAR
Ademas, la presidn y el caudal de la misma son también factores de gran relevancia en el proceso
separativo Por ello, las caracteristicas del suministre de la fase movii son aspectos de especial
interés en este tipo de cromatografia

En CLAR se pueden distinguir dos tipos generales seglin sea la naturaleza de la fase mévil:

» Cromatografia en Fase Normal; en elia la fase mdvil es de naturaleza no polar, mientras
gue la fase estacionana es fundamentalmente polar Se denomina asi per ser modatidad
que se desarrollé en primer lugar

Cromatografia en Fase Reversa, la fase mévil es polar y la estacionana no polar Fs la que
actualmente tiene mayor importancia pues mas del 859, de las aplicaciones de CLAR se
basan en esta atternativa

v

Ademds, deben distinguirse vanas alternativas respecto a la composicion de la fase mévil:

> Compaosicién constante durante el proceso cromategrdfico {modahdad 1sccrdtica) Puede
tratarse de un solvente puro, de una mezcla de dos 0o mas solventes, de disoluciones de
concentracton fiia de desplazantes 16nicos o ne 1onices, etc

Formacion de un gradiente de composicion de la fase méwl durante el proceso de
separacidn  (modahdad gradiente) que ampliz enormemente la  capacidad de
discriminacién de CLAR

A
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Existen dos grupos de propiedades bdsicas y complementanas, de una fase mdvil, pura o no,
para su uso en CLAR Las caracteristicas de mayor trascendencia cromatografica son la "fuerza
desplazante” v la selectividad Asi, para solventes no electroliticos, la fuerza del solvente es sinénimo

de polandad.

La selectividad, que se refiere a la capacidad de una fase mévil para provocar una
diferenciacidén en el comportamiento de varios solutos en el sistema cromatografico: generalmente
se consigue con una seleccidn de su compesicién y s1 no es suficiente, es precisa una variacién de
su composicién con el trempo.

La fase mdvil debe poseer, ademas, otras propiedades deseables para su uso en CLAR:

w Debe tener baja wviscosidad, que ongina una mayor difusividad mejorando asi el
funcicnamiento de la columna

= Debe ser accesible en forma pura y evitar asi su purificacion previa en el laboraterio; dado
el gran desarrollo de CLAR, excite una gran variedad de disolventes comerciahizados con
fines cromatograficos.

m Baja inflamatidad y toxicidad, requerimiento que nc cumplen muchas de las fases
moviles wusadas; por ellc es siempre recomendable una buena ventilacién en el

laboratorio
r Baja corrosividad

w~ Compatibilidad con el sistema de deteccién para evitar respuestas andémalas, fenémenos
de saturacién, etc. Este requisito es muy importante y limitante en la eleccidn de la fase

movil,

Un requerimiento técnico importante de la fase movil antes de su introduccién al sistermna
cromatografico es la ausencia de gases disueltos que pueden onginar importantes perturbaciones:

- Reacciones indeseables entre los gases {oxigeno) y los componentes de |a muestra

r Irregularidades en el flujo dentro de la columna, el gas puede ocupar una zona de la
misma de forma temporal o semipermanente, reduciendo asi la eficacia del sistema
cromatografico y su reproducibilidad

=~ Fluctuaciones en la respuesta del detector; cambio de linea de base, sefiales parasitas,
etc., ya que pueden producirse burbujas por la reduccidn drastica de la presidon a la salida
del crematégrafo,

La desgasificacion de solventes, se trata en el tema Preparacion de la Fase Mowl 5.2 6
5.2.3 SOLVENTES DE LA FASE NORMAL

En cromatografia de fase normal, donde se emplean solventes no polares, el problema mas
frecuente es la desactivacidn de fa columna de silice o alimma por adsorcién de agua El agua
adsorbida es responsable de los mecanismos mixtos de retencién (particidn y adsorcién) y produce
cambios profundos en la retencidn y selectividad Los solventes no polares que se utilizan en fase
normal suelen tener trazas de agua Si bien, debido a la baja solubilidad, estas cantidades son muy
pequenas (por gjemplc 009% en cloroformo, 3 259% en acetato de etilo a saturacidn), el agua
resulta ser muy afin a la columna y comienza a concentrarse en la superficie del material de relleno

durante el transcursc deif trabajo
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El proceso de adsorcién del agua es, afortunadamente, reversible Para eltminar el agua de los
solventes, se puede ubtihizar un desencante como el sulfato de sodio anhidro, {a atdmina baésica o
tamices molecutares de 4 A®

Algunos de los solventes empleados en fase normal son los siguientes

®Fteres
® Hidrocarburos halogenados

@ Hidrocarburos alifaticos

Eteres

Los éteres etilico, propilico e 1sopropilico tienen una alta presion de vapor, y son altamente
mnflamables. Por otra parte, son susceptibles de formar perdxidos, especiaimente cuando son
anhidros. Su empleo estd por elfo muy imitade en CLAR, aunque la selectividad que aportan impide
que sean descartados como sclventes de efucidn Una alternativa menos riesgosa consiste en
emplear éter-metil-terbutilco

Hidrocarburos Halogenados

Por lo general todos los compuestos pueden contener trazas de acide clorhidrico o
bromhidrico, muy reactives frente al acero inoxidable Estos contaminantes pueden eliminarse ai
pasarlos a través de una columna de altmina

Las mezctas de hidrocarburos halogenados con éteres y/o acetona son particularmente
perjudictales Se ha reportado que tanto el tetracloruro de carbono como el cloroformo, en mezclas
con tetralmdrofurano, acetona, dietiléter y alcoho! 1sepropilico corroen al acero inoxidable, mientras
gue ta corrosion no tiene lugar cuando se utilizan estos solventes en forma individual Ef mecanismo
de ataque podria deberse a los procesos autooxidativos de los éteres, formacién de eteratos
metdlicos y radicales libres del tipo tetraclorure de carbono inducidos per lz presencia de los
perdxidos Este tipo de mezclas deben evitarse y, en caso de necesidad, se prepararan en forma
inmediata previo al use y nunca se dejardn estancadas en el equipo

El cloruro de metileno es uno de tos hidrocarburos halegenados mas estables Su degradacién
térmica en aire seco se produce a temperaturas mayores a los 120°C con producctdon de acido
clorhidrico v trazas de fosgeno La degradacién se inhibe con trazas de compuestos fendlicos o
amilenc El cloroformo se puede descomponer lentamente a la luz, en presencia o no de arre,
formando fosgeno y dcido clerhidrico

En fase normal ta presencia de etanol modifica la polandad y selectividad de |a fase mvil, por
ioc que los ¢romatogramas obtemdos utihzando cioroformo con o sin estabilizader pueden diferir
Para ehminar ¢ etanol, se lava el cloroformo con agua y se seca con sulfato de sodic anhidro,
aldmina basica con tamices moieculares de 4 A®

El tetracloruro de carbono practicamente no se utiliza en CLAR, dado que es muy sensible a ia
ruptura oxidativa por exposicién al aire, humedad ¢ luz y, ademas, s un solvente sumamente
toxico Se recomienda un nuevo solvente de fase nermal, como alternativa a los alcanos, el 1,1,2-
tricloro-1,2,2-tnflucretano (FC 113) Este soivente se caracteriza por su baja toxicidad, alto grado de
purezay buena transparencia UV (corte a 231 nm) cen una fuerza de elucidon comparable a la del n
hexano

Hidrocarburos Alifaticos

Los hidrocarburos ahfaticos son solventes muy transparentes a bajas longitudes de onda y
poco viscosos Debide a estas propiedades son especialmente adecuados para trabajar en CLAR
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Desafortunadamente suelen contener trazas de olefinas o benceno los que dificultan su
empleo por debajo de los 260 nm

5.2.5. SOLVENTES DE FASE REVERSA

Las fases moviles para la fase reversa estdn constituidas por mezclas de solventes polares, en
general agua, y un modificador organice (metanol, acetonitrilo, tetrahidrofurano), con o sin el
agregado de aditivos (sales inorganicas o reactivos de apareamiento 16nico). A mayor proporcion de
modificador orgdnico corresponde menor retencién {menor k) y a mayor proporcién de agua, mayor
retencién  (mayor k) El dioxano y el tetrahidrofurano se mezclan tanto con agua como son
solventes no polares (cloroformo, hexano), v pueden considerarse tanto solventes de fase normal
como de fase reversa.

Algunos de los solventes empleados en fase reversa son los siguientes:

®Agua

® Metanol

® Acetonitrilo

® Tetrahidrofurano

®Djoxano
Agua

El agua es, el solvente mds utilizado en CLAR Se puede adquinr comercialmente agua de
calidad cromatografica, o bien puede ser purificada por el mismo usuario

El agua destilada y desionizada que, a los fines practicos, es datit para muchas de las
aplicaciones de laboratorio, puede encontrar serias hmitaciones en CLAR La razdn de ello reside en
la presencia de sustancias orgdnicas (ftalatos, cloraminas, etc) que no se eliminan por el tratamiento
aplicado.

Las columnas de fase reversa, muy mdrofébicas, tienen afinidad por compuestos de baja
polaridad Como consecuencia, la operaciéon con sistemas isocrdticos con fases moviles polares,
conduce a su retencién en la fase estacionana En este caso las impurezas pueden actuar como
verdaderos "recubrimientos liquidos® de la columna, modificando su selectividad. Si en ese momento
la fase movil se cambia por otra de menor polarndad, o si la muestra se Inyecta con un solvente
menos polar (por ejemplo, disuelta en metanol puro), 1as impurezas organicas eluyen como picos
suclos, interfinendo en el cromatograma

81 se utiiizan gradientes de eluctdn, ias impurezas quedan retenidas y luego, al aumentar la
concentracién del solvente orgénico, eluyen como picos suclos La preparacidon de agua
cromatografica, completamente libre de sustancias orgénicas, no es sencilta Algunos métodoes son:

¥ Sisteinas de punficacién con gartuchos. Se parte de agua previamente tratada (desionizada
o destilada), que se hace pasar, por medio de una pequefta bomba, a través de una serie
de cartuchos gue contienen carbén activado y resinas mixtas de intercambio iénico
Finatmente el agua se fittra por membrana de 0 2 pm Estos sistemas producen agua de
muy alta calidad que es controlada por la medida de su resistividad.

Pasaje a través de columnas o cartuchos, Estos cartuchos o columnas, actdan reteniendo las
sustancias organicas presentes en e agua y pueden estar rellenas de diversos materiales

Y

¥ Destilacion_doble con_permanganato de potasio. Mediante este método se logra destruwr
completamente los compuestos organicos presentes
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Metanol

El metano! es el modificador orgénico mas utihzado en fase reversa, en mezclas con agua o
buffers Por su mayor poder disclvente de sales y reactivos de apareamiento 16nico, es recomendable
mezclarlo con acetenitrnlo en  cromatografia 1énica o cuande es necesario  utihzar altas
concentracicnes salinas Es poco {dxico y facil de purificar industnalmente, siende el solvente
organico grado CLAR mds baratc Sus principales desventaas con respecto al acetonitrilo son en que
genera presiones algo mayores y tiene mayor afinidad por el oxigeno

Acetonitrilo

£l acetonitnlo tiene, por sus propiedades quimicas, una selectividad muy diferente a la del
metanol, y constituye, en general, fa primer alternativa ensayada cuando se busca cambiar la
misma Se debe almacenar en un lugar obscuro y bien cerrado porgue es muy higrescdpico Su
baja longitud de onda de corte (190 nm) fo convierte en ef solvente de eleccién cuando se debe
trabajar a longitudes de onda cortas. Es un solvente caro por las dificultades que presenta su
purificacién  Se obtiene como subproducto de sintesis del acrilomitnilo, matena prima para la
produccién de cauchos sintéticos y plasticos

Tetrahidrofurano

El tetrahidrofuranc (THF), es un solvente que tiende a formar rapidamente perdxidos, por lo
cual se suele comerciatizar con antioxidantes Los antioxidantes mds utihizados son el
butilhidroxitolueno (BHT) y fa hidroguinona Estos compuestos tienen una elevada absorcién UV por
lo cual el THF estabilizado no debe utihzarse con el detector UV Puede utihizarse con el detector de
indice de refraccidn, teniendo en cuenta ia posible modificacidn de la selectividad inducida por la
presencia de! conservador La presentacidn habitual det THF grado CLAR no contiene estabilizantes.
En este caso es preferible adguinr envases pequefios, gue deben utilizarse Inmediatamente luego de

su apertura

St no se consume el contenido total del envase, se recom:enda crear una camara de nitrégeno
antes de volver a cerrar. De esta manera, se evita que el oxigenc atmesférico cxide el resto de

sclvente.

Dioxano

Et dioxane tiene una selectividad semejante al tetrahidrofurano, pero su alta viscosidad hace
gue habitualmente no se emplee en CLAR, salvo comoe aditivo en pequefias proporciones

5.2.6 PREPARACION DE LA FASE MOVIL

Et  trabajar con sclventes de aito grado de pureza, implica el empiec de materales
volumeétricos muy hmpios Un factar a tener en cuenta es la posible contraccion de volumen, que se
produce al mezclar solventes muy polares

El caso de la mezcta de metanol y agua es clasico. s: se mezctan 50 ml de cada uno de ellos,
se obtiene un volumen final de aproximadamente 98 ml Por esta razén, s1 se debe preparar una
mezcla de por ejemplo 50:50 Metanol:Agua no es carrecto medir en probeta los 50 ml de agua y
Hlevar a volumen con metanol, ya que la relacién inicialmente prevista serd distinta a la obtenida
Esta alteracién en la compesicidn de la fase moévi} puede modificar los tiempos de retencién de los
analitos y, en casos criticos, superponer picos que en condiciones apropladas seran separados

£l vaior de pH de la fase mévil puede ser un parametro critico en la retencién de solutos
lornizables v en algunos casos, debe controlarse rigurcsamente
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Asi el pH de una soluctdn acuosa aumenta cuando se incorpera un modificador organico Por
otra parte, a valores de pH mayores a 7 5 se disuelve la silice de base de las columnas, v a pHs
menores a 2 se hidroliza la unién entre la silice y a fase enlazada. Se ha reportado que el uso de
columnas de saturacién (precolumnas) minimizan el proceso de solubilizacién de la silice a pHs
elevados, su valor debe ser controlado

Dado que el pH estd defimdo para soluciones acuosas, deberia medirse en las soluciones
buffer antes del agregado del modificador organico Cualquier medida que se realice con
posterioridad, tendrd un significado diferente, pero no menos importante Para estos casos se ha
considerada una magnitud, llamada pH aparente (pH*) para diferenciario dei pH medido en
soluciones acuosas La fase mévil luego de ser preparada, debe ser filirada y desgasificada

Filtracion

La filtracidn de las fases méviles se puede considerar como parte de un tratamiento preventwo
para cuidar el adecuado funcionamiento del equipo CLAR

Las particulas presentes en la fase mdvil pueden bloquear los filtros y tuberias del
instrumento, acelerar el desgaste de sellos y rotores del inyector, afectar el normal movimento de
las vdlvulas check de entrada y salida de las bombas, etc Por otra parte, como el tamano de las
particulas que rellenan las columnas es muy pequefio, en general entre 3 y 10 um, constituyen un
filtro perfecto para la retencién de todo material en syspensién que se introduzca con los fluidos, ya
sea fase mévil 0 muestra en solucion £l empleo de guardacolumnas, altamente recomendado,
constituye un filtro final previo a la columna

La filtracidn se efectia por medio de membranas de 0.45 6 0.22 ym de porosidad en equipos
de filtracién adecuados y es Gtil para eliminar tanto las particulas como las bacterias, La seleccién
de la membrana, depende de su compatibilidad con los sclventes (ver tabla 5 14) Es recomendable
consultar los catdlogos del fabricante a los efectos de verificar 1a compatibilidad membrana-solvente

R e P MEMBRANAVE ARG VENT Rttt &
T R AN e BoEgAnidol Yy
Cehtlosa regencrada R

Ester de celulosa R NR NR
Nilrato de celulosa R * NR
Fluoruro de polivilideno R R R

Nylon R R R
Politettatlno ehleno (PTFLE) NR NR R
Teflon NR NR R

R =recomendable
NR = no recomendable
* = usar como maxumo con 30% de solvente otginico

Tabla 5.14. Compatibilidad de ta membrana con los solventes (adaptado de los catdlogos
de Millipore, MFS y Gelman)

Al filtrar una fase méwi se recomienda descartar los primeros mililitros del filtrado, que suelen
arrastrar componentes de las mempbranas (plastificantes y antioxidantes)

Las sofuctones a inyectar tamhién se deben filtrar, 1dealmente a través de membranas

semejantes a las empleadas para la fase méwl Existen para ello dispositivos maés pequefos, en los
cuales se intercamba el filtro, y otros desechables, que incluyen el filtro
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Desgasificacion

Ademas de ia filtracién, la fase movil debe desgasificarse Los gases disueltos en |a fase moévil
pueden producir varios inconvenientes, entre ellos

» Liberacidn de burbusas en el cabezal de {a bomba' En este caso, el caudal es irregular, y se
producen vanaciones en la linea de base y en los ttempos de retencidn Si la cantidad de
aire es importante, la bomba comenzard a trabajar en vacio, pudiéndose dafar tanto los

selios como 1os prstones

» Liberacién 0 formacidn_de burbuias en [a celda del detector Por descompresién de la fase
mdvii Se producen oscilaciones en la linea base y aparicién de picos suctos Para evitar
este problema, a menudo se colocan restrictores a la salida del detector Estos
restrictores evitan la caida de presién e impiden la apancién de burbujas

» Bl oxigeno disuefto: Puede presentar diversas dificultades dependiendo del sistema
cromatografice a utilizar Algunas de ellas son:

w  Pérchida de la sensibihdad en los detectores de fiucrescencia

wm Alta corriente residual en detectores electroquimicos

- Oxidacidn de analitos,

m  Aumento en la linea base de los detectores UV

Métodos de Desgasificacién

La cantidad de gas disuelto en un liquide depende de tres factores. Temperatura, Presidn y
Afinidad

lLa temperatura puede favorecer o no la disolucidn del gas en el liqguido St el proceso de
disolucifn es exotérmico, el incremento de la temperatura disminuye la solubthidad, mientras que
es endotérmico, el incremento de la temperatura aumenta la solubihidad, Por ejemplo ta solubilidad
del nitrégenoc en agua disminuye con el incremento de la temperatura pero aumenta en el benceno.

La solubiidad de un gas en un ligudo es directamente proporcional a la presidn parcial que
ese gas ejerce sobre el liquido Por ello, s1 por aiglin método efective, se reduce la presién, la
cantidad de gas en solucién disminuira

Por ultimo, la cantidad de gas disuelto depende de su afinidad mutua Por ejemplo, si tanto el
gas como en el liquido fas fuerzas predominantes son las de Van der Waals, 1a sclubilhidad serd mayor
que en aquelios liguidos en los que predomine otro tipo de fuerzas, por ejemplo puente de
hidrégeno, dipolo-dipolo, etc Es por ello que gases como el oxigeno o nitrégeno, son mas solubles
en solventes comec el hexano, que en el agua. Todos estos conceptos nos $irven como base para
comprender tos métodos que habitualmente se emplean para ia desgasiicacidn de tas fases
mbviles Los métodos que comanmente se emplean para desgasificar soiventes son;

Reflujo: Consiste en el calentamiento © la ebulhicidn a reflujo de fa fase mdwil con la ayuda de
agitacion durante unos 15 minutos Por este procedimiento se eliminan practicamente todos los
gases disueltos Habitualmente no se emplea, ya que se debe aplicar en forma continua para
prevenir la redisolucidn de los gases atmosféricos y a que no puede emplearse en ¢l case de mezcla

de solventes

Burbujeo de un gas inerfe: Se puede realizar en forma continua © por cortos periodos de
tiempo Se realiza a través de una pleza inoxidable ("buzo") con didmetro de porode 2 a2 10 um, y a
un caudal de unos 80-100 mI/min De esta forma, se logra un efectivo desplazamiento de los gases
Alcanzado et equihbno, se reduce el caudal para impedir el reingreso de gases atmosféricos

163



CAPITULO 5. COLUMNAS Y SOLVENTES

Con el fin de reducir costos, ya que el helio es un gas bastante caro, es convenienie el uso de
reservorios de soiventes provistos de tapas con valvulas que permitan mantener una clerta presion
sobre la fase movil para evitar la redisolucidn de los gases y que permitan trabajar a un caudal
constante de unos 50 mi/min Se debe trabajar con buena ventilacidn ya que este burbujeo puede
desplazar al ambiente ai componente mas voldtil de la fase mowvil

Ultrasonido: E| uitrasonido es una onda electromagnética, producida por la propagacién de
un chogque mecanice generado por un cristal prezoeléctrico Esa onda necesita un soporte material,
no se propaga en el vacio y se caractenza por la frecuencia. En los bafios ultrasénicos de uso en el
laboratorio se emplean equipos en el rango entre 20 y 30 KHz La onda generada se propaga a mas
de 20000 ciclos por segundo y viaja a través def liquido como ondas alternas de compresién, dando
fugar a la formacién e implosién de microburbujas, fenédmenos que se conoce como cavitacion

La aplicacion inmediata de esta propredad es la limpieza de matenales, especiaimente |os
que presentan zonas de dificil acceso, o para la disolucién de sélidos Del mismo modo, aplicando a
la desgasificacidn de un liquido, no reduce la solubilidad de un gas disuelto, y no puede expulsarlo
sino cuando la solucién estd sobresaturada Es asi que se aplicacién para la desgasificacion da los
resultados mds pobres, y en ocasiones puede aumentar el nivel de oxigeno disuelto.

Vacio: Es el método mds frecuentemente empleado En general se aplica al mismo tiempo
que el proceso de filtracion. Si se prepara fase mévil para mas de un dia de trabajo, debe filtrarse y
desgasificarse a diario, como s se tratara de una solucién recientemente preparada Como medida
de seguridad, durante la preparacion de la fase mévi! se debe emplear proteccién ocular y buena
ventilacién En el caso de que la desgasificacién se efectiie con una bomba de vacio, ésta debe ser a
prueba de explosiones, ya que durante el uso, puede aspirar solventes volatiles de la fase mévil

5.2.7. SELECCION DE LA FASE MOVIL

La fase mévil es ei pardmetro mas importante en CLAR El tipo de fase mévil usado puede
tener un gran efecte en la retencidbn Puede promover o puede suprimir la ionizacion de as
moléculas del analito, y también puede proteger los silanoles residuates accesibles ¢ cualquier otra
adsorcién activa central en la superficie del adsorbente,

La seleccion apropiada de la fase mévil es el segundo paso mdas importante en el desarrolio
del método de la separacién (el primero es la seleccién del tipo del adsorbente "columna®), El
requisito principal para la fase moévil es que tiene que disolver el analito a la concentracién
conveniente para la deteccién. La variacidn de la composicion del solvente proporciona una gran
flexibilidad de separaciones en CLAR

Las caracteristicas de la fase movil son el aspecto que contribuye con mayor peso especifico a
la selectividad o discnminacidn cromatografica en CLAR La selectividad de la fase mévil depende del
tipo de interaccion de la misma con la muestra Las interacciones pueden ser de tipo dispersivo,
dipolar, por puente de hidrogeno, interacciones dieléctrnicas, o una combinacién de ellas No solo la
“polaridad” sino la suma de todas estas propiedades es la que define la afinidad de |a fase moéwvil por
un analito dado, que tendrd a su vez determinadas caracteristicas dipolares, aceptores o donadoras
de protones En la mayaria de las separaciones en CLAR los solventes empleados son binarios Uno
de los solventes es aparentemente inerte en las interacciones de Ja superficie

En Cromatografia de Fase Reversa en CLAR unoc de los componentes de |la fase moévil es el
agua, que no actda reciprocamente con la superficie hidréfoba del adsorbente Y no compite con el
analito por el sito de adsorcidn, Los solventes fuertes o polares eluyen rapidamente, solutos que
tengan una gran tendencia a quedar retenidos

Fn Cromatografia de Fase Normal en CLAR uno de los componentes de la fase movil es
normalmente hexano que no actila reciprocamente con la superficie muy polar de silice La relacidn
entre fuerza y polaridad de la fase mdwvil es inversa, asi, el agua es un eluyente con minimo poder de
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elucién y debe mezclarse con solventes menos polares para eluir solutos fuertemente retenidos por
la fase estacionarnia no polar

Otro componente de la fase mowl, es el llamado "modificader” porque puede actuar
reciprocamente con la superficie del adsorbente v puede competir con moléculas del analito para
los sit:os de adsorcion

La sefectividad de la fase modvil es defimda por Synder como la capacidad para disolver
selectivamente a un compuesto o solute en contraste con otro, siendo no exceswvamente diferentes
las polaridades de ambos solutes Synder ha clasificado los solventes de acuerdo con sus dos
propiedades basicas' (a) "fuerza de elucién cromatografica”, es decir, polandad, y (b) selectividad,
relacionada con su capacidad de formar puentes de hidrogeno (dadora y aceptora) y de mnducir
dipolos, que permite clasificar los solventes en ccho grupos, de | a VIl

Para definir el comportamiento de un disolvente a través estas dos propredades basicas,
Snyder ha pueste el uso de tres solutos o estdndares respecto a las fuerzas o interacciones
indicadas.

ETANOL - ACEPTOR DE PROTONES
DIOXANC - DONADOR DE PROTONES
NITROMETANO - FUERZAS DIPOLARES

Es asi que se clasifican a los sciventes de uso habitual en CLAR en 8 grupos segln el tipo y
magnitud de estas interacciones y se disponen estos grupos en un diagrama triangular {figura 5.4).

Cloroformo -

9encenb=f: )
‘Tolueno "' .
p-xileno- -

. Donador, - : —
-‘»f{'de‘ o2-. ¢ o n
Protones.. - - -

P

DIOXANO

Figura 5.4. Triangulo de selectividad de solventes propucsto por Symder segin el tipo y
magnitud de interaccion.
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El denominado tnidngulo de selectwidad de los solventes es una representacion esquematica
de la selectividad relativa de estos ocho grupos En cada vértice se representa uno de los solutos
representative del tipo de interaccién En cada lado aumenta, segdn el sentido indicado, cada uno de
los parametros de selectividad ba sustitucion de un solvente por otro de su grupe no origina
cambios significativos en la resolucion cromatografica; por el contrario, si el solvente es de otro
grupo los cambios en el comportamiento del soluto serdn mas notorios cuanto mas alejados estan
los grupos en el tridngulo

Visto de ese modo es claro que s la resolucion con un determinado solvente es insuficiente,
es poco el cambio gue se conseguird al cambiar ese solvente por otro del mismo grupo, ya que el
tipo de interaccidn con la muestra serd similar

Asi, los vértices del triangulo (sclventes de mayor diferencia de selectividad) en fase reversa
son MeOH, AcN y THF, empleande agua como solvente de soporte, mientras en fase normal son el
éter (se prefiere el empleo de metil-isobutil éter y no éter etihico), cloroformo y cloruro de metileno
en mezcla con hexano, o 1,1 2-tricloro-1,2,2-trifluoroetano), sugerido por su baja inflamabilidad,
toxicidad y buena transparencia

La mezcia de solventes se emplea con gran frecuencia en CLAR ya que de esta forma se puede
seleccionar con mayor flexibilidad la “fuerza de elucién” y la "selectividad" necesarias para una
determinada separacién cromatografica.

El denominado solvente regulador de fuerza es generalmente un solvente con upa baja
selectividad; asi se emplea el agua en cromatografia de fase reversa y el n-heptano o n-hexano para
ia modalidad normal Para determinar la "fuerza de elucidn” de una mezcla binarna de solventes se
emplea la fuerza elucién de cada solvente En la tabla 5 15 se muestran las fuerzas de elucién para
una serie de solventes pertenecientes a diferentes grupos de selectividad para las modalidades
normal y reversa. En el caso de la cromatografia de fase normal, la fuerza de elucién coincide con el
indice de polandad. Como es (6gico el agua tiene el valor mas alto y el hexano el més bajo

EIELUEIONGY

L) R RGAL
0

Eter metil-t-butilico 2.5

Eter ctilico 2.8

Metano) 51 2.6

Ftanol 3.6

Isopropanol 4.2 N

Tetrahidrotutano 4.0 45

Cloruro de metileno 31

Dioxano 35

Acclona 34

Acetomtrilo 38 3.2

Cloroformo 41 :I

Tabla 5.15, Contribucion de cada solvente a la "fuerza" de fases

moviles de compaosicion binaria o ternaria,
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6.3 TRATAMIENTO"RR
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CAPITULO 8. PREPARACION DE MUESTRAS

6.1 GENERALIDADES

Frecuentemente la muestra que es analizada, no se encuentra en forma ta! que pueda
Inyectarse directamente en el equipo CLAR El objetivo de la preparacién de la muestra es quitar los
interferentes y obtener los componentes de interés de la muestra en solucién, que se encuentre en un
solvente conveniente, a una concentracién apropiada para la deteccidn y medida Quitar los
interferentes puede aumentar al méxumo la exactitud y puede reducir los tiempos del andlisis (figura
6.1)

———Picos Interferentes —
Pico del Apalito

Abs

L L L ( L L
) i B

2" 4. éﬂl 10 11?2‘7«%1!41151'G)ﬁf7T‘iempo (min)

i

Abs ' 2 PR

Pico  del Anilita; -los
picos interferentas han'’

sido quitados.” Pueden

‘perfergionarse . lag’
condiciones. pira. lograr

. un_analisis mas rapito. Figura 6,1. En la partc superior se muestra

i un cromatograma con interferentes y en fa

parte inferior ¢l mismo cromatograma sin

interferentes.

1 [l 1 o .
10 12 14 16 Tiempo (min)

2. 4 6 8

t.a )importancia en Ja preparacidn de muestras tiene un gran interés en tres aspectos:

Concentracion de 1a Muestra

Frecuentemente la composician de interés esta presente en bajos niveles de deteccién. La
preparacién de la muestra puede concentrar el componente necesario a niveles para poder medirla
con exactitud y precisién

Contaminantes
La presencia de elementos interferentes en la matriz puede enmascarar o puede \nterferir con el

andlisis de los componentes de interés. La preparacidn de la muestra puede quitar ef exceso de los
contaminantes para producir crematogramas limpias

E£n Solucion

Para la mayoria de los andlisis en CLAR, ia muestra debe prepararse apropiadamente en
solucidn para el andhisis subsecuente
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La preparacidn de las muestras es una etapa decisiva en todo método de analisis en especial en
la determinacién de micro componentes (irazas) y en los casos donde la matnz que redea al analito es
muy compie)a, La eleccién del método mds apropiado depende de muchos factores como son’

PROPIEDADES FISICAS ¥ QUIMICAS DEL ANALITO

Et conccimiento de algunas de las caracteristicas fisicoquimicas del analito es esencial en et
disefic de un método para la preparacién de las muestras Es conveniente conocer su estructura
quimica, peso molecular, solubihidad, propiedades dcido base (pKa) y respuesta frente al bipo de
detector seleccionado Muchos analitos tenen respuestas bajas o directamente nulas frente a los
detectores de uso mdas comdn como el detector UV y el de fluorescencia. En estos casos,
especialmente si la concentracién del analite es baja, encontramos sin lugar a dudas un probiema de
detecciébn y consecuentemente, de cuantificacién Este problema puede resclverse dernvatizande
algunos de los grupos presentes en la moiécula.

CONCENTRACION DEL ANALITO EN LA MUESTRA

Este factor tiene importancia decisiva Para tos analitos en altas concentraciones en general se
requieren preparaciones de muestras sencillas como ta solubihizacidn y filtracidon Analitos en bajas
concentraciones, por su parte, pueden requerir metodeologias mas elaboradas que nvelucren
numerasas operaciones para lograr una solucién cuya cencentracidn sea "aceptable” come para
Inyectarse en el cromatdgrafo

NATURALEZA DE LA MATRIZ DE LA MUESTRA

La remocidn de los componentes de la matnz puede ser un paso critico en fos casos donde la
concentracién de analito en la muestra se detecta con dilicultad ¢ no se detecta, cuando existen
impurezas cuyos picos interfieren el pico de analito en la muestra, o cuando existen sustancias que
pueden dafiar irreversiblemente les instrumentos o las cotumnas cromatogréficas

FORMA EN LA QUE SE PRESENTA EL ANALITO EN LA MUESTRA

Es necesario conocer €l estado en el gue se encuentra el analito en la muestra para poder
disefiar un método apropiado de preparacidn En muestras de ongen biolégico el analito puede no
encontrarse como tal sino unido a proteinas transportadoras {analisis de farmacos en suero ¢ plasma),
metabolizado como éster, amida o éter de los acidos sulfirico o glucurdnico (analisis de diversas
sustancias en onna) o metabohzado a otra sustancia diferente En estos casos sus propledades
guimicas pueden cambiar radicalmente Es asf que una sustancia totaimente no polar e insoluble en
agua puede presentarse come un glucurdnido polar y soluble en la orina, pero vuelva a comportarse
como tal después de una hidrolisis con la enzima  b-glucuromdasa (esta enzima hidroliza la unién
entre el analito y el dcido glucurénico)

COMPATIBILIDAD DE LOS MEDIOS DE SOLUBILIZACION Y EXTRACCION

En CLAR se reguiere que la solucidn a inyectar sea compatible y muscible con la fase mévii Es
recomendable que el solvente de disolucién de ta muestra sea la musma fase mévil o, en su defecte, un
solvente débil (por ejemplo agua en fase reversa) Teniendo en cuenta este hecho es posible que se
eviten numercsos problemas 51 se disuelve la muestra en un scivente fuerte, es posible que algunas
sustancias precipiten al entrar en contacto con fases méviles acuosas Al efectuarse inyecciones
posteriores es posible que €s5as sustancias, por la presencia del solvente fuerte, migren dentro de la
columna volviendo a precipitar y a re disoiverse ciclicamente contaminando asi el matenal de retlenc
de la columna en su totalidad Ademds, la myeccidn de solventes mas fuertes que la fase mévil puede

producsr deformaciones en los picos

Muchos de los métodos que se utilizan para la preparacién de !as muestras invelucran la
extraccion liquido-liguido del anahto desde un medio acuoso hasta un medio organico ya sea por sus
caracteristicas no polares propias o adguirnidas regulando el pH del medio En estos casos la muestra
final se encuentra disuelta en un solvente lipofilico (clorofarmo, hexano, éter) por lo cual no resulta
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conveniente inyectarlo en un sistema convencional de fase reversa que contiene mezclas de solventes
orgdnicos y agua como fase mévil

En este caso se puede evaporar el solvente hasta sequedad y disolver el residuo en fase movil
(con el consecuente error que esta operacion acarrea) o inyectar en fase normail la solucién resultante.
AUln teniendo especial cuidado, en este punto suelen presentarse problemas.

Por ejemplo en el andlisis de residuos de pesticidas se requiere, habitualmente, una extraccion
con solventes no polares seguida de una adsorcién en aldmina, y una evaporacidn con solventes
orgadnico

TIPO DE DETECTOR

La sensibilidad y selectividad del detector tienen un papel muy importante en el disefio de los
métodos para la preparacion de las muestras. Los detectores poco selectives como el detector de
indice de refraccién generalmente requieren muestras mucho mas "limpias’ que los detectores mas
selechvos como el de fluorescencia. Por su parte, los detectores mas sensibles (fluocrescencia,
amperometria) requieren menos pasos de preconcentracién que aguelles menos sensibles (indice de
refraccion)

COMPATIBILIDAD CON EL DETECTOR

En la seleccion de un medio para la solubilizacidon del analto debe considerarse su
compatibilidad con el detector a utihzar No es conveniente utilizar solventes como la acetona o el
tolueno si se ha de emplear un detector UV porque estos solventes poseen una elevada absorcidn de
base, y puede producir picos espurios o seflales importantes en el frente del solvente. Igualmente no
resulta muy prudente utilizar fases méviles de elevada conductividad si se desea emplear un detector
conductimétrico

6.2 METODOS DE SEPARACION

Eif primer paso para desarrollar una separacidn en CLAR, es recoger toda la informacién que sea
posible sobre [a muestra que se va analizar. Usa la literatura cientifica para avertguar s la separacion,
(o una similar) se ha efectuado antes, y qué conunto de operaciones y técnicas aplicadas al anahisis
de la muestra fue utilizado. Una vez que hayas obtenido la informacién, el préximo paso es escoger
qué método de separacidn es el mas conveniente para tu andlisis. Los Métodos de separacién tienen la
finalidad de separar los compuestos para eliminar las interferencias y facilitar las medidas

El primer paso es la toma y preparacidn de la muestra, medida (peso o volumen) de la misma,
solubtlidad, desarrollo de las reacciones analiticas y llevarla hacia el instrumento donde se llevard a
cabo la medicidn (y transformactén) de la sefial analitica Las sefales procedentes del instrumento,
transformadas o no, son recogidas y tratadas convenientemente para ofrecer los resultados

Cuando las muestras contienen especies con caracteristicas semejantes a tas del analito, o bien
simplemente perturban en esta medicién (efecto matriz), una elapa previa de separacién es
indispensable para aislar al anabto de 1as especies interferentes

La rermocién de los componentes de |a matnz puede ser un paso critico en los casos donde la
concentracién de analito en la muestra se detecta con diicultad o no se detecta, cuando existen
Impurezas cuyos picos interfieren el pico de analito en la muestra, o cuando existen sustancias que
pueden dadfar irreversiblemente los mstrumentos o las columnas cromatograficas, en este caso, la
aplicacidon de un métedo de separacién conduce a la preconcentracidn indispensable para el uso del

meétodo disponibie (figura 6 2)
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Muestra .
2) (a>
Técnica
de separacion
Figura 6.2. Objctivos principales de los procesos
Muestra de separacion: (1) mejorar la selectividad, (2)
mejorar indirectamente la sensibilidad

(preconcentracion),

Existen numerosas clasificaciones de los proceses de separacion:
Segnn las Fases Implicadas
Varias clasificaciones de los procesos de separacion se basan en |a naturaleza o tipo de las dos

fases puestas en contacto En la tabla 6 1 se muestran las diferentes técnicas, y ademas se incluye un
esquema de separacién de la mezgla de dos sustancias Ay B, en cada técnica

Precipitacién A (s6lido
Cristalizacion (A inciont Reactivo precp B (solucion)
. . A (solucidn)
Lixiviacion (A*B)gspgo * Solvente B (sohido)
: ; Cromatografia Liquida A (solucion)
Sohido-1, i o .
ohdo-Liguido de Adsorcion (A+B)golucion + SOhdo B (s61ido)
Cromatografia Intercambio _ A (rcsma})
Témco (A Blgolucion T Resma B (solucion)
: . e A (gel)
Cromatogtafia de Exclusien (A+B)ggpucion + Gel Poroso B (solucion)
- o . o A (sbhdo)y
Solido-Gas Sublimacion (A+B)sohdo + Calor B (gas)
Extraccidm A (solueionl)
{A+B)solucionl + Solucion? B (soluciém2)

Liqudo-Liqudo A (amalgama)

I lectrodeposicion con cdtodo de Hg (A+Bsolucion + g + Cor Elect B {solucion)

A (gas)
Destilaciom {A+B)solucion + Calor I3 (solucién)
Liquido-Gas
. A+B)solucion + Fornacion A (espuma
Iracctonamiento espumante ( ) : (esp '<)
espuma B (solucion)

Tabla 6.1. Clasificacion de los procesos analiticos de separacion basada en la naturaleza de las fases.
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La existencia de las dos fases es indispensable para ornginar el proceso separativo.
Normalmente, la fase que contiene a la muestra se denomina fase inicial La segunda fase puede
erniginarse de dos maneras;

{a) Directamente, es decir, mediante la provocacidon "in situ” de un fendémeno fisico o quimico
que crea una segunda fase en la ya existente Los ejemplos mdas caracteristicos son la precipitacién
(adicidn de un reactivo disuelto que provoca la apancidn de un precipitado) y la destilacion (ia
elevacién de 1a temperatura provoca la formacidn de la fase gaseosa)

{b) Indirectamente, mediante el uso de una fase externa al sistema inicial, que se incorpora al
mismo (un liguido inmiscible: extraccidn, un sdlido: cromatografia, cambio idnico)

En la tabla 6.2 se clasifican algunos procesos de separacidn segln el criterio de} origen de la
segunda fase

. SEGUNDA'FASE.FORMADA /1IN

LU ST R
Preciptacion Lxtraccién
Destilacién Cromalografia
Electrodeposicion Cambio 16mco
Fusion por zonas Electroloresis
Fraccionamicnlo espumante Diahsts

Tabia 6.2. Clasificacién de las téenicas de separacion segiin el origen de 1a segunda fase.

Segin las Fuerzas Puestas en Juego

Las técnicas de separacién también pueden clasificarse segin el tipo basico de proceso que
facilita la separacidn, es decir, segin el tipo de fuerzas puestas en juego, las cuales pueden ser
mecanicas, fisicas o quimicas En la tabla 6.3 se clasifican los procesos de separacién gue se basan
en fendmenos mecanicos, fisicos y guimicos

Segiin el Control del Proceso
Esta clasificacidn es un poco especial pero muy significativa Divide a las técnicas separativas

seglhn sea un fundamento termodindmico 6 cinético el responsable de la separacidn La tabla 6.4
muestra la clasificacién de las técnicas de separacidn segan el control del proceso
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Destilacidn
Sublimacidn
Crnstalizacion

L. Fusidn porzonas

Cambios de
estado

™ Extraccian lig-lig
Fuetzas de ~ Cromatoarafia sol-lig
tipo fisico Segun scfubilidad | Cromatografia gas-lig

Segln adsorcion ™ Cramatografia sdklig

Procesos do Cromatografia gas-lig

distribucdn

Sagun  comportamiento -
eh campo elécineo
~ [Electroforesis

Seqtn tamafio Diélisis

molecular Cromatografia de exclusidn
Filtracién
Fuerzas da tipo Ultrafittracion

Mecanico

Seq(n densidad Segdn densidad
tracentnfugacion

Enrnascaramientc
Fuerzas de Precipitacion
tipo guimico Elecirodeposicidn
Cambio 16nica

Tabla 6.3. Clasificacion de las téenicas de separacion segun el tipo de fuerza puesta en juego
en el proceso

"CONTROL -

“E TERMODINAMICO R R R L ERM
Iixtraccion Dudlisis Cromatografia
Destilacidn Electroferes:s Cambio 16nico
Preciptacion nfusion térmuca
Sublimacién Centritugacidon

R
Trusion, por zonas Ultracentrfugacion

Llectrodeposiciom

Tabla 6.4. Clasificacion de Ias téenicas de separacion segan el control del proceso
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6.3 TRATAMIENTO PREVIO

Para el tratamiento previo de las muestras, como para posteriores pasos de purificacién pueden
utitizarse todas las técnicas conocidas de la gquimica analitica como: extraccién, hofihzacién,
evaporacion, filtracion, centrifugacidn, precipitacién, solubilizacién, etc

DESPROTEINIZACION

Las proteinas presentes en las matrices bioldgicas dehben eliminarse antes de inyectar la
muestra en el equipo de CLAR para evitar que precipiten dentro del equipe cromatogréfico. Esta
operacidn se denomina desproternizacién

La desproteinizacién es una forma particular de la separacidn de sustancias por precipitacién,
Se realiza con el agregado de varios agentes, entre ellos: solventes organicos, sales, d4cidos o cationes,
o bien por ultrafiltracidén. Los solventes orgdnicos como el metanol, acetonitrilo o etanol agregados a
una solucidon acuosa de una proteina disminuyen su solubllidad y, en condiciones adecuadas, inducen
a su precipitacidn Cuanto menor sea la polaridad del solvente agregado mejor serd su capacidad de
desproteinizacién. E) agregado de sales neutras, salting in disminuye la atraccién de las moléculas de
las proteinas y aumenta su solubihidad.

EXTRACCION

La extracciéon usa dos fases inmiscibles para separar un soluto de una fase dentro de la otra. La
distribucion del soluto entre las dos fases es una condicidén de equiiibrio descrita por teorfa de
particion

m  Extraccidn Liquido-Séhido
r  Extraccién Liquido-Liquido
w Extraccién Fase Sélida

Extraccion Liguido-Sélido

La extraccidon liquido-sélido, también denominada lixiviacidn, comprende la sclubilizacion del
analito presente en una muestra sélida previamente molida con un solvente adecuado, con la ayuda de
agitacion. La muestra puede agitarse manuaimente o con agitadores mecanicos o ultrasénices Las
caracteristicas del solvente de solubilizacién, la cantidad de extraccicnes, la velocidad y el tiempo de
agitacién dependerdn tanto de las caracteristicas del analito como de |a matriz que lo rodea, Un tipo
especial de extraccion liguido-sélide emplea sistemas continuos con solventes cahentes (Soxhiet) vy se
aphcan a analitos poco sojubles ¢ a matrices muy complejas.

Extraccion Liguido-Liquido
La extraccion ligurdo-liquido es un método basado en la distribucidon (particién) relativa de un
analito entre dos liquidos inmiscibles La extraccién se utiliza para; eliminar interferentes, concentrar

especies para analisis previos, etc

Al tratar con especies acuosas, 105 solutos pueden existir en equilibrio en varias formas A
menudo, se extraen solutos desde una fase orgdnica a una fase acuosa,

Fase organica llamada fase 1
Fase acuosa llamada fase 2

Las soluciones pueden vanar de comportamiento 1deal desde la salida o durante la extraccion
Las posibles causas incluyen'
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discluciéon de una fase dentro de la otra

saturacidn del soluto en ia fase

reaccidn del soluto en la fase

alteracion de las condiciones del pH durante ia extraccidon

1183

Extraccion Fase Solida

La extraccién en fase sélida (EFS) es ura modalidad de preparacidn de muestras, que consiste
en una extraccidn liguwdo-sélido a través de una columna o cartucho La extraccidon en fase séhda se
lleva a cabo en peguefas columnas o cartuchos de pidstico, como se muestra en la figura 63
(usuatmente polipropileno) Estas columnas se rellenan con distintos matenales similares a los
empleados para el relleno de las columnas CLAR.

Figura 6.3. Cartuchos para extraccion en fasc sélida

La capacidad de retencion de solutos de una columna de EFS depende del tipo de matenal de
rellenc, de! tamano de la columna, del tipe de analite y las condiciones de extraccion Estas columnas
se utilizan para concentrar compuestos al nivel de trazas Los maternales de relleno mas comunes se
detallan en la tabla 6.5

TIPO DERELEENQ: * Tl GLERIST

Diammo* {CIRZBNICH2CHINHR | Intercambiador amdnico détal

Amonio cuaternario*  -(CI12)3N{CH3)3CIl Intercambiador aniéimce fuerte

Acdo carboxihico®*  «(CH23COOH Intercambiador catidnico débnl

Actdo sulfénco* C6H4-SO20H Intercambador catidmico fuerte

Alimina Sorbente polar

Flonsi Siheate de magnesio Sorbente potar

activado

Silicagel Sorbente polar

Iera de distomes Sorbente polar

Ciano* H{CH2)3CN Sorbente de polandad media
Amimno* L(CII2)INI 2 Sorbente de polaridad media
Femlo* -Calis Sorbente no polar
Qctilo* -C8HI7 Sorbente no pola

Tabla 6.5. Materiales de relleno de los cartuchos de extraccion en fase solida, los
indicados con * representan fases ligadas
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Metodologia para la extraccion

La eleccién de las condiciones éptimas para la extracci6n dependen de la naturaleza del analito
y de la matriz que lo rodea. Para la preparacion de las muestras se utilizan los siguente pasos:

Lavado y activacién de la columna

Esta operacidn tiene por objeto solvatar los grupos funcionales del material de relleno de la
columna Los analitos no pueden interactuar con el relleno de la columna si sus grupos no se
encuentran totalmente "activados”

Se vacia sobre el cartucho o la columna un solvente orgdnico para eliminar las impurezas que
pudieran haber quedado retenidas en la columna Para activarla se utiliza un solvente 1gual o similar al
empleado como medio de disotucion de las muestras

Aplicacidn de la muestra

La muestra se aplica en la columna o cartucho utilizando un caudal determinado (tipicamente 1
a 10 mi/min), este paso debe efectuarse lentamente porque caudales demasiado rdpidos pueden
conducir a bajas recuperaciones del analito Esta operacion puede efectuarse de dos maneras:

1 Aplicacién directa de la solucién a inyectar, de manera tal, que se debe lograr la elucién del
analito y la retencién de impurezas cuyo comportamiento sea muy afin a la coelumna o cartucho.

2. Retencidon del analito en la columna utilizando un solvente débil, en general seguido de un
tavado c¢on un solvente con el cual no eluya el anahito y posterior elucidn con un solvente fuerte

Este método es el mas habitual y puede utihzarse para la preconcentracién de muestras
pasando grandes volimenes a través de |a columna

i.avado de Ia Columpa o Cartugho

Esta operacion se reflere a la ehminactdn de impurezas retenidas en el paso anterior utilizando
un solvente relativamente débil con el cual el analito no eluye El lavado de la columna o cartucho no
es indispensable, pero en general es recomendable porque produce muestras mas "hmpias”, con
menos sustancias que interfieren,

Elucién del analito
Finalmente el analito se etuye con un solvente tal que posea la fuerza de elucibn apropiada
utiizando para ello desde 5 hasta 20 de columna o cartucho

Dependiendo del disefo de 1as columnas y de las necesidades del usuario, el solvente a pasar
puede mmpulsarse con la ayuda de una jerninga o aspirarse con vacio Durante ia operacién de
aplicacion de fa muestra y en los sucesivos pasajes de solvente, lavado y elucién, las columnas deben
mantenerse hiimedas y no dejar que se sequen para obtener una buena recuperacidn

Si la cantidad de muestra a procesar es muy grande la preparacidn puede resultar larga y
tediosa, Por ello se han disefiado dispositivos que pueden efectuar automaticamente todas las
operaciones citadas En estos dispositivos se colocan varias columnas juntas de manera tal que es
posible procesar varias muestras en forma simultdnea

DESTILACION

Este método consiste en separar ios componentes de las mezclas basandose en las diferencias
en los puntos de ebulhcién de dichos componentes Un compuesto de punto de ebullicidon bajo se
considera “voldtil” en relacién con los otros componentes de puntos de ebullicidon mayor Los
compuestos con una presidn de vapor baja tendrdn puntos de ebulicion altos y los que tengan una
presién de vapor alta tendrdn puntes de ebullicién bajos
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Los tipos de Destilaciébn més comunes son

& Destifacion Simple
¢ Destilacion Fraccionada
¢ Destilacidn por Arrastre con Vapor.

Destilacién Simple

En la Destitacidn Simple, el proceso se leva a cabo por medio se una sola etapa, es decir, que
se evapara el liguido de punto de ebullicién mas bajo (mayor presidn de vapor) y se condensa por
medio de un refngerante

Destilacién Fraccionada

En la Destitacion fraccionada el proceso se realiza en multi-etapas por medio de una columna
de destilacidn en la cual, se Hlevan a cabo continuamente numerosas evaporaciones y condensaciones
Al ir avanzando a lo largo de la columna, la composicidén del vapor es mas concentrada en el
compenente mas volatil y la concentracidn del liquido que condensa es més rica en el componente
menos volatl Cabe mencionar que este tipo de destilacidn es mucho mas eficiente que una
destilacidn simple y que mientras mds etapas involucre, mejor separacidn se obtiene de los

componentes.
Destilacibn por Arrastre con Vapor

En la Destilacidn por Arrastre con Vapor se hace pasar una corriente de vapor a través de la
mezcla de reaccién y los componentes que son solubles en el vapor son separados Entre las
sustancias que se pueden separar por esta técnica se pueden citar los Aceites Esenciales

PRECIPITACION

La precipitacién es una técnica de separacién en la que las fases implicadas son sélido-liquido
Una de las cuales se forma indirectamente " siu" y las fuerzas puestas en juego son
fundamentalmente de tipe quintice.

La incorporacidén de una sustancia ajena a 1a disolucidn de [a muestra o la alteracidn de ésta,
provocan la precipitacién del analito (0 mezcla de los mismos), lograndose asi los objetivos de las
técnicas de separacién se aisian las especies a determinar de otras potencialmente interferentes y se
puede preconcentrar s ei precipitade se redisuelve en un volumen notablemente inferior {(de 5 a 100
veces) del de la disolucion onginal

Un factor importante a considerar en las separaciones por precipitacién es el tamafo de las
particutas del precipiado, ya que cuantc mayor sea éste, mejor se realizara la separacion

6.4 DERIVATIZACION

La derwvatizacidon se refiere a la reaccidn guimica que se produce entre el analito y un reactive
determinado ya sea dentro o fuera del equipo cromatografico Si se efectia antes de inyectar la
muestra dentro del cromatégrafo, la derivatizacién se denemina pre-columna y los derwvados ya
formadocs se separan en la columna cromatografica También puede realizarse después de inyectar la
muestra, en cuyo caso sé denomina post-columna Esta Gltima se efect(a separando al analito en la
columna y fuego mezclando el eluyente de ta columna con un reactivo apropiado en la misma linea del
cromatégrafo, antes de efectuarse la deteccién (figura 6 4)
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bagetor

Mhezeladar

‘Tnyeetor .

*. Columna B

Figura 6.4, Esquema de un equipo CLAR para operar con derivatizacion post-columna

La seleccidén de un método de derivatizacidn pre o post celumna depende principalmente de la
velocidad de la reaccién y de la compatibilidad de la reaccién (y 1os reactivos) con la fase midvil
empleada En general, existen varos motivos para dervatizar los diferentes analitos, como ser;

Mejorar la deteccién Esta es la causa méas importante por la cual se producen derivatizaciones
quimicas en CLAR Se orngina en la falta de detectores universales que posean la sensibilidad
adecuada El detector de indice de refraccion es uruversal pero no es lo suficientemente sensible,
mientras que tanto el detector UV como el de fluorescencia son sensibles pero no universales. Por o
cual muchos compuestos que no poseen grupos cromdforos o fluoréforos ne pueden ser detectados
Asi, por ejemplo existen sustancias de gran interés analitico que no absorben al UV como los acidos
grasos (los acidos carboxilicos en general) y los animodcidos. Estas sustancias deben derivatizarse
para poder detectarse por CLAR

Mejorar ]a selectividad En este caso la derivatizacién se utihiza para separar compuestos que,
de otra manera, o bien no se pueden separar o bien la separacion resulta muy compleja. La
derivatizacién para mejorar la selectividad es muy rara en CLAR, dadeo que una adecuada combinacién
de fases estacioparia y mdvil puede resolver sin dificultades las mayoria de las separaciones.

Un caso especial se refiere a la separacion de isdomeros Gpticos Como los enantidmeros no
poseen propledades diferentes entre si, salvo las que se refieren a su comportamiento frente a la luz
polarizada, dificilmente puedan separarse por aigun sistema cromatografico En este caso, y para
iograr la separacidn, los enantiémeros se derwvatizan con reactivos esterecespecificos para formar [0s
correspondientes diasteroisdémeros, siendo estos (ltimos sustancias mas simples de ser separadas

Permitir la_cromatografia El utimo argumento a favor de la derwvatizacién se relaciona con
CLAR, y resulta ser el de mayor importancia en cromatografia de gases

DERIVATIZACION PRE-COLUMNA

Una de las mayores ventajas de la dernvatizacion pre-columna reside en el hecho que no existen
hmitaciones en cuanto a la cinética de la reaccién. Es decir, que puede esperarse todo el tiempo que
sea necesario como para completar la reaccién sin ningdn detnimento en el resultado cromategrafico.
Adicionalmente, puede utillizarse un gran exceso de reactivo, y no es imprescindible que el reactivo no
interfiera en la deteccidn de la sustancia porque puede eliminarse en un paso previo o separarse en la
misma cornda cromatogréfica
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La Ultima ventaja de estos sistemas reside en gue no existen himitaciones en cuanto a la
seleccidn de los solventes que componen la fase movil £l agua, por ejemplo, suele retardar reacciones
o hidrolizar reactivos, por lo cual no puede utihzarse como componente de las fases méviles de ciertas
metodologias post-columna. En cambie puede utilizarse para separar los musmos derivados, si €stos
se han preparado mediante una dernwvatizacion pre.columna

La mayor desventaja de los sistemas pre-columna reside en fa posible aparicidn de picos
espurios provenientes de derivados no deseados, varios derwvados de una sola sustancia, o en la
descomposicidn quimica de tos derivados ya formados, Esto conduce a la aparicién de uno o mas
picos para una sola sustancia a analizarse por lo cual se complica enormemente el sistema
cromatogréafico

DERIVATIZACION POST-COLUMNA

La denvatizacidn post-columna comprende la reaccidn quimica del anahto en el mismo equipo
de CLAR Esta reaccitn se realiza después de la separacidén cromatogréfica en dispositivos
denominados detectores de reaccién o simplemente reactores £n la figura 6 4 se esquematiza un
equipo CLAR para operar con derivatizacion post-columna

Este instrumento consta de los médulos habituales de un cromatdgrafo convencienal (bomba,
inyector, columna y detector), conjuntamente con los médulos necesarios para realizar la reacctén de
dernwvatizacidn en ta linea del instrumento En primer lugar se necesita una bomba de caudal constante
y preferentemente hbre de pulsos para bombear el reactivo hacia el eluyente de la columna. Esta
bomba opera en la zona de baja presién del instrumento por lo cual no necesita ser de alta presidon En
segundo lugar se necesita un dispositivo en el cual pueda mezclarse intima y rapidamente el liquido
eluyente de la columna, este dispositivo de denomina mezclador Finalmente, se necesita un reactor
donde los analitos puedan reaccionar a temperatura controlada con el reactivo dervatizante

La dernvatizacién post-columna es un método muy rdpido y simple de realizar en las
determinaciones de rutina pero exige una dedicacidn especial durante el desarrollo analitico Sus
prncipates ventajas residen en que no es necesario completar la reaccidn y que tanto ta posible
descomposicién de los denvados como la formacién de denvados extremos no tienen incidencia sobre
la eficiencia de la metodologia utiizada Ademds puede aplicarse cuando los derivades, por sus
caracteristicas, son dificiies de anatizar por cromatografia

SI bien resulta un método muy apropiade para un gran ndmero de determinactones sus
principales desventajas reside en la falta de compatibilidad que poseen muchas reacciones (o
reactivos) cono ios soiventes utihzados para preparar la fase méwl, y que no puede aplicarse a
reacclones lentas Otra de sus desventajas, seguramente tan limitante como las dos anteriores, es que
el reactivo no debe presentar una sefial de base apreciable en el sistema seleccionado para detectar al

derivado
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7.1 GENERALIDADES

La resolucidn de los problemas (troubleshooling) fue defimida por Mernil como "la identificacién
de un problema que ocurre durante un proceso dado y su reselucién con la menor interrupcién
posible. Los equipos de CLAR sufren, desafortunadamente, un desgaste mecanico importante debido a
las altas presiones con las cuales operan por lo cual necesitan mantenimientos mayores que los
requeridos por los equipos habituales de un laboratorio analitico. El primer paso en cualquier esfuerzo
por solucionar un problema en CLAR es regresar paso a pasc y evaluar la situacién Apresurarse en ia
solucién de un problema resulta muy a menudo en que una pieza critica € 1Importante sea sobre
estimada o ignorada Ademds del probilema, observa cualquier otro cambio o diferencia en el
cromatograma.

Muchos problemas estdn acompafados por otros sintomas. Desplazamientos en los tiempos de
retencién, linea de base alterada, ruido, deriva o ef cambio en la forma de los picos, son solo unas
pocas claves de las que sefalan o reducen la lista de las posibles causas. Finalmente, toma nota
sobre cualquier cambio o diferencia incluyendo la muestra. Los solventes, viales, pipetas, condiciones
de almacenamiento, tiempo de la muestra, la técnica de preparacién o extraccidn, también cualquier
otro factor que influencie el ambiente de la muestra pueden ser responsables del problema.

Cuando un problema ocurre, primero realiza una venficacién visual del sistema. Busca fugas,
tuberias desconectadas, cables desconectados, monturas del instrumento cambiadas, y asi
sucesivamente, verificar todos los sistemas de fliido y las conexiones eléctricas En la tabla 7 1 se
resumen las adreas que deben verficarse, ya que son las causas méas comunes que afectan el
funcionamiento del sistema cromatogréafico. Para ta resolucidon de los problemas del sistema
Cromatogréfico, es recomendable que tomes encuenta los siguientes puntos:

= Estrategias para arreglar el sistema cromatografico
Inciuye cinco pracesos principales:

Identificar los sintomas

Entender fas posibles causas del sintoma.

Ajslar ias posibles causas exactas del problema
Resolver el problema y reasumur el funcionanuento o avisar al personal de Waters

Arreglar el problema Este proceso consiste en:
Verificar primero las cosas simples,
Comiparar el sistema de funcionamiento con las referencias establecidas

Identificar las posibles causas
Conseguir ayuda

+
+
+
+
= Obtener los datos
Antes de arreglar e] problema, debes obtener todos los datos posibles Los datos que se
recogen en la fase de sistema, es el primero paso mas importante que determina el mal
funcionamiento del sistema
Reunir los datos generales

Cuando se cree imcialmente que hay un problema con el funcionamiento del sistema
cromatografico, se debe considerar lo siguiente:

® ,;Qué te hace pensar que algo esta funcionando mal?
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® © O @

(Cudl es ta evidencia (picos anchos, ningln pico, dernvas de la linea base)?

Ei sistema se observa algo diferente comparado con el funcionamento establecido
(documentado en un registro)?

([Podria cambiar alguien algo en el sistema (como sensibihdad del detector)?

jEstas forzando al siskema hacer algo que puede estar mds alld de sus capacidades?

iHa ocurrido el problema antes alguna vez?

iOcurre este problema en cualquier momento particular del dia o cudndo otro instrumento
ha sido encendido y apagado?

Verificar primero las Cosas Simples

Cuando estés seguro de que algo esta afectando el funcionamiento del sistema, siempre verifica
las cosas stmples. Es un forma facil de encontrar la solucién que ahorra tiempo y esfuerze Has una
inspeccion visual del sistema, realiza anotaciones e investiga

e 9 2 & O @ @© @

. Se activaron las alarmas de alglin componente?

;Hay fugas?

ila lectura de la presién de la bemba es normal?

iSe nsertd el cable de energia en la salida del tablero trasero del nstrumento?
iEs el interruptor de energia?

;Los fusibles estan fundidos?

;Hay suficiente solvente en los depositos?

iEstdn conectados los cables eléctncos entre los dispositivos? ,Son las conexiones
correctas?

+Se cambiaron las monturas del instrumento o se colocaren incorrectamente?
;Existen fugas de solvente en el detector a la tuberia de desecho?

;La columna es la correcta?

Si1 la inspeccidn visual no revela nada obvio, compara et funcionamiento del sistema actual con
el funcionamiento del sistema establecido

= Comparar el Funcionamiento dei Sistema con ias Referencias Establecidas

Los siguente puntos ayudan a identificar las condiciones del funcionamiento normal del
sistemna cromatogréfico

Grabar un mapa det sistema cromatografico
Mantener un registro

Ejecutar cromatogramas de prueba regularmente

Estas tres practicas permiten comparar el funcionamiento del sistema presente con el
funcionamiento del sistema establecido

Grabar un Mapa del Sistema

Una vez instalado el sistema cromatografico (bomba, detector, automuestreador, computadora,
tuberias, cables), se recomienda eshozar un mapa general de la lineas de fluido y |la configuracidn
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eléctrica Etiquetar individualmente las conexiones, Usa este mapa para repasar lineas de fluido y las
conexiones eléctricas y reconfigurar cuando sea necesario

Mantener un registro
Registra las condiciones de operacién (presidn, velocidad de flujo, etc ) en una bitdcora. Cuando
se tienen problemas con el sistema, se debe usar la bitdcora para comparar la informacién del

sistema, comao;

+ Situacion del instrumento

+ Partes y/0o componentes recientemente reemplazadas (namero de serie del fabricante y
fecha del cambio cuando fue realizado).

+ Procedimientos de mantenimiento {cuando y donde)

+ Nidmero de muestras corridas (por medio del sistema).

¢+ Muestras, estandares y fase mévil para cada método.

¢+ Pruebas cromatogrdficas, incluyendo condiciones especificas de operacién (columna,

velocidad de flujo, fase méwl, baja presion, y asi sucesivamente) para cada columna usada
Ejecutar cromatogramas de prueba regularmente
Siempre egjecuta un cromatograma de prueba cuando:
Se tnstale un nuevo sistema
Se reemplace 0 se agregue un instrumento

Se reemplace 0 se agregue una columna
Se prepare una fase mévil nueva.

> * * >

Cuando se corra un estindar, establece ias condiciones normales. Colecta los datos y registra
los siguientes pardmetros:

Presion

Resolucidn (Rs)

Factor de capacidad (k")
Selectividad )

Eficacia de la columna (N)

* > * * >

Guarda el cromatograma de prueba y los pardmetros en la bitdacora Cuando creas que haya un
problema, compara los resultados establecidos con los obtenidos

= ldentificar Posibles Causas del problema

Para reducir las posibles causas del problema dentro del sistema, 1dentifica sigue los puntos:
® [dentificar todos los sintomas

® Comparar los sintomas con las posibles causas potenciales

[dentificar los Sintomas

Realiza un estudio del sistema cromatografico para determinar donde pudo originarse los
sintomas Algunos sintomas son.

La presidn del sistema es vanable o rara (alta, ninguna, errdtica)

Ruido o derivas de la linea base

Cambios en los tiempos de retencidn

Forma del pico (ancho, tempranocs, distorsionados, fantasma)

Resultados cualtativos/cuantitativos incorrectos (demasiados picos, mala respuesta)

* > * > @
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Velocidad flujo msadecuada

Reservorios de solvente vacios

Solvente no desgasificado

Obstruccion en la tuberia

Dhametro intemo de la tuberia madecuado

Tubceria cortada inadecuadamente

Incorrecto ajuste en los tornilles

Filtro de la tuberia tapado

Filtro de la entrada del solvente tapado

Aire en las lineas de enttada de la bomba o cabezas de la
homba

Fuga en sello del piston

Fuga en los montajcs

Mal funcionamiento en la valvula check de salida/entrada
Presion del transductor fucra de calibracion

Depositos del solvente sc encuentran en una posteidn
madecuada a la entrada de la bomba

Flujo del solvente/Bomba

YVVYYV¥VVYVYVYYVYY

VVVVYY

Axre en la jermga

Muestra insuficiente en el vial

Posicion del vial de muestra mapropada
Umniones mcorrectas o inapropiadas
Fuga en los sellos

Falla en la valvula

No hay presién ¢ ésta es baja

Tamafio de la jeringa equivocado

Automuestreador

YVYVVV¥V¥VYYVY

Fuente de Ia lampara defectuosa

Monturas mcorrectas ¢ mapropiadas (sensibihidad, atenuacién,
longitud de enda, tempo constante) Tiempo msuficiente pata
estabilizar la lampara

Filtro dptico lucorrecto

Lampaia incorrecta

Celda de flyjo sucia

Burbuas de aire en la celda de flujo

Electrodo de referencia sucto

Electrodo de funcionanuemto sucio

Fuga en la celda de flyo

Y v

Detector

YUY Y VYWY

Tiempo de muestreo errdneo

Salida de voltaje mapropiada del detector

Atenuacién Impropia, ancho del pico, desecho del drea,
parémetios de rechazo de ruido,

Pobre mtegracion det peo

Calibracion meorrecta ¢ tabla de la muestra

Y VY

Computadora

A

Tabla 7.1. Problemas mas comuncs gue s¢ prescntan en el sistema cromatografico.
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CAPITULO 7 PROBLEMAS MAS COMUNES ENCONTRADOS EN CLAR

7.2 PROBLEMAS INSTRUMENTALES

Los problemas instrumentales se refieren a

las fallas que se originan en el

equipo

cromatografico Las cuales pueden clasificarse en tres partes de acuerdo a los sintomas que presente.
La primera trata de las pérdidas del solvente (ver tabla 7 2), 1a segunda de las anomalias en la presion
{ver tabla 7.3) y la ultima de los otros problemas que pueden relacionarse a fallas en el instrumento

(ver tabla 7 4)

Pérdidas del solvente

Anomalias en la presién
Problemas en 1as partes del equipe CLAR Waters

T SINTOMA S v

T EAUSAPROBABLE"

FNTA
Hlﬁ‘-.-mn,n

Iy Uniones que prerden solvente

a) -Umfm floja

Ajusia la unién hastd qut. se venﬁque la

ausencia de pérdidas

h) Féruta o tormllo deformados

Reemplaza tanto la férula eomo el tormillo.

¢) Umédn demasiado ajustada

Afloja y ajusta nuevamente prmero a mano y
luege con las heramientas s1 la pérdida
continua, reemplaza tanto la Frula como el
tornillo

&) Unidn sucia

Limpia Ja wnidn y proceder segiin 1-c.

¢) Uniones no compatibles

Utiliza wmones de un mismoe fabrcantle o
conectores de tipo universal,

2) Pérdidas en los conectores de
la colunina

a) Uniones flojas

Ve el punto 1-a

b) Material de relleno de la columna
depositado sobre 1a wnon

Ve el punto 1-d.

B Pérdidas en el
automuestreador

a) Jeringa con aguja de punta
defectuosa, de didmetro o longitud
madeeuada

Cambia la aguja de la jeringa Verifica que
esta corresponda a lo especificado ¢n ¢l
manuat del aylomuestreador

b) Secllos del awtomuestreador o del
rotor tlojos o defectuosos

Ajustar o reemplazar los sellos o rotor

¢} Loop de muestra bloqueado

Desbloguéalo o bien en contracorriente con la
ayuda de fa bomba a su mdxima capacidad, o
bien fuyendo HNO; entre €l 10 y el 50 %
VIV,

&) Linea de descarga bloqueada o
haciendo suén

Desbloquéala segim 3-¢ o utilizar un tubo més
fino que produzea una mayor resistencia.

4y Pérdidas en ¢l detector

a) Ventanas de la celda rotas

Reemplazalas.

b) Uniones que pierden solvente

Vel punto 1.

¢} Celda sucia o gastada

Limpiala con etanol o rcemplazarla,

MLinca de descarga bloqueada o
haciendo sitén,

Deshloquéala scgin 3-¢ o cambiala tratando
de que genere cicrta resistencia

3) Pérdidas en la bomnba

a) Uniones que prerden sotvente

Ve el punto 1.

b) Vélvulas que prerden solvente

Ve el punto 1.

¢) Valvulas sucias

Con la ayuda de wna jeringa o de la bomba
creula HNO, como se indicd en 3-c. Si este
tratumiento no diera el resullado  espeiado
desanma las partes y sonicarlas en HNO, al 50
% VIV,

d) Sellos del piston

Cambia los sellos defectuosos

¢) Sellos del mezclador

Cambia los sellos defectnosos.

1) Mezclador de solventes sucio

Procede segun lo indicado en 5-c.

2) Valvula de purga floja

AJdstala sepim 1-a

h) Védlvula de purga sucia o defecluosy

Cambia los fillros o la valvula,

Tabla 7.2 . Problemas Instrumentales: Pérdidas
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2l JCAUSAPROBABLE ' <|. i " 3USOLUCION: D
a) Taponsmiento en Ia bomba Als!a la zona que se ha bloqueadoe y destapala
segim 3-¢
b} Taponamiento en el mnyector Ve el punto 6-a,

Invierte la columna o la guarda columna Si el
filtro bloqueado es el de la columna antes de
hacerlo verifica fa ausencia de espacios vacios
en la cabeza de la columna De lo contrario el
rellene  puede  rcacomodarse  dafiando
¢) Taponaiento en ¢l {iltro de entrada | meversiblemente la columna Durante esta
de la columna o gnarda columna operacion asegirate que la salida de lgqudo
vaya hacia una descarga vy ne hacia otio
componrente del instrmnenio pues puede
bloquearlo

Reemplaza ¢l filtro

Lava la columna utihzando solvente que
6) Alta Presidn constante disuelvan la sustancia precipitada Si ésta no
se conoce, utiliza el ststema de lavado general

d) Taponamiento en ¢l material de | Sugendo por el fabricante.
relleno de la columma Con una punta de espatula mueve la porcion

mcial de matenal de relleno y rcemplazalo
por uno nueve,

Reemplaza la columna

Desbloquéalas segin lo mdicado cn 3-¢

¢) Taponaniento en las tuberias
Reemplazalas

Filtrarla por membrauna de 0.22 6 0.45 pm

t) Fase movil precipitada o sucia -
Prepara una nueva fase mowvil

Controla y apusta €l controlador de

2) Temperatura baja tomperatura

h) Medidor de presion descalibrado Calibza o repara.

a) Véase punto 6 "Alta Presion constante”

b) Durante el cambio de solventes'

Vernfica s1 ¢l incremento en la presion es cl
esperado teniendo cn cuenta la viscosidad de
las mesclas de solvente

¢ Puede ser normal

7y Presiom en ascenso
¢ Sales que precipitan en la enttada | Repueve la columna v lava rapidamente la

de la bomba bomba con unos 30 ml de dcido nitnco entre
el 10y 50 % V/V

#  Sales que precipiian en la eotrada | Ipvierte la columna como se wmdico en 6-¢
de la columna pasando agua cahiente a ravés de la nusma

Tabla 7.3 . Problemas Instrumentales: Anomalias en Ia presion
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T

SINTOMA

T CAUSAPROBABLE_ [

&) Bina Presion Constante

a) Awre atrapado en los cabezales de
bombeo

!
Purga con la ayuda de una jernga, E a
operacién ¢l McOH y FtOH remueven mejor
el aire que el agua. S1 el aire persiste, mejora
la desgasificacion del solvente

b) Pistén roto

Cambia el piston.

¢) Filiro de entrada de solvente sucio o

Sonicar con ITNQ3, entre cl 10 y el 50% V/V.

tapado Cambialo
dyValvula de purga sucia o tapada Ve 8-c.
¢) Valvulas de los cabezales def . 5

bombeo sucias o tapadas

) Viélvulas de los cabezales de

bombeo defectuosos

Cambia las valvulas

) Medidor de presién descalibrado

Cémbialo o repirale

It) Selector de candal descalibrado

Calibralo o repérale

1) Temperatura alta

Ajusta el conirolador de temperaturas

1) Pérdidas en ¢l sistema

Ve la tabla 7.1

9 I're aon en descenso

a) Ve ¢l punto 8: "Baja Presion Constante”

b) Ve los puntos 10 ¥ 11: "No hay presion, no hay caudal" y "No hay presion, caudal

normal",

t0) No hay presién no hay
caudal

a) Aire atrapade ¢n los cabezales de la

bomba

Purga la bomba con ayuda de una jeringa.

b) Aire atrapado en la entrada de la bomba

o cn las tuberias de liquudo

Purga la bomba con la ayuda dec una
jeringa,

Verifica el estado de los filtros de entrada
del solvente y de la valvula de purga.

¢) Véalvulas de los cabezales de bombeo

SUCLAS ¢ lapadas

Ve el punto 5-c.

d) Piston sucio

Ve el punto 8-b.

) L.a bomba no lianciona

Verifica el cncendido y ¢l estado de los
fusibles.

Verifica los cortes por alta y baja presion.
Revisa el molor y/o sistema cléetrico.

11y No hay preston caudal
normal

a) Medidor de presidn descalibrado o

defectuoso.

Calibra o repaialo

[2) Presién constante

a) Awrc atrapado en los cabezales de

hombeo

Ve el punto 8-a

b) Arre atrapado en la entrada de la bomba

o ¢n las tuberias de bombeo

Ve el punto 10-b

¢) Pistén roto

Cambia el p1ston

d) Durante el cambio de solventes:

¢+ Pucde ser nenmal
+  Sales precipitadas en las tuberias

+  Sales preaipitadas en la cabesa de la

columna

Ve el puto 7-b

¢) Pérdidas en ¢l sistema

Ve la tabla 7.1 "Pérdidas”.

Tabla 7.3 . (Continuacion) Problemas Instrumentales: Anomalias en la presion
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T ISINEOMA. T

" CAUSATPROBABLE .

13) Mancetlla del myector
dificil de mover

a) Rotor demasiado ajustado

b) Rotor dajtado

Reemplazato

Timpia la jennga o la puitta de la jennga St se

14) Operacton de inyeceién de a) Jeringa tapada o sucia estd ulilizande una jeringa con la punta
muestra dificil rentovable, cambia la punta de la jennga
b) Loop de muestra bloqueado Ve ¢f punto 3-¢
a) Pérdidas en el sistema Ve la tabla 7.1 "Perdidas”
b) Separacion deficiente Mejora ia separacion
¢) Interacadn del analito con la fase| ., L
bl Cambia el sistema cromatogrifico
15) Irreproducibiidad en la Utiliza los pardmetros de  nlegracién

cuantificacién

d) Integracién deficiente

adecnados para la separacion

e) Analito mestable

Determina la estabilidad del analito en la fase
movil y en las soluciones muestra y testigo

) Loop de muestra mal cargado

Carga como minimo 5 veces el volumen
nominal del loop

Tabla 7.4 . Problemas Instrumentales; Otros

PROBLEMAS EN LAS PARTES DEL EQUIPO CLAR WATERS

w  Bomba

w Automuestreador {ver tabla 7 6)
w  Detector (ver tabla 7 7)

BomBa

El buen funcionamiento de la bomba es indispensable para obtener separaciones reproducibles
por 1o cual resulta conveniente controlar su estade peniédicamente. El control del estado de [a bomba
debe incluir la medicién de la exactitud en el caudal (mudiendo el volumen de liguido que eluye de ta
bomba por unidad de tiempo), y el control de pérdidas La ausencia de pérdidas debe verficarse
diariamente simplemente pasando un papel absorbente por las uniones y detras de los cabezales de la
bemba y penddicamente llevando la bomba hasta su méxime valor de presidn Muchos de los
problemas de las bombas se detectan simplemente observande el cromatograma o el medidor de
presién Los problemas que se presentan con mayor frecuencia en las bombas se resumen en la tabla

75

TS SINTOMA. 7 ]

CAUSAPROBABLE "%

ZSOLUCTONT

I.a bomba no enciende
(ventilador y las luces del
tablero delantero estan
apagadas}

La bomba no estd coneclada

Aseglrale que el cable de encigia este
conectado a la bomba apropiadamente

Ningun salida de energia

Venfica que la toma de cornente  esté
conectada a otra wudad eléetnca y venificar st
la umdad opera S1 esa umdad no trabaja,
localiza otia toma de cormente cléctrica y
observa si funciona la bomba

IFusible fundido

Reemplaza el fusible

l.a bomba no entiega solvente

Fusible fundido

Reemplaza el fusible

Limte de presion bayo, coloca un valor
mds alto en la presién de operacion

Coloca el limite de presibn correcto

Solventes mmscibles en la cabeza de
la bomba

Purga la bomba con sclventes apropiados
Verifica Ja nuscibilidad de los solventes

Figura 7.5. Problemas comunes encontrados en la Bomba 616 Waters,
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N
“enl

C 7 SINTOMA *

ey

i

7] Hanr,"\ AR i
Jr LPFEJ' %}i“ :H:I‘:‘F G iﬁq{

La bomba no entrega solvente

l.a bomba no ecstdi conectada al
controlado 6008

Asegl'lrmc que el cable osté conectade
apropiadamente al controlador de la bomba.
Venifica que la direcciones [EEE-488 (si
TEEE-488 comumicacion esld en nso) estén
colocadas apropradamente.

St estd conectada apropiadamente y las
direcciones [FEE-488 son cortectas, apaga la
bomba y el controlador y desconecta ¢l cable.
Enciende la bomba y venifica las operaciones,

La proporcién de tlujo puso para poner
a cero

Aumenta la proporcién del fhiyo de la bomba

Presion del transductor fuera de ajuste
o defectuosa

Coloea el flujo a cero, ajusta el transductor de
presién para ponerdo a cero. S1 el problema
continda, reparn o reemplaza el transducior de
presion.

La bomba no esta purgada

Purga la bomba para la operacion

Viélvula abierta draw-gff o existe fuga

Cicrra la valvula draw-off. Si el sclvente
todavia gotea, reemplaza la valvula,

Solventes immiscibles ¢n la cabeza de
la botnba

Purga la bomba con solventes apropiados.
Verifica la nuscibilidad de los solventes.

Mat funcionmmento en la entrada o
salida de la vilwila check o la valvula
cstd sucia

Aisla la cabeza de la bomba defectuosa para
determina si este sintoma es debido a un
problema en la entrada o salida de la valvula
check

Sello del piston daiado

Verifica si el solvente estd goteando desde la
cabeza (rasera de la bomba o si se forman
cristales de sal alrededor de la cabeza trasera
de 1a bomba. Fste es un mdicador de que el
sello del piston estd daiiado. Verilica st las dos
las cabezas de la bomba pucden mantencr la
presién  como constante. Si se detecta un
problema, reemplaza el selto del piston

Cavitacion en la cabeza de la bomba
(presion alta)

Verifica si el problema es debido a:

*  La posicion de los depositos del solvente
- 3i los depobsitos del solventes se
encuentran arriba de la bomba

*  Verifica s1 la tuberia esta floja, torcida, o
bloqueada la entrads a la bomba-
Aprieta, endereza, o reemplaza la tuberia

= Desgasificacion del solvente inapropiade
- Burbujea gas heho a los solventes para
preventr cavilaciones

= I filtro de la entrada del depdsilo de
solvente estd sucio - Remucve y limpia
con 4cudo nittico 6N, agua (enjuague 3
veces), seguido por melanol

»  Los solventes se volatilizan en la cabeza
de Ia bomba - Purga la bomba

*» Bl didmelro mterno de la tuberia cs
demasiado pequefia para la enhada  de
solvente - Usa la wbceria correcta

Figura 7.5,
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Ta ol WSINTOMA . v i

o " GAUSA'PROBABLE ;. -

SOLUCIO 5

.4 Bomba ne Entrega Solvente

Rugptura en ¢l pulso del amortiguador /
picsion alta

Vernifica las fugas, reemplaza el puiso del
amortiguador o ¢l filiro de presidn alta

Fallo en la proporcion de solvente en
la valvula del mezclador en-linea

Vacia la valvula proporcienando solvente S
¢l problema confinta, reemplace el
componente

Motor de la bomba defectuoso

Contacta al servicio técnico de Waters

Tabla del circuito defectuoso

Contacta al servicio técnico de Walers

Fuga en las Cabezas de la
Bomba

Sellos de prston de la bomba usados

Reemplaza el sello del piston defectuoso.

Pistén usado

Repara o reemplaza el piston

Cabeza de la bomba floja

Aprieta los dos tornilios de la cabeza de la
bomba Aseglrate que aprietan 1gual ambos
tomillos

Entrada o salida de la valvula check
flo)a

Apricta la valvulas check flojas No aprietes
por encuna Yenfica los montajes v las férulas
que estén flojos Reemplézalos s1 es necesario.

Fuga en la vélvala draw-off

Vaivula Draw-off” ablerta o rota

Cierra la valvula draw-off Si el solvente
todavia gotea, reemplaza el sello de la valvala
defectnosa

Linca de solvente dafiada

Reemplaza la linea de entrada.

Pulsacrones/veiocidad de flyjo
de la bomba crraticas

Inadecnada desgasiticaciéon de la fase
mdavil

Desgasifica los solvenles y re-equilibra el
s1slema

La bomba no cstd purgada

Purga la bomba. Nota. S1 usas solventes
voldtiles (como hexane o éter), puiga la
bombaz con un solvente muscible, mecnos
volatil como THF y metanol Asegiratc que la
columna este desconectada para evitar romper
el equilibrio

Poco solvente en el depésito

Verifica el nivel de solvente en los depositos
81 estan fuera de mvel, 1lénalos con solvente
{desgasifica y burbuyea con bheho los
solvente)

Burbwas de awe en la cabeza de la

Purga la bomba para quatar las burbujas de
are Asegirate que no haya ninguna burbuja
de ame en las lineas de entrada de los

bomba .
solventes Desgasifica o burbwea heho a los
solventes

s Para determinar si este sintoma cs debide a un

Valvulas check sucias o mal .

o problema con la entrada o salida de la valvula

funcionanuento

check. Limpia tas valvulas check

Solvente en ¢l filtro de entrada o lincas
de entrada bloqueada

Asegirate que el solvente esté filtrado para
prevemr cualquier tipo de precipiacton

Nota La precipitacion de bufters en la valvula
check pucde ocurnr al correr una mezcla de
agua ¥y un  soelvente orgamco cn una
concentiacion de 30% o mas alto £l grado de
precipitacion puede vamar y  depender del
solvente organice y del buffer utilizado

Figura 7.5. (Continuacion) Problemas comunes encontrados en la Bomba 616 Waters.
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_SINTOMAC. !

5 CAUSA PROBABEE i

|5

| e S OTNOYONL

Pulsaciones/velocidad de lwo
de la bomba erraticas

Filtro de entrada del solvente o lncas
de enirada bloqueados.

Vcnﬁca la lincas obstruidas Rccmplam si ¢s
necesanio. Limpra ¢l Hltro de la entrada del
solvente por sonicacion usa dcido nitrico 6N,
agua (repila 3 veces), sepuido por metanol,

Bloqueo de la vélvula que proporciona
¢! solvente en la linea del mezclador

Vacia ¢l solvente que proporcionan la valvula
o mezelador  en-linea. i ¢l problema
contint, reemplaza et componente,

Fuga en ¢l sello del piston de la bomba
{bajo Ia cabeza de la bomba)

Reemplaza el scllo del pistdn de 1a bomba

Piston de la bomba desgastado

Reemplaza el piston,

Solventes inmiscibles en la cabeza de
1a bomba

Ve cl punto "Bomba no entrega solvente”

Cavitacién en la cabeza de la bomba
Falla electronica de la bomba

Contacta al servicio téenice de Waters

Inadecuada mezela de solventes
(sistema de gradiente)

Solventes innuscibles ¢n la cabeza de
la bomba

Bloqueo de la valvula que proporcicna
el solvente en la linea del mezelador

Vacia el solvenle que proporcionan la valvula
o mezelador  en-linea. Si el problema
contmila, reenmplaza ¢l componente

Mal funcionamiento del bombeo

Problemas en fa mezcla de solventes
después bombeu

Demasiado alto fa velocidad de flyo
de la bommba

Coloca la velocidad de flujo de operacion
correcta,

Presion del sistema alta debido
a la bomba

Presion del transductor fuera de ajuste
o defizctuosa

Coloca la velocidad de flujo a cero y ajuste el
transductor de presién para poneilo a cero. Si
¢k problema contimtia, repéralo o reemplaza cl
transductor de presidn.

Figura 7.5 (Continuacion) Problemas comunes encontrados en la Bomba 616 Waters,
AUTOMUESTREADOR
T SINFOMA . A AU SAPROBABEE T ISOLNCTONTY - 0] ]

Il Automucstreador no esta concctado
ala luente de energla

-Ascguratc que cl cable de encrg,m esté

concctado a una fuente de cneigia y al
automugstreador apropiadamente.

Il Autemuestreador no
encende (ventilador y las luces
del tablere delantero estan
apagadas)

Ningtin satida de energia

Verifica que la toma de corriente esté
concctada a otra utudad eléetrica y verificar si
la wnicddad opera S1 esa unidad noe traba)a,
localiza otra toma de comente cléctrica y
observa st funciona el aulomyestreador,

Fusible fundide

Reemplaza €l fusible

Il automuestreador no esta conectado
al controlado 6008

Asegirate que el cable esté  conectado
apropradamente  del controlador al
antomuestreador  Verifica que la direcciones
JEEE-48% (si IEFE488 comumicacidn esta en
uso) estén colacadas apropladamente

Si esta coneetada  apropradamente y  las
dirceeiones [EEE-488 son correctas, apaga ¢l
automuestreador y el controlador y desconecta
el cable TPnectende ¢l awomuestreador vy
veritica las operaciones,

Figura 7.6. Problemas comunes encontrados en ¢ Automuestreador 717 Waters,
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CAPITULC 7 PROBLEMAS MAS COMUNES ENCONTRADOS EN CLAR

T SINTOMAY”

[

CWGAUSAPROBABLEE 4. .- |

- SOLUGK T

El Automucsircador no
enciende (ventilador y Tas luces
det tablero delantero estan
apagadas)

Problema de la presion (awe en ol
antomucstreador)

Verifica que la linea de  presion este unida al
automuestreador Venfica ¢l regulador de la
presién para colocar el rango dc operacion
apropiado  Ajusta s1 es necesario

Ialta de energia

Restaura el automuestreador y continuz con la
operacion

Puerta abierta en el compartimento de
la mucstra

Abre y clerra la puerta del compartimento de
la muestra Si el problema continia, contacta
al servicto téonice de Waters.

Error en el carrusel de muestras

Contacta at servicio técnico de Waters

Tarjeta del circutto defectuosa

Contacta al servicio técnuco de Waters

Fugas en el sistema de thyo
(jeringa, myector, sello del
empacue, empague de fludeo)

Montaje de compresion  flojo o

apretado

Verifica los montajes y las férula apretadas y
desgastadas, Reemplaza s1 es necesano

Secllos de la valvula defestuosos

Reemplaza los sellos

Sello del empaque detectuoso

Reemplaza los selto de empaque

Sello de Mudo defectuoso

Reemplaza los sellos de flmdo

Aguja dafiada

Purga el automucstreador para desconectar la
agwja 51 el problema continia, reemplaza ¢l
armazon de la agwa y e scllo de empaque.

Jennga bloqueade o dafiada

Reemplaza jeringa

Fugas en el sistema del lavado
de la aguja

Montye de  compresion  flojo o

apretado

Verifica los montajes v las férula apretadas y
desgastadas. Recemiplaza s1 es necesario

Valvula de flurdo defectuosa

Reemplaza la valvula

Bomiba defectuosa para lavar la aguja

Reemplaza 1a bomba del lavado de ta aguja

Depésito del solvente para el lavado de
la agua del autormuestreador vacio

Llcna cl depdsito de solvente para el lavado de
la aguja

Prueba en la inyeccion de la
muestra {10 sc myecta la
muestra, la forma del pico es
anormal)

Valvula de 1z inyeccion defectiosa

Purga el automuestrcador S1 el problema
continila, repara / reemplaza la valvula

Aguyja  bloqueada detndo a  las

particulas de la mucstra

Purga el automuestreador para desconectar la
aguja  Aseglrate que los solventes y las
muestias estén apropiadamente filtrados para
prevenir  obstrucciones. St el problema
contunia, reemplaza el montaje de la aguja

Burbwas de ane en la jeringa o en ¢l
montaje del leop de muestia

Purga el automuestreador 81 las burbwas de
aire estdn siendo continuamente arrastradas,
veritica que no se esté creando vacio cuande
se myecla la agwa en eb vial (indica que el
sello estd demasiado apretado alrededor de la
aguia) Inyecta la mucstra del vial sin poner la
tapa

Inyecc1om det vial de Ta muestra vacio

Compara la entrada del vial de muestra y la
posicion del vial Intre el nimcere de vial de
mueslra correcto

Muestra msuficiente en ¢l vial

Asegirate que el mimimo volumen de muestra
1equerido este en el vial

La tapa esta demasiada apretada (sc
crea i vacio)

Afloja latapa

Mucstra demasiada viscosa

Dnluye la muestra o disnunuye ka velocidad de
flujo de lajennga

Figura 7.6. (Continuacion). Problemas comunes encontrados en ¢l Automuestreador 717 Waters.
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CSINTOMA: "

T CAUSAPROBABLE. . [

SOLUGION, i Myl TR

Problema en la inyeccion de la
muestra (no se nyeela la
muestra, la forma del pico es
anormal)

La jeringa no agjerea ol tapdn del vial

Inyecta micvamente la muestra sin tapar cl
vial Inspecciona si el myeetor esta haciendo
el agujero en ¢l tapdn del vial. 81 no hace
ningiin agujero, sc tiene un problema con ¢l la
agwa del inyector, recimplazala o contacta al
servicio técnico de Waters.

Problema de la presion (mre en el
antomucstreador)

Scllos del myector defectuosos

Reemplaza los scllos del automuestreador

Ningimn {flujo solvente a través
del inyectot

2] automuestreador no esta conectado
a la bomba

Une las lincas de fluide para bombear

La valvula de inyeccién estd en mala
posic1omn.

Reimeiar el fancionamiento para recalibrar la
vitlvula Si el problema continva, recmplara o
repara la valvula.

La vilvula de inyeccion esta bloqueada

Vacia el solvente del auntomuestreador. Si el
problema continta, reemplaza o repara la
vilvula de inycee16mn.

Trugas dentro del automuestreador

Verifica las fugas. Aprieta los montajes flojos.
S1 las fugas continnan, verifica montajes y la
férulas  desgastadas  del  automuestreador
Reemplaza si es necesario,

Presitn de) sistema alta debudo
al automucstreador

Agwyja  bloqueada detido a  las

particulas en la muestra

Purga el automuestreador para desconectar Ia
aguja. Ascgiratc que los solventes y las
muestras estén apropadamente filtrados para
prevenir  obstrucciones. St ¢l problema
continila, reemplaza ¢l montaje de o aguja.

Viélvula de myeccién bloqueada

Purga el automuestreador. S1 el problema
continita, reemplaza el montaje de 1a aguja

Tuberia bloqueada entre

automuestreador v la colunina

Verifica las conexiones de la  tuberia.
Reemplaza cualquiera tuberia blogueada.

Mugstra no miscible con fase mévil

Verifica la solubilidad de la muestra y de la
tase mévil probandola en un vaso y obscrvar
st la muestra sc disuelve S1 es nceesario,
diluye la muestra o cambia la fase mowvil.

La muestra sc dinge a otio lado

Filtros del antomuestreador o REe
Limpa o reemplaza los fitros
blogueados
Volumen de myeecién  demasiado | Reduce el volumen de myceeién o instala un
grande. loop de muestra mas grande,

Problema con la inyeccién de la
muestra

Para venficar c¢f problema, prueba con
myecctones blanco de solvente después de una
myceetén de la muestra S1 ¢l problema
persiste después de unma inyeccion de la
muestra, esie puede deberse a un problema
con ¢l sistema del lavado de b aguja (ver
abajo).

Problemas con cl sistema de lavado de
la agwja (debido a la pérdida de
empuje, deposito de solvente vacio, los
filtros contaminados, o ¢l bombeo dek
lavado de la aguja es defectioso)

Verifiea el problema potencial en estas Areas v

realiza lo siguiente:

= Depésito del solvente vacio - Cambia cl
deposito del lavado de la aguja

»  Pérdida de cmpuje - Rempuja al sistema
de lavado de la apua

*  [Fillros comtanunados - Reemplaza los
filtros,

Figura 7.6. (Continuacion). Problemas comunes encontrades en ¢l Automuestreador 717 Waters.
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SINTOMA ,

i - CAUSA'PROBABLE. . .

W M A VSOEUEIONy: Tt h T

Mala inyeccion de la mucstia
vial

Fl atmero de wvial de  muesta

meorrecto

Compara la entrada del vial de muestra y la
posicion del vial Mete el ntmero de wial de
muestra correeto en el automucstreador

Vial de muestra mal ctiquetado

Vertfica la mfonmacion sobre el vial de la
mucstra. Retiqueta s1 ¢s necesaro

Incorrecta myeceion de la
muestia

Volumen de inyeccion meorrecto

Compara el volumen de myeccion y la
posicion del vial Mete el valor correcto def
volumen de inyeccion en el automuestreador

Tamafic meortecto en el loop de
muestra o de la jennga mstalados en e}
ststema del flwdo

Reemplaza el tamafio del loop de muestra
apropiada o el tamafic de la jeringa

Tamafio de jeringa mcorrecto

Compara ¢! tamafio de la jeninga y la jermga
instalada. Mete el valor del tamafio correcto de
la jeringa en el automuestreador

Muestra msuficiente en vial

Asegura el mimmo volumen de muesta

requeride en ¢l vial

I'uga en la jermga

Reemplaza frepara la jeringa.

Muestra demasiado viscosa

Diluye la muestra o dismunuye la velocidad de
flyo

8e crea vacio en el vial

1laz inyecciones sin tapa, quita el exceso de|
muestra del vial, o afloja la tapa

Figura 7.6. (Continuacidn). Problemas comunes encontrados en ¢l Antomuestreador 717 Waters.

DETECTOR DE ARREGLO DE DIODOS 996

‘,Ln Ty ;wrvsﬂs@wi__i - ,I(cj 1* Ht % d

s ur

No enciende ¢l detector

2§ detector no esta cenectada

Aseglirate que el cable dec energia este
conectado al detector apropradamente

Ningin sahda de cnergia

Venfica que la toma de comente esté
conectada a otra wmdad elécinca y verticar s1
la unidad opera. S1 esa unidad no trabaja,
lecaliza otra toma de corriente eléetrica y
observa st funciona el detector

Fusible fundido

Reemplaza el fusible

Falta de energia

Restaura ¢l antonuestreador y contuna con la
operacidn

Tagjeta del cucuito defecluosa

Contacta al servicio técnico de Waters

1.a fucnte de la lampara no
enctende (o [alla la cnergia de
relerencia)

Fusibles fundidos

Reemplaza el fusible fundido

LAmpara defectuosa

Reemplaza la lainpara

Los focos led de la lampara ne cstan
conectados

Conecta Jos focos led a la lampara

Lampara en estado de espera

Conduce el medo de reserva

Mal colocado el nterruptor de la
lampara

Verifica ¢l montaje del interruptor, cambia la
ldmpara para corregirlo

El voltaye de la lampara a cero

Cambua el voltaje de la limpara.

Energia de la limpara defectuoso

Conlacta el servicio téenico de Waters

Celda de referencia contaminada

Para himpiar la celda de referencia
Lava la celda de referencia con un solvente
miscible, segurde por metanol,

Figura 7.7. Problemas comunes encontrados en el Detector 996 Waters,
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CAPITULO 7 PROBLEMAS MAS COMUNES ENCONTRADOS EN CLAR

FOSTIE

SINTOMA. . &t

17 CAUSAPROBABLE | [\ ([T

[T

sy, i SOLTFCTONE L

El detector no responde (linea
base estiechos, hinglin pico)

Ldmpara quemada

Reemplaza la lmpara

Parametros del deteclor  mcorrectos - .
- Verfica y  ajusta  cualquier  pardmetro
(como longitud de onda, of, T :
- incorrecto det detector
sensibilidad)
Verifica que la sefial de salida del detector esté
Cable madecuadamente  conectado | correclimente  conectada al  dispositive  del

entre el detector y el sistema de datos
(computadora, 1ntegrador, o registrador
grifico),

manegjo de datos, Aseglrate que cualquier
salida del erruptor esté relacionada con la
posicion apropiada. Use la sefial del cable para
proteger v une solo ¢l dispositivo.

Salida del detector no esta colocada a
Cero

Coloca 1a linea base del detector a cero

Fotodiodo defectnoso o incorrecto

Reemplaza el fotodiedo

Ceida de thyo sucia o contaminacda

Para lumpiar 1a celda fluyjo

1. Remueve la columna y la umon

2. Para buffers, lava el detector con 100%
agua, 100% metanol (si el solvente cs
mscible con el Gltmo solvenle en la
celda de flgo), de nuevo segudo por
100% agua.

3 Para los solventes no-polares, vacia cl
detector con una mezela 50/50 de THY y
agua (s1 ¢l solvente es miscible con el
tltimo solvente en la celda de flujo),
segudo por 100% de 'THI

Si el problema contiiia, lave con una solucidn
mds [uerte.

Ventana de la celda de flujo sucia

Limpia la  ventana, Si cl problema persiste

reemplizala.

Fugas de solvente en la celda de flujo

Repara o recmplaza la celda de flujo.

Tarjeta del circuito defectuosa

Contacta al servicio téenico de Waters

Detector sobre calentado

Filtros de ventilacion sucios

Limpia los filtros de are

Mal fimcionamiento cn el sistema de
ventilacion

Reemplaza ¢l montaje de ventilacion.

Fugas en los montajes

Montaje de compresion apretado o
flojo

Verifica montajes y férula que estén apretadas
y desgastadas Reemplaza si necesano.

Fugas en fa celda de tlujo

Empaque de la celda de flyo del
detector

Reemplaza ¢l empaque, S persiste la fuga
reemplaza la celda de flyjo.

Celda de flujo blogueada o dafiada

Cuidadosamente lava la cclda de flyjo del
detector 81 la celda de flujo estd daila o rota,
reparala o reemplazala.

Presion alta en ¢l sislema
cromatografice debido al
detector

Tuberia de entrada vy salida del

detector bloqueada

Celda de Myo bloqueada o dafiada

Lava cwdadosamente la eclda de flyjo de
detector para quitar cualquicr obstaculo 81 la
celda de fluyjo estda dafia o rota, reparala o
1cemplézala

Figura 7.7. (Continuacidn) Problemas comunes encontrados en el Detector 996 Waters.
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CAPITULO 7 PROBLEMAS MAS COMUNES ENCONTRADOS EN CLAR

7.3 PROBLEMAS CROMATOGRAFICOS

En éste tema nos dedicaremaos especificamente al cromatograma, mdicando las dificuitades y
los problemas que con él pueden presentarse de manera tal de ofrecer al usuario una guja de ayuda
para resolverlos en el futuro

Nos dedicaremos, especialmente, a los prablemas que redundan en la deformacién de los picos
cromatograficos y a las anormalidades referidas al crematograma (aparicidn de picos extrafos, ruido
o derva de la linea de base)

La deformacién del pico cromatografico es un hecho muy importante porque habitualmente se
traduce en pérdidas de resolucion o defectos en la cuantificacion La dentificacion de este problema
puede resultar de la apancidn visual del pico en el cromatograma, de la medicidn del tailing, o de la
eficiencia tanto durante el control pernédico de las coiumnas come en los analisis de rutina La
aparicion de estos fendmenos durante el desarrollo de un nuevo método de andlisis es una condicién
necesaria y suficiente para que la nueva metodologia deba repiantearse y eventualmente, descartarse

Algunos de tos problemas cromatogréficos mas comunes que suelen presentarse son los
siguientes

m  Linea Base

w  Ruido

= Tiempos de Retencién
w Picos

l.inea Base

El rindo en la linea base se retaciona con ia fase madwi, bomba, columna, detector I ruido en
la iinea base se caracteriza como;

L Ruido en ia linea base no-ciclico (irregular)
. Ruido en la linea base ciclico (corto o a largo plazo}

* Derwvas de la linea base

Las dervas, conjuntamente con el ruido relacionado con fa linea base, vy las causas mas
comunes que las originan se encuentran detaliadas, junto con sus soluciones, en la tabla 78 La
aparicién de derwas dificulta la definicidén de {a base del pico resultando, asi, en errores mas 0 menos
severos en la cuantificacién

Defectos en ia desgasificacidn o presencia de impurezas en las fases mdwles son las causas,
relacionadas con los sciventes, que producen denvas y ruide en la linea base Otra de las causas, gque
la producen se reflere al lento equilibric de !a columna cromatografica

Los problemas en fa linea base pueden onginarse, ademas, cuando la columpa libera
componentes excesivos retenidos Estos componentes suelen eluir como bandas muy anchas que se
confunden con las variaciones propias de la linea base y pueden provenir de la muestra o de la misma
columna cromatografica En el primer caso es posible esperar la elucién det pico tardio antes de
inyectar una segunda muestra o, preferentemente, disefiar algin procedimiento de preparacidn que
aisle al componente excesivarmente retemdo En el segunde caso se trata de columnas en las cuales
han quedado retenidas impurezas presenies tanto en los solventes como en las muestra que eluyen
lentamente Este ditimo problema puede evitarse lavande dianiamente la cotumna (o cuando se
Inyectan muestras muy "sucias") con un solvente fuerte (metanct, acetomtnlo)
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CAUSAPROBABLE .

facni

I

i

Rutde en la linea basc no-
ciclico (irregular)

Linea Base Normal

Turbujas de aire atrapadas en la
celda el detector

Puiga la celda desde ugo del detector o aplica una
ligera presidn en la salida del detector

2ara prevenir la formacion de burbujas de anc en la
celda de thyo, atade a la tuberia de salida del
detector de 1 a 3 pie (30 a 90 v} de longitud de
0009 -pulgada (0.23 nun) de diametro interne (1),
1716 -pulgada (1 58 mm) DI Esta tuberia funciona
como un restiictor de flyo para awmentar presion.
Un pedazo de tuberia de 3 pie (90 cm) proporciona
vna presion de 30 a 30 ps1 (2 2 3 atm) con una

TR *1|‘|
il

3 velocidad de flujo de Iml/mm en agua
Tiempo Pequeitas burbujas d aire L’urgﬂ ‘ln bon?l_)a‘pam rcn}m‘/cr ’e‘l‘mrre ‘ara prcvc_:'n‘it
viajando a través del sistema de u'rbu]‘ls ’dc aire adicionales, ascgirate que la fase
Burbujas de Are en la Celda fluido mowl‘ éste aprp}nzuiamemu desgasificada o
del Detector burbujeada con helio
% Permite a todos los componentes del sistema (como
) la colunma y el detector) el tiempo suficiente paa
estabilizar y equilibrar quinucamente.
Tiernpo
51 se corren automaticamente métodos de gradiente,
Inestabilidad del Sistema . EISL’:_gl'lll’leC que  los Fiempos de F(]Llﬂﬂ?rl() sean
Sistema no estabihizado o suficientes y reproducibles entre las inyceciones
z quimicamente equilibrado
———— e Nota' 8i usas reachivos 16nicos aparcados, asegirate
que la primera vez gue uses la columna proporcione
Tiempo un tempo suficiente y  volumen de  solvente
adecuadamente  cquilibiade  para  colunna  (por
g::;;;r;i:afelda de Flue cjemplo, correrla a un volumen total de 100 wl de
2 upa soluetéon de 5 M a | ml/min)
H Desecha la fase movil contmnmada y
Tiempo Lonpa ¢l depédsito de solvente  Limma o
reemplaza ¢l filiro de enttada del solvente, Para
Fase mmovil contammida l1fnpmr ¢l filtro, guiluk) y somear con dcido
nittieo ON, agua (repetir 3 veees), seguido por
metanol
Prepara y tillra solvente tresco usando reactivos
de alta calidad sdlo solvente grado CLAR
Parga y re-cquilibra ¢l sistema

Figura 7.8. Problemas Cromatogrificos (linea base)
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" SINTOMA'

i

thi

ik

Ruwido en la linea base no-
cichco (irtegular)

Linea Base Notmai

Tiempo

Columna Contarminada

Tiempo

Fuga en |a Celda de Flujo
del Detector

N

Tiempo

Fuga en la celda de fujo del
Detector

Remueve la tapa del detector y verifica las fugas Si
las fugas no son visibies, 1caliza lo siguiente

| Purga el detector con un solvente muscible no-
bufterede, segido por metanol.

2 Unc la fuente de mitrdgene o helie a la entrada
del detector Despacio seca la celda de flgjo.

3 Monitorea la linea base para el ruido St el nudo
desaparece, hay una fuga dentro de la celda de
flujo de detector

Repara icemplaza la celda de flyo del detector

Columna contaminada

Para venficar cstc problema como una posible
causa, reemplaza todas las columnas del sistema con
una umon (o con una buena columma conocida del
mismo tipo) Regresa la fase movil, y monitorea la
linea base
Nota. $1 requeres adicionar  presion al sistema
durante esta comprobacion, usa un pedazo de
tuberia de  0.009 -pulgada (023 mm) DI (o el
restrictor conveniente) en lugar de la unién
S1 el problema continua, iunpia o reemplaza la
columna contanunada como se menciona en cl
manual def operacidn de la columna
Si el problema continda, esto podria scr debido a
Las  propiedades del  solventes  como
miscihidad
Fase mévil contammada
Guarda columma contamninada en la linea de filtro
(Limpia o reemplazala)

Figura 7.8. (Continuacion) Problemas Cromatograficos (linea base)
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“ ", SINTOMA -

' .CAUSA-PROBABLE-

Ruido en la linca base ciclo a
corto plazo (segundos o
mnutos)

linea Base Mommal

Tiempo

Solvente Inadecuado

i

Tiempo

Burbujas de Aire en la Celda
del Detector

o=
pu |

Tiempo

Solvente Inadecuado

|

wn

“ara contirmar una mezela problema

Con la celunma en-linea, sc bombea 5-10
voliimenes de la colunma de 100% de un solvente
y se momtorea la linea base, Esto proporciona una
composicion constante y un volumen suficiente
para equilibiar la columna y alcanzar la cetda de
fTugo del detector.

La bomba pre-mezela varnos solvenles  (por
gjemplo, 50/50, 9545, 70/30, o corre Ia mezcla) y se
monitorea la linca base. St la linca base es
aceptable con 100% de wn solvente, pero si se
prosenta ruido  en la linen base cuande se corren
las mezelas, hay un problema de mezclado

Usa solventes mmiscibles, Verifica la miscibilidad
de los solventes y cambia a los solventes mas
nuscibles El mal [uncionamiento en la bomba, de
la valvula de la bomba, la proporciona la mezcla
del solvente, o fa alta presién.

Solventes inadecuados desvian la bomba, La
solucién es agregar mezclas adicionales,  Sin
cmbargo, la mescla requendn depende de la
gravedad del  problema. Venfica y corrige lo
sigwente

La mezela merementa ¢l flujo Jaminar y demera ¢l
tiempo. Anade de 6 a 12 pulgadas (150 a 300 mm)
de largo, 0040-pulgadss (1.0 mm) de didmetro
interno de tuberfa enitre It salida de la bomba y el
automuestreador  (inyector). La longitud de la
tuberfa agrega $6lo una pequeiia demora en el
sistema Iin volumen y la forma no distorsionan ¢l
grachente de solvenles

St la tubetia no resuclve ¢l problema, agregue una
mezela de volumen mas grande por una mezclar
mds fueric Agrega una o mas mezelas de agua en
Mnjos de gradiente entre la salida de la bomba y ¢l
inyector. La wmezela cambia la proporcién de
solveite que consistente en una mezela con un
volumen mimmo y un gradiente de distorsion,

Tubera de entrada de la
bomba; fioya, doblada o
bloqueada

Verifica la tuberia 81 esta floja, apriétala Si estd
torcida, enderezarla. St esta bloqueada, recraplizala

B3urbwa de aire en la celda
de tlujo del detector

Purga ta celda desde tlyo del detector o aplica una
ligera presidn en fa salida del detector.

Para prevenn la formacian de butbujas de aire en la
celda de tlyo, afiade a ba tuberia de sahda del detector
de 1 a3 pe (30 & 90 cm) de longitnd de 0.009 -
pulgada (023 mm) de didmetro mterno (DI), 1116 -
pulgada (1 58 nun) DI Tista tuberia funciona como un
restiictor de flujo para aumentar presion Un pedazo
de tuberia de 3 pie (90 cm) proporciona wa presion
de 30 a 30 psi (2 a 3 atm) con una velocidad de flujo
de Iml/mm en agua

Figurs 7.8, (Continuacion) Problemas Cromatograficos (linew base)
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CAPITULO 7 PROBLEMAS MAS COMUNES ENCONTRADOS EN CLAR

ST gt

SINIOMA "

Ruido en la linea base ciclico a
larpo plazo (munutos o horas)

tinea Base Normal

>
3
Tiempo
Fluctuaciones an
la Tempertura

Y

t

e T T e T

Tiempo

Variacion en la temperatua

Usa un calentador de columma {corie a 5°
Celstus sobre la temperatura aminente).

Cambia el sistema o la columna a un ambiente
termodindmicamente estable.

Evita colocar cl sistema directanente a la luz del

sol

El solvente estd reciclandose
desde 1a sahida de desecho del
detector a través del sistema
Cromatogiatico

A menros quc se completamente necesano, no
recicles el solvente a  través del sistema
cromatografico Sélo usa selvente recienie y filtrado
para su aplicacion

Denvas de la Lines Base

Linea Base Normnal

U

L

Tiempo

Culumna Cortaminada

s

___4—"—’_/—‘_/'-"-

Tiempo

Fuga en la Calda de Fhije
del Detector

s
..m__.q.\m_ J'\

Tiempo

Sistema no estabilizado o
quinucamente equilibrade

i

Referirse a la accton correctiva ya mencionada
Ruido en la linea base no-ciclhco (irregular)”

Vanacion en la temperatura

Refernse a la accion correoliva ya mencionada "
Ruido en la linea base ciclico a largo"

Fasc mowvil contammada (o
descompuesta)

t

Refernse a la accidn correctiva ya mencionada '
Ruido en la linea base no-ciclico (irregular)"

Fasc méwil inapropiadamente
desgasificada o burbweada con
heho

Desgasifica o burbuea con helio los solventes v re-
equilibrar el sistema

Nota Ascglrete que el limite de solvente para el
burbujeo de helio sea el adecuado, ewvitando vaciar
los componentes de la fase mbvil

Fuga en Ja celda de flyje del
Detector

Referuse a la accidn correctiva ya mencionada
Rudo en la linea base no-ciclico {irregular)”

Columna contamimada

h

Referrse a la accion comectiva ya mencionada
Rudo en la linea base no-ciclico (irregular)”

El solvente esté reciclandose
desde Ia sahda de desecho del
detector a través del sistema
Cromatografico

A menos que se completamente necesario, 1o
recicles ¢l solvenle a  través  del  sistema
cromatografico. Sélo usa solvente reciente y filtrado
para su aphicacion

Fugas en el sistema

Verifica todas las fugas del montaje. S1 hay fugas en
el mentaje, aprétalas

S1 la fuga confia, reemplaza el montaje y la
férula

Figura 7.8. (Continuacion) Problemas Cromatograficos (linea base)
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CAPITULO 7 PROBLEMAS MAS COMUNES ENCONTRADOS EN CLAR

Iy

" CAUSAPROBABLE -

UV

Dernvas de la Linea Base

tinea Pase Hommal

Tiempo

Columna Cortarminada

Uy

Tiernpo

Fuga en Iz Celda de Flujo
del Detector

Tiempa

Sangrado de la tase estactonaria

. ) E ; W .
Yara verificar esle problema, reemplaza todas las

columnas en ¢l sistema con vna muon, Corre la
fase méwil y monitorea la linea base

Nota: Si requicres adicionar presion al sistema
durante ¢sta comprobacién, utiliza un pedazo de
tuberia de 0.009 -pulgada (0.23 mm) de diametro
mteme (IDY en lugar de una unidn.

Asegura quie se sean convenientes las condiciones
de operacion paru ka columna (por gjemple, la
compatibilidad solvente, el rango del pH, y asi
sueesivamente). Si las condiciones de operacidn
afectan a la columna.

Selecciona ung fase movil diferente
Selecciona ima colunmma diferente

Consultar el manual de opetacion de la columna
para mds informacion

Longitud de onda incorrecta
para el solvente

Verifica la absorbancia de ongen de la fase movil
usande un espectrofotdmetro. Si el origen es alto
{cl detector es incapuz de coloear a cero la linea
base), la tasc médvil conticne un compucsto que
absotbe el UV causando una tendencia en la linea
base

Realiza la operacidon a una longitud de onda de
corte que esté sobre el UV de la fasc mévil o
cambia de solventes,

Impurezas que cmergen de la
columna Tuego de una inyeceidn

Iispera la elucion del pico tardio

Mgjorar el sistema de preparacion de las muestras de
manera tal de aslar la sustancia que eluye
tardiamente

Impurczas que enwrgen de la
columna s la myeccion  de
muestra

Estas impurczas son sustancias muy retenidas que
provienen de  muestras  “"sucias”  en  cohmnnas
deficientemente lavadas después de cada dia de
tiabajo

Yaru eliminarlas habituaimente basta con esperar que
la fase movil alcance el equilibnio. Si el equilibrio
tardn  demasiado  tiempo en  alcanzarse es
recomendable lavar la columna con algin solvente
que remueva las sustancias muy retenidas o con el
sistema de lavado general de las columnas

Pérdidas en el sistema

Ver tabla 7 1 "Pérdudas”

Falta de equilibnio en la ldmpara

Fspera a gue se alcance el equiltbrio

Lampara del detector

Reemplaza ia idmpara defectuosa

Celda de {lujo del deteclor sucia

Luupia circulando isopropilaming o HNO3 al 10 %
con la ayuda de una jerimga o bien desanmala y
limpia las ventanas con 1soproptlamina,
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CAPITULO / PROBLEMAS MAS COMUNES ENCONTRADOS EN CLAR

Ruido

El ruide es otro de los problemas que afectan a la cuantificacidn porgue dificulta la defimoién de
la base del pico En CLAR el ruido, como la derwva, puede proverir de origenes sumamente diversos.
En primera aproximacion cualquier factor que atenta contra la estabilidad en el caudal de la fase maowil
o contra la energia en la deteccidn serd un factor que contribuya a la aparicidon de ruidc en el
instrumento Las causas que onginan el ruido conjuntamente con sus posibles soluciones se detaflan

enlatabla7 @

L SINTOMA: T«

“GAUSATPROBABEE " - |

R i

I SOLUETON

18) Ruwdo

linea Base Mommnal

Ui

Tiempo

Burbujas de Are en las
Lineas de Flujo

Tiempo

f.ampara agotada o con baja energia

Reemplaza la lampara

Burbuja de asre atrapado cn la bomba

Purga la bomba con la ayuda de una jeringa. En
esta operacién el metanol y etanol remucven
mejor las burbumjas are que ¢f agua 81 persisten
fas burbujas de awre mejorar la desgasificacion
del solvente

Filtro de sahida de la  columna
elummnando particulas hacia el detector

—

Reemptaza ¢l filhio

Burbwas de anme en la celda del

Limpia la desgasificacion del solvente

detector
g

Celda de fluyjo del detector sucia

Limpia la celda segiin lo indicade circulando
1sopropilamina o 1INO3 al 10% con la ayuda de
una jeringa o bien desarmarla v himpiar las
ventanas con isopropilamina,

Falta de conexi6n a tierra (estalica)

Conecta el mstrumento a ferra con una lanza

| —
Pérdidas en el sistema

Ve la tabla 7 1 "Pérdidas”

Flectrénica nudosa

Contacta al servicio téenico de Waters

Tabla 7.9 . Problemas Cromatograficos (Ruido)
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CAPITULO 7 PROBLEMAS MAS COMUNES ENCONTRADOS EN CLAR

Tiempo de Retencién

El tiempo de Retencion (IR) es el tiempo que toma un soluto en recorrer toda la columna. El
tliempo de retencidn se define como el tiempo medido entre la inyeccién y la elucidn de la
concentracidn maxima del soluto (mdxima sefal) La distancia entre este maximo de la sefial y la linea
base es la altura del pico en cuestidon Los problemas mas comunes se presentan en la tabla 7 10

La estabilidad del tiempo de retencidn es afectado por.

El Sistema cromatogréfico
La fase Méwvil (composicién, preparacion, desgasificacién inapropiada, estabilidad)

Columna

Temperatura de operacion
Desempefio de la bomba {velocidad de flujo, presién, pérdida de presion)

L SINTOMAL

fe¥

'COAUSA'PROBABLE ' ]

Dertvas en los tiempos de
retencion

Falta equilibrio en la fase movil

ca de
base plana {como mimmo 20 volimencs de
columna, y algo mas que ese valor én
Cromatogralio de Intercambio lonico,

Cambios en Ia fase movil

Tivita la evaporacion del componente mas volatil

Iin fase normai. Para cvitar los cambios de
retencion generados por la absercion de agua del
ambiente, agrega sopropilamina a la fase movil o
saturarla con agua.

Cambios en la temperatuta

Coloca el equipo de CLAR cn zonas del
laboratorio  donde  existan  pradientes  de
temperatura

Tiempos de retencion més
costos que los csperados

Pérdidas de los grupos CIB de la
cofumna

En algima medida es normal Se debe a la
hidréhisis de las cadenas alquilicas en medios
acuesos 51 los pieos hallados son sunétnicos y la
columna no ha perdido su capacidad separativa (R
= 1.3), no ¢s convenlente reemplazarla sino que se
siele  adecuar ¢l sistema modificando  la
proporcidn  de  aguaisolvente  orginico  lLa
disuntucion de los tr detecta en los solutos que no
interactuan con fos grupos silanol de la columna
mientias que los solulos  silanofilicos  suelen
aumentay sus b

Matenal de relleno de la colwmna
contaminado

No utilices columnas gue se han usado con

Lava fa columna con un solvenie capaz  de
remover las sustancias gue la han contaminado Si
¢slas no se conocen utihzar el sistema general de
lavado

reactivos de Cromatogralia e fntercambio 1dnico
pata otras aplicaciones, islos reactivos se unen
ireversiblemente a la colmna y la modifican

Reemplaza la columna

Fase mowl inadcecuada

Prepararla nuevamente

‘Temperatura errdnea

Controla y ajusta ¢l controlador de lemperatiras

Caudal de la fagse movil nadecuado

Calibra o 1cemplaza

Columna sobrecargada

Inyecta concentraciones menores

Tabla 7.10. Problemas Cromatogrificos (Tiempos de Retencidn)
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CAPITULC 7 PROBLEMAS MAS COMUNES ENGONTRADOS EN CLAR

.y 4 SINTOMA

Tempos de retencion mas
largos que lo esperado

Matenal de relleno de ia columma
contaminade

En alguna medida es normal.
hidrélisis de las cadenas alguilicas en medios
acuosos. S1 los picos hallados son simétricos y la
columna no ha perdido su capacidad separativa (R
> 1.5}, no es conveniente reemplazarla smo que se
sucte  adecuar e sistema  modificando i
proporcidén  de aguasolvente orgdmco. La
dismmncadn de los tr detecta en los solutos que no
mteractuan con los grupos silanol de la columna
mientras que los solutos silanofilicos  suclen
aumentar sus tr

Lava la columna con un solvente capaz de
remover las sustancias que la han contaminado St
¢sias no se conocen utilizar ¢l sistema general de
tavado

No utilices columnas que sc han usado con
reactivos de Cromatografia de Intercambio Ionico
para otras aplicactones. Istos reactivos se unen
ireversiblemente a la colunna y la modifican

Recmplaza la columona

Fase mévil inadecuada

Prepararla nuevamente

Temperalura crronea

Controla y ajusta el controlador de temperaturas

Caudal inadecuado

Calibra o reemplaza

Cambios en los tempos de
relencion

Pocas myecciones -s1t10s activos

Inyecta vna muestra de mayor concentracitn en la
columna.

Mezcla mecherente de la fase movil en
linea

Asegirate que el sistema de gradiente esté
entregando una composicién constante; compara
con ta fasc mavil preparada.

Evaporacion selectiva det componente
de la movil-fase

Tapa los depdsitos de los solventes, usa helip para
desgastficar, prepare la fase mévil reciente

Vatiacion en la Temperatwa de la
columna

Tenmostaiza o aisla la columna, aseglrate que la
temperatura de) laboratorio sea constante.

Columna contammada

Para verificar este problema como ma posible

causa, reemplaza la columna comt una buena

colwnna conocila del mismo tipo Regresa al

analisis y observa s1 tlempos de la retencidn se

cstabibzan S1 el problema sc detiene, limpa o

reemplaza la columna, de acuerdo al manual de

operacion de la columnna.

= S1 ¢l tempo de la retencion contnia siendo
utegular, esto podria ser delido a

v las propedades de solventes como
nuscibihdad

= Fase mévil contaminada

*»  Guarda  columna ¢ [ilio  en-linea
contammado (limpia o reemplaza de acuerdo
al manual de operacién)

Tabla 7.10. (Continuacién) Problemas Cromatogrificos (Tiempos de Retencién)
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CAPITULO 7 PROBLEMAS MAS COMUNES ENCONTRADOS EN CLAR

Picos

Para obtener resultados cuantitativamente vabdos es necesaro trabajar sobre “buenos’
cromatogramas, Es decir, sobre picos simétricos {Gaussianos) hien separados (R > 1.5) Cualquier
factor que atenta o bien contra la simetria de los picos, o bien contra su separacién desfavorecerd, sin
lugar a dudas, su cuantificacién Los tipos mas comunes de deformaciones y asimetrias en 10s picos
se ejeamplifican en la figura 7 1.

Picos Simétricos
(Gaussianos)
Normat Ancho
Deformaciones Delantera |V Picos con
el Pico A Hombros
S J\
. Tailing =2 Taling =3
Picos con ‘Aceptable Inaceptable
Tailing
Figura 7.1. Pico simétrico y deformaciones
habituales de los picos cromatograficos,

El tatling es una de )as deformaciones del pico mas frecuentes. Es interesante destacar que los
picos con tailling son dificiles para integrar aan con los instrumentos mas modernos y sofisticados, y
que la presencia de tailing reduce sustanciaimente la resolucién

Paor atro lado, la completa ausencia de asimetrias es un hecho poco habitual. Las causas mas
comunes que onginan tailing se detallan en la tabla 7.11

1. Defectos en la columna cromatografia
Volumenes muertos
Contaminacion Quimica

2, Efectos extracolumnares
Celda del detector demasiado grande
Tuberfas con didmetro interno o
longitudes Ihadecuadas

Volumen de inyeccién demassado grande

3, Efectos de solvente

4. Sobrecarga de la columna

5. Mecanismos mixtos de retencién

6. Sitios heterogéneos de retencién

7. Sistemas no bufferadas

Tabln 711, Causas més comunes que producen tailing en jos picos
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CAPITULO 7 PROBLEMAS MAS COMUNES ENCONTRADOS EN CLAR

lLa presencia de picos anchos es, al 1gual gue el tailing, un fendmeno que se ongina en algdn
problema de indole cromatogrdfica Estos picos pueden ser perfectamente simétnicos, por lo cual ne
presentan demasiados problemas de integracidon, pero debido a la extensidon de su base, pueden
presentar problemas de resclucidon si se encuentran relativamente préximos

l.as mismas causas que originan picos con talling pueden generar picos anchos Cuando se
observa un pice ancho también debe considerarse la posible existencia de algliin pico no resuelto
completamente. La presencia de picos anchos o de picos con talling en Cromatografia de Exclusion
Molecular dificiimente se relacione con 1a existencia de un problema pues, en este modo
cromatografico, la dispersion de la banda ( y su asimetria) se refiere a la dispersién (0 asimetrias en la
dispersion) de pesos moleculares del polimero en cuestién.

La eticiencia de fa columna debe medirse cada vez que se efectlie un andlisis sobre la misma
muestra que se desea cuantificar Si se determina que los picos tienen un ancho fuera de lo normal (es
decir que la eficiencia de la columna ha disminurdo) e5 conveniente replantear la metodologia en
funcién de la resolucién obtenida y la resolucidn mimma requerida para una buena cuantificaciéon De
asta manera es posible dilucidar si se puede analizar las muestras con la misma columna o si es
necesaric cambiarla (tabla 7.12)

En fase nonnal Agrega’

¢ Trnetllamma para analitos basicos

¢ Acido acético para analitos acidos

+ Agua o isopropilamina para compuestos

o polares
soclaciones parciales A ; ;
Disociaciones lz?m es)t111af;' de un FE s Toversa Supnme la disociacién o cl
. SCASIE . . .
Algunos picos presentan falmg, in‘““?”“ md dde . tetencton ! mecanismo adicional utilizande los aditivos
dan dobles preos o se heterogeneidad e sillos recomendados

chstorsionan En Cromatografia de Intercamhio Iémco
Modifica el pH para favorecer la disociacién
del analito v aumentar la concentracidn  de
apareante

Inyecta una solucion del analito en fase movil

Efectos del solvente .
y comparar la forma que presenta el pico

Utiliza celdas del detector de menores

s voltunenes
P1eos tempranos presentan
tailing mas pronunciado que | Efectos extracolumnares Utiliza tuberias de menor didmetro mtemo y
picos tardios longitud

Utiliza una constante de tiempo baja

Ispacio vacio en la cabeza de la

Tapalo utihizande matenal de relleno
columna

Tuberias sucias ‘I;;mvl;{;x las tuberias con HNO; entre el 10 y 50

Yodos los pieos presentan

X Columna sobrecargada Inyecta menores concentraciones de analito
tarling o se distorsionan

Volumen de inyeceidn demasiado

. Dismmuye el volumen de inyeccion
grande

Cambia el matenal de relleno de la guarda

Guardacoiumnas deteriorada
columna

Tabla 7.12 . Problemas Cromatogrificos (Picos)
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CAPITULO 7 PROBLEMAS MAS COMUNES ENCONTRADOS EN CLAR

| SINTOMA

ol T CAUSA PROBABEER -

L e ESORETON T T

Picos "lantasma"

Espera la elucidn del pico lardio B

Otros componentes de la muestra que
son muy relentdos en la columna

Mcjora el sistema de preparacion de muestras
de manera tal de aslar la sustancia que eluye
tardiamente

Los pieos se ensanchan al
aunentar ¢ tiempe de releneton

n
Es normal Ver la siguiente ecnacion: N =16 —

2

}
W ten

La eficiencia no cs constanie a

lo largo del cromatograma

En alguna medicla es normal. Se debe fundamentalmente a los efectos extracolummares

Picos anchos

En alguna medida cs normal Se¢ debe a la
hidrohisis de las cadenas alquilicas en medios
acuosos, Silos picos hallades son sumétricos y
la columna ne ha perdido su capacidad
separativa (R > 15), no cs conveniente
reemplazaria sime que se suele adccuar ¢l
sistema  modificando  la  proporcion  de
agua.solvente orgdnico. La disminucioén de los
tr detecta cn les solutos que no interacluan con
los grupos silanol de fa columna mientras que
los solutos silanofilicos suelen anmentar sus tr

Colimna con baja eficiencia

Lava la columna con uwn solvente capaz de
remover  las  sustancias  que  la han
contaminado. 81 éstas no se conocen utilizar el
sistema general de lavado

No utilices colummnas que se han usado con
reaclivos de Cromatografia de Intercambio
Ionico pata otras aplicaciones Estos reactivos
se unen mreversiblemente a la columna y la
modifican

Reemplaza la columna

Constante  de  tiempe  del  deteetor

demastado elevada

Disminuye su valor

En ciertos integradores, valor de ancho
de pico demasizde clevado

Disminuye su valor

sc relagiona con la distnbueién de pesos

En Cromatografia de Permeacion pot Gel puede no ser rormal porque el anche del pico

moleculares de los polimeros

Picos negativos

Alla absorcion proveniente de la fase
mévil

Cumbia la tasc méwil Utilizar solventes con
baja absorcion UV, u cuya calidad sea
reconceida

I el volumen muerta Alleracion debida a la diferencia entre Jos indices de refraccion
de la fase mavil y ¢l solvente de disolucion de las muestras

Tabla 7.12. (Continuacion) Problemas Cromatogyaficos (Picos)
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CAPITULO / PROBLEMAS MAS COMUNES ENCONTRADOS EN CLAR

Hasta aqui se ha dado un panorama de una manera completa sobre cromatografia de liguidos,
la manera de cdmo operar el equipo cromatografico CLAR de ia marca Waters y del software
Millennium 2010, informacién relacionada con las columnas y los sclventes, preparacién de muestras
y unc de los temas con los que se encuentra frecuentemente el usuario; problemas mas comunes
encontrados en CLAR

Todos estos temas engloban un trabajo final, los cuales fueron plasmados en un sistema
informatico computacional realizado en ambiente multimecdia denominado MACROMIL

MACROMIL es un sistema multimedia cuya finalidad fue abarcar todos los aspectos mds
importantes de la Cromatografia Liquida de Alta Resclucién

En el siguiente capitulo se habla sobre el uso de la computadora en la educacién, sistemas
multtmedia, como desarrollar un sistema multimedia, regquernmientos del hadware y sofware para

desarrollar MACROMIL, que san los authorng
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CAPITULO B. ASPECTOS COMPUTACIONALES

C/APLTULQ 8. ASPECT 0S COMPUTACIONALES
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CAPITULO 8. ASPECTOS COMPUTACIONALES

8.1 EL USO DE LA COMPUTADORA EN LA EDUCACION

l.La computadora en la educacion, estd en pleno crecimiento, no séla por el interés y
las maltiples aplicaciones que se han destinado en ias escuelas, universidades,
Institucionas, empresas, centros de investigacion, etc., sino porgue ha permitida incorporar
el tratamiento de la informacién al proceso educativo, Esta incorporacién de las
computadoras al &mbito educativo, es considerada como un instrumento o herramienta de
enseflanza para llegar a la educacidn, al aprendizaje y al crecmiento intelectual de las
personas (como o indica Rivera, 1997) .

A través de la histeria el acercamiento de la computadora a la practica educativa se ha
dado en tres vias:

» Como objeto de estudio

« Como medio didéctico, que abarcaria todas las experiencias que suponen aprender a
traves de 6 con la computadora.

s+ Como medio de comunicacion; como instrumento en manaos del profesor o del

alumno

Las distintas posibilidades del uso de la computadora en la educacién se
esquematizan en el siguiente cuadro.

Formacton tedrica y
conceptos basicos

La computadora
] como objeto de
estudio Formacion técnica, uso de 1a
computadora y programacion

Ensenanza a traves de la

Utihzacion dela La computadora computadcra
computadora como medo
enla educacion didactico

Aprendizaje conla
camputadora

Administraciony gestion
escolar

La cornputadora
—] como mstrumento

investigacion en el campo
de los medios

L.a clasificacién en torno a la utilizacidon de la computadora en la educacién, es muy
variada ya que unos autores se centran en el papel que desempefa la computadora,
mientras otros explican ejemplos asociados a su ublizacion y hay guienes optan por
establecer relacién entre las diferentes teorias del aprendizaje y el cdmputo educative.
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En el afio 1980, Taylor establece una de las primeras clastficaciones, presentandonos la
computadera vista como tutora, como herramienta y como aprendiz. £n la primera de estas
categorias se incluyen todas las instancias en que la computadora toma el papel temporal
de maestro o tutor del usuano; la segunda icluye los usos de la computadora como
herramienta de trabajo del usuario y la tercera incluye los casos en donde ios usuarios
programan la computadora.

Alfred Bark (1986) nos expiica 1os siguientes sistemas de utilizacién de la
computadora, aprender a programar, familanzacién con la computadora, herramientas
inteiectuales, aprendizaje basado en ja computadora y sistemas de gestion.

Gros (1987) presenta una nueva clasificacién, intentando recoger las propuestas
anteriores, en la que la utilizacidon de la informatica se contempla como fin (aprender sobre
la computadora), como medio (aprender de la computadora y aprender con la computadora)
y como herramienta (para el profesor y para el alumnao).

Jonassen (1996) plantea tres modalidades de uso de la computadora en la educacion:
el aprendizaje sobre la computadora, desde {a computadora y con la computadora. El
orimero se refiere a una educacién sobre las caracteristicas fisicas y funcionales de la
computadora, el segundo se refiere al uso de fa computadora como instrumento auténomo
poseedor vy transmisor del contenido y la tercera modalidad confirma el uso de la
computadora como un recurso didactico para el proceso de aprendizaje.

Se dardn algunos aspectos del uso de la computadora en |a educacién, de acuerdo a
la clastficacién de Taylor.

La computadora como tutora

Como esta categoria es muy similar a ia de Ensefanza Asistida por Computadora
(EAC), aqui se clasifican también los tutoriales, la modalidad de ejercitacién y practica, los
juegos educativos y las stimulaciones.

Un tutonal es un matenal computadorizado que pretende ensefiar algo nuevo al
usuaric Los tutoriales intentan simular un didlogo entre un tutor humano y su estudiante
mediante la presentacidn de matenal educativo a través de uno o varios elementos
audiovisuales, seguide de ejercicios y preguntas para verifficar Jo aprendido por el
estuchante Mientras mas interaccidn exista en ef tutorial el estudiante aprendera y retendra
mejor lo estudiado.

la modalidad de Ejercitacidon y Practica trata de que los usuarios adquieran una
habilidad sobre algo realizando ejercicios Unicamente, es decir no se propone una teoria o
explicacién sohre el contenide de lo que se estd haciendo, bajo el supuesto que esto ya se
conoce (o se dio en clase) y que con esta modahdad lo que se hace es la labor de
reforzamiento de lo aprendido y €l adquirir o mejarar una habilidad (por gemplo en la
resolucion de gjercicios arntmeéticos)

L.os juegos educativos son aquellas proegramas en que emplean algin recurso diverhido
y cuya finahdad aparente es el entretenimiento, desafio o diversién y cuya finalidad
escondida es que el usuario o jugador aprenda algo, practique algo o desarrclle alguna
habilidad. Para lograr Jugar o participar en el mismo hay que conocer, practicar, o
desarrollar conocimientos, habilidades etc. Sin duda alguna, ésta es la modalhdad mas

211



CAPITULO 8. ASPECTOS COMPUTACIONALES

dificil de describir y de realizar, puesto que se trabaja en dos planos simultdneamente el del
entretenimiento y el del aprendizaje.

Las simulaciones, al igual que los juegos vy los tutoriales suelen requerir de un tiempo
considerable de planificacién y desarrollo. Estas tratan de reproducir un ambiente real o
imaginario en donde el usuario debe tomar continuamente decisiones, L.os ejemplos clasicos
de este tipo simulan ambientes educativos donde se utlilizaria equipo muy costoso ©
peligroso como lo es un simuladar de vuelo o una simulacidn sobre reacciones de
compuestos quimicos.

La computadora como herramienta

l.as computadoras como herramientas, son paquetes ¢ aplicaciones pre-programadas,
o cualguier recurso de codmputo, que sirve de auxiliar a las tareas educativas o de
enseflanza, pero cuya finalidad no es ensefiar algo, sino realizar algo. Asi por ejemplo un
procesador de textos (Word), permite escribir textos y actualmente todo lo asoclado a la
escritura, que va desde el disefiar un bosquejo, verificar la ortografia y la gramatica hasta
incorporar dibujos y preparar una publicacidon. Aqui Ja enseflanza consiste en aprender lo
sofisticado que puede ser una aplicacién, el aprender a utilizar el paquete mismo y entender
las relaciones en la informacidon propia de la aplicacidn. Los mas conocidos de estas
herramientas son: procesadores de texto, hojas de cédlculo, manejadores de bases de datos
y paquetes graficos. Sin embargoe hay muchos otros ejempios de uso. Estos van desde
paquetes estadisticos, hasta programas matematicos y generadores de ideas. En un sentido
amplio de la palabra, la programacion es también una herramienta (Rwera, 1997).

La computadora como aprendiz

Cualguier persona gque programe la computadora en el ambito escolar estd dandole
uso a la computadora como si ésta fuera un aprendiz. Por parte de los estudiantes, esto
sucede cuando toman cursos de programacion de computadoras. Por parte de la facultad y
administradores escolares la computadora es usada como aprendiz cuando éstas se
programan para realizar tareas administrativas de toda indole o cuando los maestros crean
modulos educativos computadorizados. Este modo de utilizaciéon requiere el desarrollo de
un mayor conocimiento técnico y permite un mayor grado de interaccién entre el usuario y
la computadora (Caraballo, 1997).

Los usos educativos de la red Internet, especialmente en la forma del Word Wide Web
{WWW) puede usarse en la educacion en cada una de las tres categorias mencionadas
anteriormente,

Usos de la Internet en la educacién

Como tutora podemos considerar el que en el Web podemos aprender de la rica
infarmacion visual a la cual podemos tener acceso. Por lo general, esta informacidn esta
compuesta de elementos de multimedios como lo son el texto, las gréficas quietas y
animadas y los sonidos. También se hace uso del hipertexto, mediante el cual el usuario
puede Interactuar con el matenal presentado haciendo enlaces con otra informacion
provista por el mismo autor de la padgina que hayamos accesado o por cualquier otro autor a
través del mundo. Para usos educativos también existe 1a posibilidad de que los usuanos
puedan demostrar lo aprendido mediante el uso de formularios interactivos en donde
aparezcan preguntas sobre el matenal estudiado. Las pdginas donde aparecen estos
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formularios pueden recoger a través del mismo Web las contestaciones que los usuanos
ofrezcan a las preguntas planteadas.

La Internet puede ser una excelente tutora al combinar elementos visuales motivantes
y elementos interactivos como el uso de hipertexto vy los formularios. Los formularios
también nos proveen una forma de avaluar 10 aprendido por los usuarios, Por estas razones
es que en la Internet tenemos un medio 1deal para realizar v complementar experiencias
educativas de aprendizaje a distancia.

La Internet también puede considerarse como una herramienta de comunmicacién y de
blsqueda de infoermaciédn. A través de esta red nos podemos comunicar con cualquier otra
persena en el mundo que tenga acceso a la Internet. Ademds, podemos buscar informacidn
sobre practicamente cualguier tema en una forma amena y motivadora, aunque esta
informacién a veces no sea totalmente certera o exacta.

Cuando se es autor de pdaginas en el Web, en realidad se estd programando la
computadora para facilitar la bdsqueda de informacidén a los usuarios. De esta forma
podemos considerar que la actividad de crear paginas educativas en el Web es un ejemplo
del uso de la computadora como aprendiz. La computadera "aprende” cdmo desplegar la
informacion en una forma amena y cdmo enlazarse a otros documentos o datos accesibles a
través de la red Internet (Citado por Caraballo, 1997).

8.1.1 VENTAJAS DE LAS COMPUTADORAS EN LA EDUCACION

La ventaja de introducir la computadora en la educacién, tiene muchas finalidades el
de reforzamiento y practica, lo que permite multiphcar el esfuerzo de los estudiantes. Es
también importante su aplicacion en los curscs de entrenamiento o capacitacidn profesional
en las empresas, donde el dar un curso de forma convencional lleva mucho tiempo, sale
costoso y va dingido a sélo un minimo det personal. Finaimente, en mejorar la calidad de la
educacién, mayor retencién, mejor aprovechamiento, disminucién de la reprobacién etc.
Estos puntos fueron claves, para llevarnos a la realizacion del sistema computacionai
MACROMIL, del cual hablaremos mas adelante.

El problema fundamentat en la mcorporacidén de las computadoras en el ambito
educativo, es el hacerlas reales, que se empleen y tenga un impacto significative. Para que
se éstas sean empleadas, deben de:

e estar accesibles (lo gue en algunos casos significa que sean baratas),

s gue se puedan adaptar a |2 enseflanza y

+ finalmente que existan recursos humanos preparados para utilizarlas y
aprovecharlas.

Las computadoras comienzan a estar accesibtes en los paises industrializados o del
primer mundo. Sin embargo en los paises pobres, esta infraestructura es todavia un suefio.

Que las cemputadoras sean adaptahles a la ensefanza, significa el hacer participar a
los maestros y educadores en el contenido v no sclamente dejarlos como usuarios.

Finalmentes el tener recursos humanos preparados y entusiastas, esto implica tener
personas motivadas e Iinteresadas en mejorar ¢l sistema educativo Aunado a lo anterior es
necesarno que el matenal educativo sea interactivo, facil de utilizar {para poder concentrarse
en el contenido y no en la forma). (Rivera, 1997)
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Las ventajas que menciona Angel Manuel Estrada’ sobre el uso de computadoras en la
educacion:

« Permite {a personalizacién del aprendizaje.

o Favorecer el trabajo grupal y el intercambio de idea y experiencias entre pares.
e Amplian la atencién activa del maestro.

+ Proponer un trabajo interactivo,

¢ Son una gran fuente de motivacion.

e Aumenta el grado y el tiempo de atencian.

¢ Ahorran tiempo de trabajo rutinario.

Por todo ello, 1a computadora puede ser un paderoso auxiliar para que el profesor
cumpla adecuadamente su nuevo papel en la ensefianza. Asimismo para aplicar
adecuadamente la tecnologia computacional en la educacién, es necesario contar con una
estrategia adecuada de su uso. Para lograrlo se requiere contar con maternales adecuados,
software y actividades especiales. En este aspecto, el llamado software educativo ha
demostrado ser (til para los docentes en material de ensefianza (citado por Navaez, 2000:
133).

8.2 EL SOFTWARE EDUCATIVO

El papel de la computadora como Instrumento de ayuda para la adquisicion de
determinados conoccimientos, implica la utihzacidn de un software previamente eiaborado y
que es ofrecido al alumno para alcanzar un objetivo determinado. El éxito dependerd,
fundamentalmente, de la calidad del software. Los software educativos son programas para
computadora creados con la finalidad especifica de ser utilizados como medio didactico, es
decir, para facilitar los procesos de enseflanza y de aprendizaje?. Esta definicidn engioba
todos los programas que han estado elaborados con fines didacticos, desde los
tradicionales programas basados en los modelos conductistas de la enseflanza, los
programas de Ensefianza Asistida por Computadora (EAC) o también CAL, (Computer
Assisted Learning) en su version inglesa, o CAl (Computer Assisted Instruction) para los
estadounidenses, hasta los aun programas experimentales de Ensefanza Inteligente Asistida
por Computadora (EIAC), que, utilizando técnicas propias del campo de los Sistemas
Expertos y de la Inteligencia Artsficial (citade por Marqués P, 1996)

La ensefianza asistida por computadora {la tradicional CAl) representa el uso mas
generatizado, hasta el punto gue se le identifica con el uso de la computadora en el aula.
Abarca sistemas que van desde los cldsicos materiales programados de estimulo-respuesta,
de corte directivo, hasta sistemas basados en la resolucién de problemas de tipo no
directivo.

' Citado por Narvaez, A Elaboracion de un Sistema Computacsonal Multimedia sobre Disolucion de Polves v Tabletas;
Tesis de Ticenciatura, UNAM;, México, PYT7, 2000, p 132

3 . .. .
“T] proceso de enseriansa aprendizaje es de gran importanesa en el desenvolvimiento de Ja actividad social del hombre. A

través de €], adquiere los conoctimieitos acumulados por la humanidad y se prepara como profesional y como persona
servir a Esta (Rivera, 1997, 50)
Il aprendizaje ¢s fa facultad de adaptarse al mundo extenaor, por lo tante exige memona, el recordar situaciones, hechos,

elc La enseilanza presupone, la conmumeacion entre personas, por medio de la cual algmen tansnmute un conocimiento a
ofros (Iuvera, 1997)
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Entre las ventajas gue la EAC aporta a la ensefianza podemos sefalar:;

¢ Introduce cierto grado de interaccidn entre el alumne y el programa.

e La computadora puede ser programada para tomar decisiones respecto a la
estrategia de aprendizaje mas adecuada a las necesidades e Intereses de cada
alumno.

« Liberaliza al docente de las tareas mas repetitivas.

= Disponibilidad y accesibihdad.

t.os inconvenienies y problemas que trae consige y gue ha hecho que se abandone, o
al menos se replantee, en muchos casos, €l uso de ia EAC y sobre todo los sistemas més
directivos, podemos describirlos asi

= |Imposthilidad para el planteamiento de cuestiones, dudas, secuencias del desarrollo
del proceso, etc.

o El desarroilo secuencial de los contenidos se realiza de acuerdo a reglas fijas
previamente programadas, no siendo posible tratar adecuadamente respuestas no
previstas.

e La comunicacién usuario-computadora no permite utilizar el lenguaje natural. Las
respuestas de los alumnos se dan, generalmente, mediante eleccidn mualtiple,
palabras y frases cortas.

¢« El alumno no puede, en muchos casos, acceder al proceso seguido de la resolucion
de problemas, lo que hace que desconozca los mecanismos de desarrollo en el
aprendizaje.

+ La mayoria del software existente no permiie la eleccién de la estrategia adecuada a
los intereses y necesidades La estrategia es Unica e invariable.

Los programas de EAC, salvo excepciones, se reducen a meros procesos de ensefanza
programada, mas o menas encubiertos con estrategias integradas, De esta manera la EAC,
qgue en un principio despertd grandes esperanzas, las desalentd, en parte, por falta de
materiales adecuados que fueran accesibles y de lenguajes bien adaptados a las
necesidades de los docentes. 3

8.2.1 CARACTERISTICAS ESENCIALES DE LOS SOFTWARE EDUCATIVOS

Los software educativos abordan diferentes temas y matenas (matematicas, 1idiomas,
la vida ammal, quimica, medicina, etc.), de formas muy diversas; a partir de cuestionarios,
facihitando la informacién, mediante la simulacidén de fendmenos, etc., y ofrecer un entorno
de trabajo interactivo; perc todos comparten cinco caracteristicas esenciales:

= Son materiales elaborados con una finalidad didactica.
- Utilizan la computadora como soporte en el que se realizan las actividades.

: Citado en la pagina hitp://www sep gob. mx/cete/Leccion22 him
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= Son interactivos, contestan inmediatamente las acciones y permiten un didlogo y
un intercambio de informaciones entre la computadora y los usuarios.

wIndividualizan el trabajo de los usuarios, ya que se adaptan al ntmo de trabajo de
cada uno y pueden adaptar sus actividades.

m  Son faciles de usar.

Durante los Oltimos afies se han creade una gran cantidad de software educativos en
todos los niveles. Dentro de este podemos considerar a la denomipada multimedia
Interactiva, cuyo uso ha sido extendido a partir de la década de los ochenta hasta |a década
de los noventa.

8.3 SISTEMAS MULTIMEDIA

Los sistermas multimedia han venido a revolucionar el concepto de la educacion y su
enfoque. La utilizacién de esta moderna tecnologia en tos procesas educativos se hace cada
vez mas frecuente y puede ser una pieza clave de los sistemas pedagdgicos debido a que
son ideales para una mejor comunicacion.

Fl uso de la tecnologia en la informacién y la comunicacién para la docencia,
investigacién, industria, etc., estd en constante aumenio. Hoy en dia la formacién y la
capacitacién del personal se han convertido en elementos imprescindibles en la educacion y
en gl desarrollo de la industria. La utilizacién de los medios tradicionales es totalmente
compatible con la utihzacién de las técnicas multimedia aplicadas al campo de la formacion
y la capacitacién. Sin embargo el uso de sistemas multimedia, tienen la opcién de ser
empleados por una nfinidad de usuarios sin importar el factor tiempo, lo qgue ayuda a
facihtar un sin ndmero de actividades que de otra forma serian dificiles o tediosas por
medios comunes y que sélo van dirigidos a cierto namero de usuarios,

Cuando se utilizan los medios tradicionales para la formacién y la capacitacién, se
llega a solamente un minimo de la audiencia, ya que cada individuo tiene modos diferentes
de asimilar lg informacion y aprender o relacionarse con un concepto o idea. Los sistemas
multimedia apelan a todos los sentides y mantienen la atencién de la audiencia,
ayudéandolos a retener mas de la informacién que se presenta, Los sistermas multimedia
tienen |la capacidad de presentar facil y efectivamente un concepto que de otra forma seria
dificil, complejo 0 simplemente aburrido. Los sistemas multimedia pueden convertir lo poco
interesante en fascinante e iImpactante.

Los beneficios de los sistemas multimedia para la formacidn tanto universitaria como
industrial son considerables. Hasta hace poco, los usuarios se imitaban a comunicarse con
las computadoras a través de una simple interface basado en texto y graficos estaticos. Los
sistemas muitimedia han introducido una amplia gama de maneras de Intercambiar
informacidn entre el hombre y el computadora, incluyendo sonido de alta fidelidad, graficos
de calidad, animacién y video

La capacidad de los sistemas multimedia v el aumento de recursos y materiales,
permite que se puedan explorar nuevas estrategias de ensefianza, preduciendo sistemas
instructivos innovadores que ofrecen a los usuarios mas opciones para su formacién. La
incorporacién de video, gréficos, texto, sonido y animacién en un sistema puede ser una
gran ayuda para el usuarno para recir, procesar y actuar sobre la gran cantidad de
informacién presentada.
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Existen muchas formas de definir lo que es multimedia. PCMANIA (1995} define el
término multimedia como la capacidad de manipular el texto, fotografias, ammacién,
sonido y hasta video en un ambiente interactivo que se puede utihzar para ensenar,
persuadir y promover, Heidi, W. (1994), define a multimedia como la accidn de transfenr
informacién entre la computadoera o red y el ser humano a través de voz, datos y video

El término multimedia se reflere a una integracidon o agrupacién de diferentes medios
audiovisuales (fotografia, video, ammacion, sonido, texto e interactividad) convirtiéndose asi
en un entorno de aprendizaje que combina las posibilidades educativas que ofrecen
diferentes medios de comunicacidn nterconectados y controlados a traves de la
computadora. Con una computadora es posible crear un modelo de Informacién con
flexibiidad y méas o menos complejo, en funcidén de las caracteristicas que se vayan

afiadiendo {citado por Urzla S.).

De acuerdo a lo anterior, se puede definir a mubtimedra como una combinacion e
integracidén de medios (texto, dihujos, graficos, fotagrafias, animacidon (2D y 3D), video,
masica y sonido), que son procesados por un sistema de control (computadora personal).

Multimedia presenta la informacién, comparte ideas, despierta el interés, también
permite observar, escuchar y entender ideas. Los sonidos, ilustraciones e imagenes
animadas facilitan el aprendizaje, se sabe que las imagenes valen mas que mil palabras
(pues suelen aclaran conceptos, visualizar relaciones y mantener despierto ai usuaro).

8.3.1 HIPERTEXTO, HIPERMEDIA Y MULTIMEDIA

El hipertexto, la hipermedia y ta multimedia son tres herramientas actuates de la
informacion, las cuales se pueden utihzar en la elaboracién de un producto informatico
computacional

Tolhurst (1995) ha reabizado una apcrtacién, que persigue el objetivo de especificar
las relaciones y diferencias que se pueden establecer entre hipertextos, hipermedias y
multimedias. Diferenciando a los tres en los siguientes términos:

s los hipertextos como una organizacidon no lineal de acceso a la informacion textual;

s los hipermedios como uniones interactivas de mformacion que estd presentade en
multiples formas gue incluyen texto, imédgenes y miltipies formatos que incluyen o
graficos animados, segmentos en movimientos, somidos y muasica;

o v los multimedias referidos a los muiltiples formatos de medios para la presentacion
de la informacidn.

Tales relaciones ias expresa de forma grafica mediante la siguiente representacion:
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MULTIMEDIA

ORMATOS MULTIPLES PARA LA REPRESENTADIC
AGION, INCLUYENDO TEXTO, IMAGENES O QRAFICO8 A
GMENTOS EN MOVIMIENTOB, INFORMACION VIDEO Y AUDIC.
MULTIMEDIO INTERACTIVO BASADO EN ORDENADOR, INGLUYE
PEAMEDTA E HIFERTEXTC

HIPERMEDIA

HIBTEMA BASADO EN ORDENADQRES QLUE PERMITE ABQGIACIONES
INTERAGTIVAS DE MULTIPLESE FORMATOS DE INFORMAGION INCLUYEN 0
TEXTC, IMAGENES O GRAFICOS ANIMADOSB, SEGMENTCS DE MOVIMIE
DE{D BLIDICY.

HIPERTEXTO
IZAGION NO LINEAL Y ACCESO

a\ N

8.3.2 CATEGORTAS DE LOS SISTEMAS MULTIMEDIA

Con base en la complejidad de su desarrollo y el estiio de uso de los sistemas,
podemos dividir sus aphicaciones en la educacion en cuatro categorias principales.

+ Sistemas de referencia

« Sistemas de apoyo a la enseflanza
« Sistemas de apoyo al aprendizaje
+ Ambientes de aprendizaje

A continuacidn se describen los principales elementos que caracterizan a cada uno de
ellos,

Sistemas de referencia

Los sistemas de referencia se refieren a los volidmenes de informacidn que se
transfieren de un medio a otro. Entre las aplicaciones que encontramos en esta categoria
estan la varedad de sistemas que basicamente han cambiado su paradigma de distribucion
o publicacidn del medio impreso al medio digital. Por lo general, encontramos que |a
mavyoria de las aplicaciones de este tipo se distribuye en CD-ROM dado que almacena hasta
640 MB de informacién digital. Entre los productos de este tipo estédn la Enciclopedia,
Diccionario asi como publicaciones especiales para multimedios.

Las ventajas de este tipo de sistemas radican en tres factores relevantes:

« Se sustituye un conjunto de volimenes, en donde cada uno puede ser de hasta mas
de 500 paginas, como en el caso de una enciclopedia, por un solo disco compacto.
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e Se ennquece la informacién mediante simulaciones animadas, sonidos y video
digital.

» Se incorpora un sistema que funcionalmente da a estas obras un valor agregadoc
importante: mecanismos de acceso, biisgueda y localizacién de informacidén que no
es posible ofrecer en los medios Impresos.

Sistemas de apoyo a la enseflanza

Estas aplicaciones comprenden todos aquellos sistemas que utiiza un maestro o
Instructor para apoyar su expostcién o presentacion.

Sistemas de apoyo al aprendizaje

Bajo esta categoria estan todos los sistemas que se disefian y desarrollan siguiendo
un modelo pedagdgico. En general, los sistemas de apoyo al aprendizaje presentan
objetivos, la exposicidn de un tema y ejercicios de autoevaluacién,

Este tipo de aplicaciones son desarrolladas por 10s mismos maestros y, en su
mayecria, por empresas especializadas en el desarrollo o comercializacién de materal
educative.

Ambientes de aprendizaje

Las aplicaciones mas interesantes son las que integran o faciitan el acceso a sistemas
de las tres categorias anteriores mediante una Interface comin y que ademas ofrecen
elementos mediante los cuales el estudiante puede hacer anotaciones, dejar marcados los
temas y los medios que ya consulibé antes, facilidad para ennquecer el material con sus
propias contribuciones, sistemas para accesar tutores virtuales que responderdn a las
preguntas mas comunes, correo electrénico para comunicarse con otros estudiantes y con
los maestros, y hasta utilizar las mismas herramientas para disefiar y desarrollar su propio
materiat,

Gracias a las tecnologias de la informacidon la rnultimedia ha hecho posible que el
alumno no necesita desplazarse fisicamente para consultar un texto, puesto que a través de
su computadora podra acceder a cualquier clase de informacién, sin importar el lugar en
que esté. La caracteristica principal de los sistemas multimedia, ademds de su gran
flexibilidad, es la alta interactividad, pues permiten un aprendizaje autoguiado y
autoiniciado, en el cual cada persona va construyende su conocimiento, dejando de ser la
parte pasiva, participando activamente en el proceso de aprendizaje generando una mejor
asimilacién, bien sea de manera individual o colectiva (Moral, 1997).

8.3.3 SELECCION Y DESARROLLO DEL SISTEMA DE MULTIMEDIA

Para seleccionar un buen sistema de multimedia hay que tomar en cuenta los
siguientes elementos:

Digitalizacion y tratamiento digital de imagenes y fotografias.
Produccién y digitalizacion original de efectos de sonido.
Digitalizacion de locuciones.

Produccién de Video en sistemas Hi 8 6 DV Digital.
Digitalizacion de Video y Captura de secuencias.

e & 9 o
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Programacién multimedia.
Realizacién y disefio de ilustraciones,
Animaciones 2D y 3D.

Efectos visuales interactivos

Fases del proceso de desarrolio de un sistema multimedia:

1 Disefio del Proyecto
Cantenido del proyecto
Estrategia Educativa a utihizar

2 Desarrollo del Concepto
Objetivo Principal del proyecto
Caracteristicas de los usuarios

3 Diserto del Prototipo
Diagrama de navegacidn
Materiales y equipo

4 Planeacién
Divisién del proyecto en tareas sencillas

5 Produccién

Prepreduccion (definir interface del sistema y contenido)

Produccidn

Desarrollo de materiales (texto, video, imédgenes, animacion y sonido)
Captura de materiales (texto, video, imagenes y sonido)
Postproduccidn (integraciéon de matenales)

6 Prueba Piloto
7 Implantacion y Distribucion

8 Seguimiento

Estas fases para desarrollar un sistema multimedia, fueron tomadas de la pagina de
Internet hitp://www.gda.itesm.mx
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8.4. REQUERIMIENTOS DEL HARDWARE Y SOFTWARE PARA DESARROLLAR
MACROMIL
Hardware

El equipo de computo adecuado para desarrollar aplicaciones multimedia, de acuerdo
a Rivera y colaboradores, debe tener las siguientes caracteristicas:

&2 Computadora personal con procesador 486 o Pentium con velocidad de 33 MH o
superior.

2 8 MB de memoria RAM ¢ superior

2 Unidad de disco duro con capacidad de 200 MB o superior

L Unidad lectora de CD-ROM u otro dispositivo de almacenamiento éptico
E Tarjeta de sonido

B Tarjeta aceleradora de graficos

B Tarjeta de video (dependiendo de las necesidades de desarrollc)

B Tarjeta digitalizadora de imdgenes para conexion con el escaner
Software

Ademas de contar con el Hardware, el desarrollo de aplicaciones Multimedia cuenta
con el Software, que es una herramienta que facilita 1a integracidén de tareas para creadores
y desarrolladores de sistemas muitimedia el cual incluye técnicas de compresion, lenguajes
y ambientes de programacidn orientada a objetos, bases de datos orientadas a objetos,
Sistemas de integracién de medios (authoring), éste Oltmo facilita la creacidn de
aphcaciones multimedia, alin para quienes poseen pocos conocimientos de programacion

(Jiménez, 1998; 88).

A nivel de Software, lo mas importante son los Authoring, gue son herramientas que
permiten crear aplicaciones multimedia sin utilizar la programacidn convencional. Estos
sistemas incluyen elementos de programacién orientada a objetos y manejo de pantalias o
frames donde se pueden incorporar varios objetos como texto, graficos, antmacion, audio y
secuencia de video, de manera rapida y facil,

8.4.1 LOs AUTHORING

Los authoring son herramientas integradores de medios, que nos sirven para
desarrollar aplicaciones multimedia, sin utilizar necesanamente la programacion
convencional. Los authoring son sistemas de desarrollo orientado a objetos gue con
frecuencia hacen uso de una interface grafica {icones, menus, cajas de cidlogo, etc ), lo cual
facilita el desarrollo de un sistema multimedia. Mangjan pantallas individuales o cuadros,
que pueden contener texto grafices, figuras, animacion, audio y secuencia de video. Lstas
herramientas de desarrollo se dividen basdndose en la presentacidn que utiizan para dar
una secuencia y organizar los elementos y eventos en:

o Herramentas basadas en tarjetas o paginas {Hypercard, Supercard, Asymetrix
ToofBooK y Visual Basic).

e Herramientas basadas en iconos controlados por eventos (Autoware Profesional,
lcon Author, HSC Interactive).
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o Herramientas basadas en tiempo y presentacion (Actron y Animation Works
Interactive).

8.5 ASYMETRIX MULTIMEDIA TOOLBOOK

Asymetrix Multimedia ToolBook, es un Authoring de aplicacién Multimedia basada en un
lenguaje orientado a objetos llamado Open Script, desarrollado en 1985 por una compania
norteamernicana llamada Asymetrix, que tiene la facilidad de integrar medios tales como
texto, somido, imagenss, video, y animaciones (2D y 3D) de una manera muy sencitla, Ofrece
una interface grafica Windows y un ambiente de programacién orientada a objetos.

ToolBook es un software que puede desarrollarse con aplicaciones Windows. Una
aplicacién de ToolBook tiene todas las caracteristicas de las aplicaciones Windows; interface
de usuario grafica, manejo de eventos de programacién, y la habilidad de actuar
reciprocamente con otras aplicaciones Windows.

Se puede crear con ToolBook aplicaciones para casi cualquier propésito,
especialmente en aplicaciones que benefician la interface de usuario. Ejemplos de
aplicaciones creadas con Too/Book:

Aplicaciones como son las enciclopedias en linea.

Aplicaciones interactivas, como son los tutoriales o los kioscos informativos.
Aplicaciones de base de datos, inclusc en biblictecas.

Juegos que usan elementos grificos, como son los juegos de tablero, juegos de
tarjeta, o juegos con animacién.

Computadora basada en ambientes de aprendizaje.

YV ¥V

v

Con las herramientas de ToolBook se pueden dibujar objetos para crear una interface
visual de cada aplicaciéon, estos pueden ser graficos, botones, iconos, campos, etc. Para
definir cdmo se comportan los elementos en la aplicacion, Too/Book usa un lenguaje de
programaciéon Hamado Open Script. Este es un lenguaje muy poderoso y facil de usar, porgue
su sintaxis es muy senctlla (parecida al inglés), ttene un amplio rango de comandos y una
naturaleza orientada a objetos.

Con la programacidon Open Scrip se puede:

Definir la apariencia de los objetos

Defirur el comportamiento de los objetos

Ejecutar las tareas interactivas y de programacion

Tener enlace de tipo dindmico (DDLs). Los DDLs Dinamic Link Library (Bibliotecas

de enlace dindmico) son codigos de programacién que se cargan y descargan de la

memoria RAM de acuerdo a la aphcacién que se estd utihzando.

¢ Tener acceso desde dentro de Open Scrit al MCl (Media Controf Interface) de
Windows para controlar dispositivos externos como CD-ROM (tanto para datos
digitales como para audio), reproductores de disco laser, programas de
animacién, tarjetas de audio de forma de onda, tarjetas de video superpuesto y
secuenciadores MIDI {Musical Instrument Digital Interface).

¢ Milizar el teclado, mouse o pantalla de contacto (Touch Screen) para interactuar

con los diferentes medios y controlar el aspecto y secuencia del sistema.
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Este tipc de herramientas permite tener aplicaciones con diferentes tipos de
navegacion, lo cual da como resultado tener aplicaciones interactivas y pasivas.

Aplicaciones Pasivas; estan caractenzadas por un tipo de navegacién hineal, en donde
el usuario navega secuencialmente, de un cuadro ¢ fragmento de informacidn a otro Como
puede observarse, el usuaric no tienen control sobre {a secuencia de la presentacién.

Aplicaciones Interactivas; en las cuales el usuario, puede elegir la secuencia de la
informacion dentro de un marco estructurado predefinido, el cual puede estiar basado en los
sigutentes tipos de navegacién,

a) Jerarquica. Navegacidon a través de ramas de la estructura de arbol gue se forma
dada la Ioégica naturat del contenido.

b) No lineal. Navegacion a través del contenido sin imitarse a vias determinadas.

¢) Compuesta. Navegacidn en forma hbre y en algunos casos hmitada por una
organizacion con mas lbgica
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ToolBook utihza una metdfora computacional de un libro para manejar las
aplicaciones; asi denomina libro a la aplicacién creada y le llama pagina a cada pantalla que
contiene dalos; un hbro estd compuesto por paginas en donde el usuano almacena y
distribuye la informacion. Una aplicacién realizada en Too/Book puede constar de uno o més
archivos o libros, que son facilmente enlazados. Las paginas constituyen el primer objeto
con el que se construye la aplicacion, sobre la cual se adicionan los objetos y esta formada

por dos capas:

+ El Foreground que corresponde al frente de la paniaifa, y puede contener graficos, textos,
hotones, imagenes, video, anmmacién y hotwords.

¢+ f| Background que corresponde al fondo de la pantalla y que puede ser compartido por
mas de una pdgina; puede contener ademas de los objetos del Foreground campos de
registro, campos de texto, etc.

Las paginas pueden contener campos, botones, graficos, etc.; estos elementos se
Haman objetos en ToolBook. Cada pagina puede tener objetos diferentes, o puede compartir
objetos poniéndolos en un fondo comun. Cada objeto tiene propiedades que definen su
apariencia y comportamiento.

Botones

Background

Vista Final

Figura 8.1, Objetos de un libro en Toolbook

ToolBook tiene dos niveles de trabajo: autor y lector.

En el modo autor; puede crear libros nuevos crear y modificar objetos en pdginas, y
escribir fos programas en Open Script, donde se podrd agregar textos, vinculos, controles y
elementos multimedia Para extender el trabajo, también es posible incluir paginas extra.
Ademas, se podré definir algunas propiedades de fondo para mantener la uniformidad en
todas las paginas del libro.

El modo lector, permite observar el trabajo, es decir, ejecutar la aplicacion
desarrollada, para depurar los posibles errores cometidos en el nivel autor.
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8.6 DISENO PARA DESARROLLAR EL SISTEMA INFORMATICO MACROMIL
EN AMBIENTE MULTIMEDIA

Para el disefioc MACROMIL se consideraron los sistemas multimedia ya elaborados,
entre ellos "Proyecto Mezclade”, "FLUIDIZA", "BUPRAMA", DISPCLTARB y MACALLI,

Existen diversas etapas o fases para la elaboracion de sistemas multimedia las cuales
varian de acuerdo a cada autor. Para el desarrollo de MACROMIL se establecieron etapas
particulares, basandose en una combinacidn mencionadas por tos autores Marton, 1992 vy

Rigquelme , 1995
ETAPAS

1. ANALISIS

Es la etapa donde se toman las primeras decisiones, se determina el contenido a
tratar y se define a quien va ir dingido el programa

En ésta etapa se analizé la importancia que tenia el elaborar un sistema multimedia
del manual de operacidon para el manejo del cromatégrafc de la marca Waters y del sofiware
Miltennium 2010 con los gue se cuenta en el Laboratorio Experimental Multidiciplinarno de
Farmacia, ya que existe la necesidad de conocer su manegj¢ para el desarrollo de nuevos
proyectos. Otro punto que se anahzo, fue la importancia gue tiene el conocimiento y uso de
los parametros cromatograficos, la seleccion de las columnas cromatograficas, asi como de
los solventes, la preparacion de muestras y los problemas a {05 que se puede encontrar en
el manejo del equipo Todos éstos temas engloban un conocimiento sobre cromatografia de
liguidos

Se analizé a gquen 1ba r dingido el sistema, cuyo propédsito es capacitar a todos
aquellas personas interesadas en aprender el manegjo del equipo cromatografico y de |a
cromatografia liquida en general .

2. PLANIFICACION

En esta etapa se considerarcn tos recursos humanes y materiales para la realizacion
de MACROMIL. Entre los recursos humanos se contd con la ayuda de un asesor en el manegjo
del Cromatégrafo y del software Millenmum 2010, asi como la asesoria en el aprendizaje de
los programas utilizados para ia realizacion de MACROMIL (ToolBook [f, Macromedia
Director, Lotus ScreeCam, etc). Los recursos materiales empleados fueron; equipo de
compute, scannear, disposttivo de video, unidad regrabable de CD-ROM, y videograbadora

Se planted el tiempo disponible para la realizacidn de MACROMIL, realizando un
cronograma. Se plantearon fos objetivos, los cuales nos ayudaron a de himitar los temas del
programa. Se determind el contenido a tratar, es decir temas, subtemas Se comenzd con
una revision bibliografica de fos temas, asi como el uso de Internel para buscar informacién
Se recurrié a los manuales de operacién del Cromatografo CLAR Waters y del Software
Millenniurn 2010, Con fa ayuda del texto y el contenido de los temas a tratar se elabord un
diagrama de flujo, en donde se determind la relacién entre temas, subtemas vy subsubtemas,
este diagrama sirvié como base para el desarrollo de los enlaces entre las diferentes
nantalla y hbros de MACROMIL {dhagrama de flujo 8.1)
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3. CONCEPCION

En esta etapa se elabord el disefio, en la cual se consideraron los siguientes puntos
para darle formato a MACRCMIL:

Tener un libro para cada unc de los temas
Elegir un mismo fondo (background) pero de diferentes colores para cada tema.

Contar con letras de diferentes tamanos y colores en 2D y 3D

Colocar hotones que nos permitan navegar entre paginas y libros.

Contar con una primer pdgina de presentacién la cual nos enlace a un mend
principal.

6. Elegir iconos que nos ayuden a desplegar imagenes, video, antmacién, sonido, etc.

@B W e

Una vez considerado estos puntos, se junto toda la informacién obtenida en ia fase
anterior, se hizo usc de las imagenes, diagramas y animaciones para asi tener un texto final
el cual abarcara los aspectos de la cromatografia de liquidos.

También se reahzo el disefio de las pantallas, tomando como punto de partida el
background elegido, colocando los botones de navegacion, titulos, temas y el mend en un
lugar fijo de |3 pantalla, para después colocar el texto, imagenes, animaciones y video, de
acuerdo a la informacién capturada para cada pantalla. Se dio el mismo formato para todos
los hibros que formaron parte de MACROMIL, es decir el mismo background, la misma
calocacién de 1os botones, titulos, temas y el menu principal.

Finalmente se realiz6 una seleccién del material de apoyo a la informacién escrita
(imdgenes, sonido, animaciones y video), haciendo uso de estas en donde los temas lo
requeria o cuando se consideraba que realmente iba a dar un soporte a la informacién. Por
ejemplo para los capitulos Procedimientos para el Manejo del Instrumental CLAR Waters y
Manejo del Software Millennium 2010, se tienen videos que explican algunos procedimientos
en el mangjo.

4. DESARROLLO

Se prosiguid a capturar la informacién que iba a formar parte de MACROMIL, se
realizaron los enlaces entre pantallas, textos, diagramas y libros. Se elaboraron los
hotwords, en aquellas palabras que requerian su definicién, mayor informacién o bien de
alguna imagen. Se anexaron las imdgenes, animaciones, videos y archivos de sonido .

5. PRUEBAS

Después de elaborar el sistema se realizé una prueba piloto, este se evalud durante y
después de su uso.

6. CORRECCION

En esta etapa se realizaron los ajustes y las correcciones estipulados en la etapa de
prueba. Una vez realizadas las correcciones, nuevamente se probd el programa para
verificar que el funcionamiento sea el corracto.
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9. RESULTADOS

9.1 SIsSTEMA INFORMATICO MACROMIL

MACROMIL esta conformado por @ libros con un total de 507 pantallas, todas con el mismo
fondo (background) pero cada libro con un diferente color, los cuales estdn conformados de la
siguiente forma

Libro 1: Bienvenida, con acceso al mend principal

Libro 2: Intreduccidn a la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR)
Libro 3 Caracteristicas dei [nstrumental CLAR Waters

Libro 4. Procedimientos para el Manejo del Instrumental CLAR Waters
Libro 5: Manejo del Software Millennium 2010

Libro 6: Columnas y Solventes

Libro 7: Preparacién de Muestras

Libro 8: Problemas mas Comunes Encontrados en CLAR

Libro 9 Glosario de Terminologia

El Sistemma Informético MACROMIL esta constituido por:

Pantalias: Son semejantes a las pdginas de un hbro, que ademas de contener texto, a éstas se
les puede anexar imdagenes, animacjones, video, sonido, diagramas

Cuadros deTexto: En elios se menciona de manera resumida toda la informacidon relacionada
con el manejo del cromatdgrafo CLAR y det Software Millennum

Imagenes: Se cuenta con imdagenes en todo el sistema, 1as cuales sirven como complemento a
la informacién escrita

Hotwords: Se cuenta con palabras clave que sirven para dar mas infermacidn, definir un
término ¢ mostrar una imagen

Botones: Los cuales nos sirven para obtener mds (nformacién dentro de una pantalla, para
navegar, para desplegar imagenes, sonido, animaciones o video, gracias a los iconos que pueden
incluirse en él

Animaciones: Se cuenta cop amimaciones, las cuales sirven para comprender ccon mayor
clandad la informacidn que se presenta en [os campos de texto

Video: Se cuenta con videos, los cuales hacen referencia al manejo del equipo CLAR Waters, del
Software Millennium

Audio' Cada libro esta relacionado a un archivo de sonido, cuande se accesa a cualguier bro se
escucha un sonido en particular

Al entrar al programa MACROMIL aparece una pantalla en donde le da la bienvenida e
inmediatamente se desphega la siguiente pagina donde se muestra el mend principal, a partir de ésta
pagina se puede tener accesc a todos los libros

HANUAL BE OPERACION PARA EL MANEJO DB CROMATOGRAFO
HPLC WATERY ¥ DEL SOFTWARE MILEERNIUS 2010

LINIVERSIDAD NACIONAL AUTONGMA OE MEXICO

MENU PRINCIPAL

INCROOUCTIDN & L& .
TROMATOFRAS [ i . R
AEOUTOA DX ALTA ) . © O GAusAHm DR
ASBWANG, e . - PR
. B LAt A . RS
CAHALIIRISHLAS - My, “HAS COMImLY
HI NS TRIHERTAL i M AT
1L WATLRY 1L

PAUCHDIMIESTOS
PRLA B MANE 1
i,
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Los libres que forman parte de MACROMIL son

Libro 1. MaNuaL DE OPERACION PARA EL MANEJO DE CROMATOGRAFO CLAR WATERS Y DEL SOFTWARE
MiLLEnNwum 2010 Es el primer libro al que se tiene accesc y por medio de él se puede entrar a los
demds libros Al abnr el iibro se ejecuta una animacion y un video de bienvenida, posteriormente te
pasa al ment principal

Libto 2. INTRODUCCION A LA CROMATOGRAFIA LiQuiDa DE ALTA REsorucion {CLAR) Este hbro aborda
lcs termas relacionados con las bases cromatograficas, un poce de histonia, términos, definiciones,
parametros cromatogréficos y la clasificacidn de la Cromatografia Liquida

Libro 3. CARACTERIsTIcAS DEL INSTRUMENTAL CLAR WATERS Se describen las caracteristicas vy
especificaciones del equipo cromatografico Waters, el cual consta de un sistema conformade por un
Controlador 600S, Bomba 616, Detector de Arreglo de Fotodiodos (PDA) 956 y un Automuestreador

717 Plus

Libro 4. PROCEDMIENTOS PARA EL MANEJO DEL INSTRUMENTAL CLAR WATERS Aqui se describe desde
como encender y apagar el sistema cromatografico hasta como programar crertas funciones, por
ejemplo; programar tablas de gradiente desde el Controlador 600S para el fiujo de la Bomba Este
libro presenta videos de cémo se maneja ¢l Controlador, 1a Bomba, el Detector y el Automuestreador
Une de los puntos importantes, es la aplicacién de sumnulaciones con las cuales el usuario podrd
practicar el manejo del equipo sin necesidad de estar enfrente de él

Libro 5. ManNEJO DEL SOFTWARE MiLLENNIUM 2010, Se describen las caracteristicas generales del
Software, se presentan los diferentes iconos, ventanas de acceso y el manegjo en general, desde como
crear una carpeta de proyecto hasta la creacién de todo un conjunto de métodos

Libro 6. CoLumnAs Y SoLvENTES Se mencionan las diferentes columnas y solventes que pueden
ser empleados en CLAR Las caracteristicas que presentan, |a seleccion de fa columna, preparacidon de
la fase méwvil, etc

Libro 7. PrREPARACION DE MUESTRAS Se abordan los métodos de separacidn, el tratamiento previo
que se le da a las muestras, la derwvatizacidn y el andhsis cuantitative

Libro 8. ProBLEMAs MAs Comunes ENconTrapos EN CLAR. Este lbro abarca los problemas
instrumentales y croematografices que se presentan con mayor frecuencia en la Cromatoegrafia Liguda
de Alta Resolucidn, con las posibles sofuciones y las fuentes que los causan

Libro 9. GLosario DE TERMINOLOGIA Aqui solo se hace referencia a las palabras poco comunes y a
las de mayor interés en ia cromatogréfica

Todos los hbros estdn organizades de la siguente forma

® Tienen una barra laterai 1zquierda, la cual contiene el nombre del libro, botones para
accesar a los diferentes temas, un menu principal, ayuda y salida del sistema

@ En la parte inferior derecha de todas las pantallas estan localizades un botén de audio y
tres botones de navegacién, regresar al tema (V), pagina anteror(<) y siguiente pdgina (>)

@ Etnia parte supenor se despliega el nombre del hbro o del tema que se e31d consultando

® Cuandc los temas contiene subtemas, se puede accesar a éstes por medic de botones que
s6lo se encuentran en la pantalla del tema seleccionado

® Ceontieneniconos que desphegan imagenes, fotografias, video, amimacion, audio
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9. RESULTADOS

Cuando se ingresa a cualquier libro, el nombre se indica en la parte superior de la pagina y en
la barra lateral Los temas a tratar se encuentran localizados en la barra del lado izquierdo, éstos
permanecen fijos en todo ef libro y podrd accesar a elios desde cualquier paintalla Algunos temas
contienen subtemas, a los cuales puede Ingresar por medio de botones que se encuentran en la
pantalla del tema seleccionado, sélo podrd tener acceso a esos subtemas desde esa pantalla Para ir a
otro libro, tiene que accesar al Mend Principal, el cual esta disponibie en todos los libros y podra
navegar sin necesidad de salir de donde se encuentre

Todos los libros cuentan con una ayuda, la cual puede ser desplegada en cualguier pantalla dei
libro sin necesidad de salir de é| y ésta elaborado como una especie de hotwords |a cual incluye un
breve video que indica la forma de utilizar todos los objetos dentro de MACROMIL

PRI A kA INTRODUGSIGN A LACHOMAT DG RAFUA LIQLICA OF AL TA RESOLUCION (CLAR) ’ D;Ill\ﬁ'llfﬁhla ' ’ 7” QUEES GLAR
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Los cuadros de texto son la parte mas mmportante del sistema, en ellos se presenta la
informacidn resumida en donde a demds se encuentran botones y/o hotwords, tos cuales sirven para
ampliar y dar mds clandad a la informacion.

Los botones empleados en el sistema son diferentes ya que cada une esta indicado para un tipo
de funcién diferente. Los tipos de botones se distinguen por el ipo de borde que poseen; Pushbutton,
Shawdowed, None, Este botones con dar un “click” sobre ellos mostrardn mas informacién, diagramas,
dibujos, audio o dan e} inicio a una apimacion

Pushbution

Shadowed

9.1. Diferentes tipos de

Button MNone hatones
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9. RESULTADOS

Cuandoe se asigna un grafico a un botén denominado 1cone, éste estad seteccionado de acuerdo a
la funcién que desempefa, por ejemplo si el icono es una camara fotografica, al presionar el botén

aparecerd una imagen

Lampars do Deurerio

Celda de Flujo
Estandar

Abertura
Programable

9.2, Funcion del los iconos dentro del sistema MACROMIL

Los hotwords son palabras clave que se diferencian del resto del texto para que el usuarno sea
capaz de wdentificarlas rapidamente, las cuales siven crear enlaces de forma automatica y también
para dar mas informacidn, comportarmientos parecides al de un hotén

Ademds de! sisterma informatico MACROMIL, se cuenta con un escritoe en papel, el cual abarca
los mismos temas del sistema, pero carece de algunas imagenes de apoyo

9.2 GUIA DE INSTALACION

Para Instalar el sistema informatico MACROMIL se requiere del ambiente Windows 95 o
superior, al menos 32 MB de memornia RAM y capacidad en el disco duro de al menos 200 Megabytes
MACROMIL consta de 9 archivos, con un tamafio aproximade de 120 Megabytes, almacenados en un
CD-ROM

Para ejecutar la instalar del programa desde Windows, inserte el CD-ROM en la umdad lactora,
abra la carpeta M1 PC, seleccione la unidad lectora de CD-ROM, de un chick en e! icono Setup.exe.

¥l
o .
NP,

T Y

Discode 34 Diskl vall sk _wol2 [F] impragotas Panel ¢
A} [C) 0] contro

4] noo
il deosnit

Figura 9.3. lcono y carpeta Mi PC
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9. RESULTADOS

s

MACROMIL {E:)

Selecelone un
icono para ver
s1t
descripcion,

Libro 001 Libro.0G2

} &
k

PR L TR R T R
N

Debido a que el empaquetamiento dei programa se realizd con una utileria en inglés, la mayoria
de los mensajes aparecen en este idioma.

Una vez que se ha dado un check en el icono Setup.exe, se despliega el siguiente mensaje;
Pleasc whait,
Copying files temporary directory
Gue indica el Inicio de la Instalacién

Aparece la pantalla de instalacién que muestra al usuario el nombre del programa y la forma en
que se desea instalar Presione el botén Fufl- instaff all files(instalacidn completa) Esta opcién copia en
el subdirectorio CAMACROMIL todos los archivos del sistema e inmediatamente se inicia la

instalacién

fgﬂi R 1R AT
e -‘iﬁ‘}l ¥

i bARE
A
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9. RESULTADOS

Se muestra una caja de informacidn donde se indica el archivo que se estd instalando y su
percentaje de coplado, asi como el porcentaje total de la instalacion

Una vez terminada la instalacién, se despliega un mensaje que indica el final de la instalaciéon y
un mensaje de bienvenida

Macromil
Carpeta de

archives Mis Mutimedia

) documentos Files

Modificado:
18/03/00 9:49

{1./obiétos seleceionada
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9. RESULTADOS

Abra la carpeta MACROMIL, seleccione el icono MACROMIL, v se desplegard la primer pantalla
del programa, por medio de ella podré tener acceso a todos los hbros gue constituyen al sistema
multimedia

Macromil

seleccione un __J ﬁ @ a

4 icono para ver
video MACHL MIL SR - .hz.

descripcidn,

Las pantallas gue forrman MACROMIL se muestran en las siguientes paginas
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9. RESULTADOS

DIMIVESISIODAD NACIONAL ALY

MANUAL DE OPERACION PARA EL MANEJO DE CROMATOGRAFO -
HPLC WATERS Y DEL SOFTWARE MILLEMNIUM 2010 =

MENU PRINGIPAL

INTRODUCCION A LA
CROMATOGRAFLA ?
LIQUIDA DE ALTA GLUSARIOOE
RESOLUCION (HPLE) . TERMINDLGIA

PROBLEMAS

CARACTERISTICAS
DEL INSTRUMENTAL
HPLC WATERS §On
"PREPARACION
. " DEMUESTRAS
PROCEDIMIENTOS : :
PARAELMANEID .

DELINSTRUMENTAL & 5

HPLE WATERS .
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9. RESULTADCS
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permanecer ¢ cualquia de lan fazes Involucradas Miealras mis vaces lon |
tomponentes Vialtn de una fase a la otra [pailicion) 3¢ obtendra una mefor
asparaclen La fage movil £ dlama ¢luerts Cuando emerde por 1a sallaa da ls
columna s& d8nsmIna eluate

Foue estacionana

Fase méwl

€5 TOLNED QUE coniste +n HACH pakkr un IGUIGS (6 un @3S B 10 farge de una i

TETEE]

Los matodos cromatografices +¢ clasfican de scusrdo 2los SIGUIENtes cteng |
i
i

B A la Geomarria del sitama !
W A mode da S#psrocran i

s
g
Ll

AL Crvmatrid del Slstems

En W cromatografia pinsr Iz fase
sxtaclonar o3ta configurada tomo uns
hota deigadz k0 dos dimenslones En Ia
cromatopr#fia de pape! unz hoja o una
tra delgads de papel alve come fass
sdtaciprar® €n Cromatografia en Capa
Delgads CCO} una peilcula de caps
oeigada de particuiss ae un sdhido e
sninzen pot 1 fusrza mecdnica de un
Edferente de tal forma que fecubren
1N placa de Vidng U hoja da plashico

Un borcte de In placa es INmarso o el
reservoria dt Ia tase movl, ¢l cual, par
capltandad, 3¢ musve de  manea
perpandicular 3 1y superficre de Iy fase
méwit H

5

A Wods &t Seporatha |
Betocrolio por Elscion i
€ esluibonles, lgs componentes de ba muastia vlajan a traves de 1 columne

unas velocrdades gelermnaday por zus casactedalicas de relencion sobre ef
ampaque stido I

i} . Gy |



i

AR ey

T

[T AT

ol
(REAAIORAL ot

R e

[UTT RN

AR In a1
(LT ETVITY
Liguina o8 ay e
ALK 1 A S

Pankd (B0

1oL
CAUPAATOLAM 8 12

e P A
anaa

[yTs

INATOLA I 8 La
CErATOAL
[Erer T

PIMMIKIN (VLR

W

Fauderimin

IEe]
CHDARICAN LA T

BTN

AR AaH

IMTRONKLIIP 4 1k

PSR

Frr

vanira s

Frsssy o
[T PE TN

NEMUHEA U A

FLTRENITA

' mlgracign dif da [av moliculas s3lo 93 qui

Qe o) punio a- plicaclén 59 nco con wlocidndes divintas para cody
<omparnente Lo musslen que debe 2nalTaeee SUE 43 20k J18 BB, bgueds &
QELFAEE, ¥ bk 16 PR 1 UEVA do LN MediD ERIKCIonprig (CORIMAB) Qua pusdr 141
un goltde o un liquide contanida por un sohdt Furle que cada una dr o3
componernlés de la muiitia Pane por al medio smacionaro a valocling dierants

|

En fa cromatagrafia acurren das fandmenos muy

ngian da une 4EpE<ie quimice en
| ] supsricie de un dalido, quedande
daimiktada & fendmane 2 ta wpeicle que separn las fewes
_ NN | | o suprticle bipdacial Eag calenclbn supirficiul pusd
Mslcs o quimice |8 3cacecian dipends

Nkt
La abgorcién ok I3 ratshclsubdnche §decitida  da Iv  mpeislura,
saprcie guimlcs par pars N '
Gapands ¥ (1 lenddncis Goenienirditn,
formar  wnE oezcl o raasclonar
Quimi N4 con e pilyma Condlaie 4n la
paniaclon di una 1ustanchs #n 4 send de

1 \ "

A e Gremetria del Lirtems

Lap fases muxl y palaclona.
altlema crematogratco a3lén
de 1nl formn que b3 migracion 1s de o lo
nge mis que 3 lo matho Hay dos
geomerinE  baslcss  por cotumne y
planar

£n la Cromalagraia de <olumng Is fase
spdonmls st » tan

intarsticlas La teons ha mestrado qua
In #hclencls e mayor BB Wtihan
tamahol d¢ pariculs ey PRGLIARE fo
cunl  dmulinsements  dSeQuis  Ia
cacrciarlalics dp Que #308 CaNANE 1920
muy rlieches

Wads de Sypurachin

mados dr wrparackn de Desevaile por Datghzanissis
componantet da lu mezels pusde
davads mcaba por unn dr las Ues
sacnicas sigalanies

SR £ONtInIGe 40 18 (014 mbaH, sl cual
putde 287 un bqulde @ un gas  Un
FAQUINImisIa ARCEERAD #8 Qui 12
mord a3 mal adearblds  q
Cualguiare de 105 COMPGRentet du 12
muacly Slempre §o Ghlikaa pnd bands
PUCE Urca del prmet CAMpoAETE 40
1y

®  Andhale Fraatel
o Gluclia por Dorplasomients
o Dareresly por Bhcis

Analivi Frounul

Ly meichh hquda o pifterr ex
simentads a3 columne La march
actus Coma gu pragin fare menl ¥ I
araclon dapends e [v habliuag con

|
En 1ila Werica o £gerta gasplatader [
H
i
I
t

10 cual €38 compoieats aN 13 mezcly
w3 adsoiblgd Unag ver qus | (Dlumnl
haps sido salursde I meach kg

ALy enda € on 12 compasiclan ariginal E\
componente wiencs adiobide
pricneto ¥ +8 41 unkco campanents b
LT DOLNISY e TacHrd Joak

eI
IO o0 aita
[

| MR

LTS

A,

TR
R AL

M e

anm suwa

11U o At
RS A LAR)

e

rakanm

T
SR A atia (4

LR e AL

| mimmercionas
| e oAk
| Uuica ol kI
e

LITY M

PAARA TRy

Y
TP AR

LTV IErY

LT

[ nmtcer i aen

s
Wriaa
e

[T

[T

| e
| Bt

b e
‘

[ e s

239

9. RESULTADOS

Invetucradss Mienlae mis vaces for
alra {purmclan) oblindid uns mejor
¥» mavll b+ Nlma slvinte Cupndo emirge par {n galide do (3
column 56 denoming sluste

b oRachonala }

e

Faty movil

E1 procasa que cantlsle +n hackr pacar un Hquido (6 un QaE) 4 1o largo de vna

Lo mitodes cromalografical cinpfican de acusrdo 8 105 higulentes crleiios

W Al Gacnalris du) sislema |
9 4o cepentes |

of Lot Fasec Lavalucradas }

TTA N Garmatre Bl Sheme

En Is cromaiografis planar {a Feas
Helacionaiis +3t8 CORAUISD Come LnY
hoju delgada en dot dimsnslonas Enlx
ciomatagraft g4 Papel una Nols o Le
by delgacs de papsl alve come fete
stuclonards En Cromatagrafla sn Caps
Dulgnd- GER) una pellculs d¢ capa
a de particulsy da un ptlido Er
&0 _por | fussIe macknics da bn
ROhesilE, 09 1 foema gue recubidn
“nn placa de vidrie u hos dv phabco

Un bords de la placa #% lnmarse en 4t
cavarvorio de [n fase mav, ¢ ceal, por
Chpiaridad, an muays  de o manen

PrpAndicolze x Ik superficis de In face
Myl
]
HJAJ‘ "y
» «lF]i®
AF i parechin

Casorrells por Elecite

102 Componentas di 1a musstre viajan 3 nm- dr la columas 1
or aur cor encldn sobrs

En s tcricy,
inaa

paqus sdid

W]



9. RESULTADOS

J UQUIDA o AL L8
| e,
|
,

[CLYTVIPN

FARARE Iuun

e
CRUFIATECRAT I8 1

oML

INTHOOLEEI0m A L
CROMATAGAA A
LIDA B A Th

B I T

Rtz

FARAM 100k

egs ot
CADemTOGRANIA B

e e e

WEMI e AL

wmos galma

CADRATEGRATIN
DA B 1A
BRI L SRY

[ s
1

RIS

RS

e
LRDRMRIOGANS 14 01
i
1

§ RERe ERACIPAI

ATAA s

RO A LR
AT A LA
Luysinar s

Bescnu o )

|
|

FETELTE]

R R R O

Anmn samn

[ t

Lar Farat Invahicrad

Segun el LiNdIMereo remola de 13 TEPArACION 108 AISTIAtos bpos de cramatografias
PUrden clssificarss aendiendn 3 N fAECT INVOIICISdRE v 348 F813CIAAANE © MO

Natuesles s cht b Forde | sk saone 1 ‘

Salicn ﬁ nkl_u_ s

Naluralezs e L fase sl l

Le Crometogeafis Lauda te Alla
Resouclon ra en paendiz como todos
%3 mdodos womalogrficos, un |,
o do 3epwatvo Ast, & lugar donds
39 produtt b SpRTIOON W Ciuming,
puede conaxleranss el corazdm o4
mstema comatogriice, Ainededor de
1 cual xe MONU LN squpe 08 May s o
menar comphejdad En ol ceso maE
smpk, # tremdopidy Gr bqukiey
estarg conktriuido por

f

U U resirvom de soivent aue
alimenta i Sintema con br fnee mavii
Qo ssewd qut PR e

Introduccidn de la musslrs elinyectar

CROMATQGRAFIA LI2UIDA
DE ALTA RESOLUGIAN

D 4Jn sistend para forgs H pasapw de
18 muesire ¥ I8 fhae mby) @ travds de
ts columna lxbombse

O Un alsteme de monitgrea aldetectal
0 Ln shsrema de reglairo de dmor
{computadors .

Labaye fungamental de CLAR canists
en pazar una mezch del anatio con b2

—

Wi 4y

CULAR ha terrde una  creciente difusion

desde comenzor du lp GEcada de J05 70 y
hoy teprestnta uns de tas herramentas mas

empleaday  en @1 Isboritono  analtico

modens  ya zea brte didicadt 8 b

Investigacion basica o dplkcada Industrin
biolégico o bromatoléqics
Is zcwntdad una de Ins

CLAR ex en

priscipaley  Tecmcas Ot 3eparacién de

Es

repregentacron de 18 respuesia o seAat det slitems de deteceidn en JURCION det

tlempa, voluman de sluents o distench en el lgche crematografice El sromatagrama

purde tomar giy
Mancha +n Cromatagrafia plana, o un
dor E conBans fa

5 formas un reglilre en [a cheln de un reglstrador o plotter uma
numerc determinado ar datos tomades por un

analmea relative 2 b

musstes fcomplelidad numero de plcos, detaccisn cusitatlys Yo cuntitane oe uno

© vados component
de cromatoprama 4pur JUPAC, o

" un gréfico u

3 o0 dil Runclonamienlo dal siitems tromatograhco Ef concepta

ates reprenantacion or ia respurtts

del detector concenraclon def eluente U otra canfidad tuads Come uns medida de

Hoconeanktitn del tUAME Lonirs ¥ ¥olumdn de suenld 0 Demge

At un

cromplograma comesporide por ejedlpld, ¥ 14 curva represartada en la figurs Las

aboigas coresponden 3 hempg durante of fual xe

eloctus s medrclan

f
|
|

RGOl AL
FERPITRIN
OB T4 ALIA

ceun v

e eginr

! panareanin

A uIrkarn e

|

b s A

[

anm

RgrA LI R

Thran| DRI

| Vignesot s

s curs

1 Pasri

’ Pun e

i AR O L R

RO A 1A O

CRiPIGERAIEA

L O 1A

\ IR On KT A

LI LARE

[ cacsan

| Prasnrat

\Ilmﬂn

oG Rk A ia T

BT TTEI

' oamee

Anaae

TG AL
o rCARE I
BT A 1n

A#ERA | ALLARY

v e

s cean

e

AL RATIA D

[T

| avae

240

Segua |a defircign dn la UPAC  La
Lromatografia s3 un mdteaa  usade
primasriaments para fa separacién de
las componentss cu Lna muestra €0 12
cudl las comporientss se distribuysn en
dos fpser una o1 cuales ¢
+staclonana  mientras s otrd 3¢
mueve La fasc estacionans puede zer
un sdlide un diqulde, fetenide sobre un
soldo o m gal Lz fase estaclonans
puede eslar exlendida como una cape
o disibnda coma ra peliculs ste La
fase movil puede ser llguida o gaceasa

Koulemars  Ma  definlds Ja
cromatogtaha tome un miteda fixico

de aspuracn  en ol cual los
* separar se ¥
antre dos fases una ge fax cuales

conatituye |a fase estaclonara da gran
dren upwhonrl, ¥ i ol es o BUds
Ufaae mevil que pAES & tavds & 2 1o
1argo de 12 fese estacionans

@ ?.
Fast MoviL
o ¥ .
L)
»

@

S

BASE ESTACIDRAHIA

Basicom#nls  los ¢quipos de GLAR  LOs  ecuipas  moduires  con
pusden cRsificarse en [ntegrales y  nStrumentos ndiidudles  que

modulared

LO% 4quIpos ATReQIELS Suda whn OF Jus
Partes {remsrvono de solvenies bbmba
wiyector y dutector) eStan reuntdal on un
gablaete ¥ yu interéambio o conexion
on oiros componsnies de la misma o
difarnnte macea 8 adise

La comatograha  teme un tenguape
Partcutar, u nemencdura fie
estandarizada por b Amencan Socidy
for Testiog and Materals, ASTM ¥ R
Stumavenl Umon of Fure and Appied
Charistry, UPAC

8¢ cefnran aguros o s tEMINOS
cromatograicos, para una  mejer
compresidn de tsle Manus, e for
cusler debEmas nchur los sigulentte

peumten ne solo srmat ol agupe
segun 1a necemdad, o auments
a0 TompiGad Krgun efa Mecenigad
varie

CROMATORRAMA

Enwn (3 (

a la yenal Anmk e prove fuente

il detestor frespuestaly su mpnificad dependera ddl fipe de mediciin efetuada
tabsorcron K £ de réfracclén Auorescenas siod La At de la seazl Indica en

cada mameaa @ udenslard Sx 2 IMIORNT

i aropercionat 3 1a

N gena

concelracn del salie [a cual se wvaiuz por medicion manua o Haardnka [Wea
bajp ta ciira o akuis de pxo) Kexmente ¢ pro e dmnbutlén normsl
taausalans) ainout 2lOLas fendMenas pueden povocar ¢l Bkpmienle de PLi
condiclen y Ne ax infreLUENTe EngontrAr 23iMetnas 08 Mayor 0 MeEnet Intenxidad

=l

Wi
:

vl]



L ATt
(AOAT DAL
VOUIOA T my 11
aritarklmpLan}

i

PERTY Y]

[T

TP
NP TOrAA A L2

A

.
l A TH T AL
| soon e

A e LA
CROATOGAM (8
LD 8 AT
RESLLCIO 1)

FYUTAL)

ranbeurain

Ve o
NP IO E A A T4

FERU LI [P

ELEUNFIWYY

IO b
CROMAT a1
LA AalA
HEMELUCIDN 0 an)

PITIT Y]

pansry i

e ot
(LTI

RRCTITT

1 AMEE shoos

INTRCAAR S T 1A
[LLSNIrTNN
L o bk
ey

ErRe

Pk TRy

e
[ PR

[TITEE

i R

9. RESULTADOS

El ycdumen de Wik an e} @ tamban ranttido como youmen de irencion (Vi +1
 vOMIMED de {214 mevil sbids mlee 17 Inpsccion ¥ 12 Mucitn di Ik cencentraciin
macim dul seuio. A causal conatants o) bempo Wanicurndo ntre dichas punior
Corraspands M LHmpo de aluclén & bamao d rHenclén

Tambun 4¢ difie como a1 valumen de fabe movl necotario pam que ke produrcs
In sfuckin de Ln ol {re Bmenly, PIce auy apwerca o Blco, Yo g0 sRrdsmenty
+n a5ty intlmte, sprotmadiments 4l 674 del mamo ssa todavis e dl lecho
cromatogranca)

VYAXTax F l

w=Tlimpa d4 satancion
F » chudal [¢3pras4ds gansaimants an mim

TIEMPD DE AETENCION

El btmpa de Relanclon () e ¢l bempa
que tomE un gehse en recarsr 1ode Ia
columnd  Tamblin &8 defing coma
Hsmpo madidp artra 18 Imyacclon v iy
slucién de 8 concantracidn mialma dal
nelide [mbdimn aefnl} La distancis aalrg

i bl ¥ la Hne 4 0K
Ia afturn d¥l plca (he) #n cudatisn

Exlate olros parkmavros relaclonsdos con 41
lismpa

~=Thamps de Retansidn Hata o Relative (t'a)
e Trimps Mesrts (t4)

TACTOR O CAPACIOM)

5 Factor de Capacida ik} canoclde coma Factor os Relancian (v} 8 oba maaids
dr e v Ed In rélacidn ds hempo qui b ol golute e e fuges
sataclonariny mavit

W proporclons Informacién importanls dobre o chlldad dn end sdpaiacién
Cuando of k 0,42 fascluclon ¢4 pobre  S) X £+ #3 grands po di)
andlisis purde 3er damsaisda largo, o cuslquisr aumente s b renchucldn puads
xuprime ansanchamisnde del pica [draiments, ios K daben extar entre 3y 10 Ea
pricica, 1 <& <70 vn sutafaciorio €1 valor de k puads muaterss maddicando I
Auerzu de la Ts14 mévi por 4lempla

B i1l

TACTOR O SEPARACION

€ Factor de Separachn {o] s unk
mudide el mpa o dilancis ente st '
minkne  d dad pleov ds cakdn r
uttzanda 11 slgulents ecusclan

kK
-k
.

W= Feclor 98 capacidad pIre ol @8l o Girancia dr b a no dipknde de (s

Nusra de alucidn dr 18 (ke mayll y de

Pico
+7 = tactar A€ capaccad PAITK W TAQNGD 4y columps Rgi, una Giminucion gk A

Pleo fuatze d4 16 fese mévdl produce un

Jumenta 4 I} GUNCo, que In
S no exein sepaacen w e igua ate R e Camblos e
undad ¥ Bu vkt auments cowid ugcugad Ex dick el Sumento sk

Aumenta H 1ep!

1on proporeional pacs lades Jok seldcy y o
coctarte eaire Hior 39 mastendi
aprazimidamente constants

MriZiay

[OILITIUEYY

R
Sranb i ders
TR L TPy

i

|
'
TRPANE AL A

A

2R Ry

AFL g

| miroomarie s in
| errsararaany

w

4

naOA DA ALTA
SRR 1A

 1acian

XY

im0

(ateroaaa g

B AP

ALY tmiod

PRI e
PITSTE N

ERHCA T4 W L
SOLUCUP B2}

o rsonas

aaAve bt

i n

PrTrare

)

AKES SminE

e

s panlcytas d fass ertaclonarls
b ccup W WGy (a3 paTKUlE, wlee las
pAnticulat v pardd de ln columne, e of kitarist di las lubenas, unlonsn, ol

€N wichio dr gUF i £okid Wiyeciada ¢omtHiga 35gun 101,40 que no 38 relenga an
fase aMazionsns, du KN Ne serd MINARdA 4N0 qQub CONeEpONGeid & un
wolumen d¢ HCién lPual 3l vElume Muete $in embalga Como 11 VAKRE £ amplad
Micusrtements 4N 43gunas €AUsE Cromuloprificos, no deba tomams sdle vaor de
108 cromatogmaily de cuslquiee snEwyo, v § hane |k comphin egurkded dr
qué o primet PCo, genaraimants debide ¥ sohenle de dsakcién de b
Aguna mpure ta Terconsokds, m £8 releaga an abaolis an B malwid ce s fase
shinglonada

DEHRE DE AETENCION

~Tiempo 4 Ratuncrbn Mel w¥lemps Mrteta (1)

Rularive (t°2)
e 142} El tampo de 2stencldn de un pico no
nmdo (woa L) e gl
requertda  por on
ratenido para yiaar &
tolumna Lat molbcul
no ritenido no peastan a e fase
wilachonara, siag wisan 8 la misma
vilockded de Pugo, tade el Usmpo
wptht & 1 fare mdvi Eple a8
waubvalents lWmpo que al sohuds
gasis an 1a Tese movll ¥ que aw ol
misma para todos fee solutor db a
mu o mimo  corride
croinatogrifca E4ie Hempo we obtans
} laywctar i compusde 08 reteride ¥
daterminands su ampo de setanclén

Oado qus 1F youmen  ealtacolumnar
dipanas de waries factorar mancs 1 8
TPaBEidn mMIEMa ek Recusnte exprann
ol lampa da relancién nuio dy s plca
diterminsdo coms difsrencls erere e
tempe de ralancién y sl tamao musrie an
kighr di) Uampa da ralencida abiaiute

Aal, pars 4l plea anbsime

——

En ymbot 8508, ¥ produclo del tempe de
relengian [sbaciuta o nHo) y 8 caudal (F]
aurdn ol volumin de retencidn [absolite o
i)

[ 7n: l;(-mI;] F‘qm_uml_n) '

FACTOA DE CAPACIOAD

[T
[LYSNIR

»

Lipsionof 4 1
R )

nitnas

RTINS

L

o

241

ipad 1 AR

i I

N EaFase Reveris -
b glgminuys el sumentar |y
propercldn del components drganice
{MDH, AcH THF) |

1 En Fase Horma !

b dEmiauys st aumentar ‘
Broparcl4n de solvente poiar

El wjemplo mussha  tiomstopiamat
PUIE 4 compusnloy orginlced +h unp
cotumpa €18 que wse 90% imétanol
Aprists ot bolones para ver al Heclo
on Is sepanscién y ab valar de R
cushds ss combla [a fasrre de b fasd
v

IS
.

ik
S

)
Ui Hadmaiiak gy -

___fACTOR OF SEPARACION

La vadacién or & puace lograrue oo
variay modoy son

0 Moofcaatn o i
sctvo
sretan MoQH por AN o THE, m |
normal, derfama por clomurc g

matllane o mebl bt d1er) ‘ ’ jl,
1 Madifcacion duf H de fa fatd mav ‘ { |

0 Emplea at sdbivos in

apafeamisnto, cany
[ Camblo da It fans astazionula .

B comdegam  mueta  ura
Hparazion dé o mrrcla de cualo
CompuERTE SIgaMILoN 4n LNk columna

I i vl

C18 qua ulk vaias mercan da
wilealriohgua  Fulla los bolonat R T—
PON yar €10 ¢n b vapwadin

o valor B @ umndo Br Cambis B
funrea de la fa3s mowi

- o
Smgth VSN Sspuiar
Wiimiasctiuat |

P cioio

. B - 15,274 R

— ]



9. RESULTADOS

| werenoceen aix

RPN I
| iesanesis
RSO AR

out 1 rLAR

Frak RN

TIFoeDe
CRIPAI AR IV Y

MO BRFRIPAL

[,
£ RGMATAAIL
110104 DE As1a
RESERUCIEN {1 AR

Qe S DAl

PAAAA RO

1P ne
CAOMATGLRM A O

MR PR EIRAL

ARk

anes

TR AR
R AAS 1A
[
| masonicnm i am

| oue es o

g A RO

e
CNfmntinRAFLA DY

M PRINCA

|
i
|
|
:
|

[ o wmion

InbA O LN ALL
CROPAIDSRRS T
DA ¢ MTA
AL IRION (LA

sama iU

[
|
i
|

T
ThtPaAlWERI A B

i
1
J
(ISR TR

|

£ velumen de eluckin {Va) o [IMBRN CONBEIdo £omo volumen de retencran (VR 3
H vakmen de tase movil eklda ¢Alre b iyecckbn v 12 sluckon de To concentmcon
maxiin del Tohlo A Caudal conttante o dampo trANECIATD salry dichos punios
correspande al tiempo de efucton o hempa de retsneion

Tambwn se define como el YOUIRN 48 fase mévl pecesaris par que 60 produrta
I2 luckon 96 un 3okt frealmente, pars Qe mparsIen 6 plco ¥ que asmctamonte
0 este instanle apraximadaments of S04 dal wme astt badava s ol lacho
<cramatogrifico)

[ves e |

e Tlempo de retencion
£ = cauthl [expregado generaimente en mifmunt

TIEMPO DE RETENCION

El iempo de Retencton (&) 9% w bempo
qué tamia un follo en recorrer tods In
columns  Tamblén s+ define como a|
dompo mudldo entr la myeccitn v la
aluclart de In concentracién mixima dut
soluta {mexime sensl} La distancla snire
oste mAXIMa d6 b seial y 18 lnoa baxe ex
2 altura del pice B} an cussnon

Exlste otras pardmetros ralnctonados con &
Hemps

e Thomps de Retenchn Hete o Redathee (179
e Thesps Mhettte (te)

..FACTOR O capacioad

1 Factor da Gapacida [k ) conoclés como Factor de Retencion (k) ex clra medida
de |3 retenclon Es 1o ralaclén dr dempo que gasla ¢ solute en fas fases
sttacionanay mayil

k' propérciona informacion MUpGrtante Sobre la <Alidad dr una sepBTACIOn
Cuande el k ey pequeie o resoluchkdn 83 pobre S1 K ke 23 grande, ol nempe del
andlialy puede sor demaslade Yérgo, o cualguier aumente en Ju crealuclan puede
sprmil traanthzmmiende oyl e YoTaiments, o ¥ deoen sxar entve 2 ¥ 10 En
priclicd | <& <20 ¢4 tahsfactorio £1 valor de b puede Blistarse modificande la
fuerza de ba fase mowl per sjemplo

TACTOA DE :

El Factor dé Separacion [a) 5 una
medida del hemps 9 distancla smre ¢
magime dn dos peos Se cakula
utlizanda |3 sguients scuacian

PR

1 -
) N

31 = faclor de capacidad pars e prmer
pleo
k2« rattor d4 capanard para o) segunso
Bla

Song ensle Jepasain o 62 lgud 2 Iz
umgdad ¥ o vakf aumerdd  fvande
aumentala separacidn

A alerencla de k o no gepende de 12
fueiza do olucitn de |n fane mowly de
13 columnp Ari uma dizminucién de In
fugrza de Is {age maylt pradude vn

aumente de iz retencion, que en
#netal na 14 acompaAa de cambios o2
sulectividay E3 dacir o auments sera
ptaporclonal para todes oy solutas y
cociante entre dios as mantendra
3prosimadamante constants

DRI

INTROMA LI A LA
SRRV

LINNCA T a1
Rasard s 148

e

Farbeginin

extacionans

e
ErOPICCRANIA B

MM PP

B volumen mutito (Vo) w2 o volumen ttal 06 $0lerte ertre o PUNIS 0¢ Inyscekony
 Oc OSIECEION. Ex¢ epluand ol correSPOndienlh a fax particulas d¢ fase estaconarla
Comprends al ¥Gumen que I fase movl puede ocupar entfs 133 partculas, ontra b2
parmiculas y ia p3red de {a columna, en ot ntener de las fubertas Unrones etc

EN ¢i €a50 d¢ qut la sohiaon ipyeetadd Gontenga algun sohAo que RO 5S¢ (etenga o 2
fase estackonaf® sy cluckn no seed inslntdnes aino que corresponderd a un
Vot de HCIET Igual 3l vomen Moo S embargo, Lome su yelor 30 empiea
fhvcuartements an aigunaos chlculet Cromatogrificon, na debe tomarse wite valor de
ko5 CIOMAlLgramss de cuslgker mnsayo ya que & Bene [a complat seguridad de
! que & primst plco generakments debkio ¥ sohiente de dsohicion de b Nwestrs © 2
1 slguns ImpureIa deisonaceia, mo e T41SNGS +n absoluto e o matena de |a faze
i

R0 LI A Lt
| cAMAICAN A
QB S ALEA
RESERIA KLk

wTmpo de Retencooe Neto o
Retaine (t 5}

Osdo que ¢ voluman extracaumnar
depends de vamos faciores ajenct A h
eparacién mismz, ex frecusnle dxpresar
¢l bampo Ge relencidn nete de un plca

v an

dnninato oMb Sifkrentia erire SU
‘ tempo de retericlon y of hempo mueto én
" anbee ras lvgar del hempa ds ratenclon ahsolute

A3i pare sl pico MmEnmo

p——-
pos e

| CADRAIORRATiA 8
H En ambos cases, 8l producto del Uempe de
! retenctn (oaTWAS © nete) ¥ o Cuusa Y
dardn e volumén de rstenchin {absoitte o
. relntive}

ta(min) Fmiiramn)

LRSI

'Anas saioa

TUEMPS DE RETENCION .

e Tinps Musrto (1)

El hampo ap retencsdn de un pico Mo
setorido (w0 ki e5 41 hempo
requeride  por un  compusmta  ho
retenido pars viajor & travis de tods b
<olurmna Las moMculas de un soluto
no retenids ne panctren Bt fa
astzcionazria ehas viajan a la misma
velocldzd dé& Mujo, fodo el Herpo
sstdn wn la faze mewil Eate es
quivatente al Hampo que ¢l polute
gaxta en n fase mdvll y que e ot
mismo para todos los zoltor de 2
musst-s  erl 8l mismo  corrlde
¢romatografico Ests Hempo se oblens
al iryectar un compuasta na ratanldo y
delerminanda su bempa do raberclon

ImIRDOU At A 1
CACMAICCE AT
DA e -
RESRLECION L AR D EnFase Reverss
, W disminuye  al [
proporckin def compenents orgdnico
{MeDH AcN THF)
00 En Fase Normal
ko disminuye 3 sumentar s
Fryrenn Proparcldn de olvente polar

£l epmplo muestra cromatogramas
| EReark i para 4 campuestos orgAnicas en una
columna C18 gque usa 90% metznol
Apriets los bolones para ver el efecto
€N separacin, y el valor de k
Cuando s¢ cambia b2 fuerza da Ia fage
mol

Fusn e
AUAAOCAA 1A DF

R N (i

EL LYY

IR I S Lh
R I 1

Ao o e

N8 KL
La vanacron de o puede lograrse de

vanos modos $on

O ModMcaosn  del  componente
abvo  de In fase movh fen Faze
reversa MeOH PO Ach o THF en fase
noimal dueoformo por clorurs ge
mebleno o metll ferbutl ezer)

0 Modrlicacion def pH de Is fase movil
0 Empiec de sdinvos (reactwor ot
APArEAMILNLD COMBlEfanlel )

1 Cambio ot Ia fze extaclonaria

RTI

Sabam ey

B comatograme  moesta  una
soparacidn de N3 mezcls as cuatr
COmPUERON GrRAMICan <N ua Columnd
C18 aub uss Yapa: mezclas o
watontdoligur  Pulka Lot botones
pars ver f efedts en b separaclen ¥
o valot g @ Qumndo s cambes B
fusrza de la tase movil

e e
RO 4 i

T e

[T

242

>
g
F
=
H
5
2,
g
|
]
|
|

M



9. RESULTADQOS

s Ry

| s aean

! rasbrntion

Tir
| TMrAtOGRA AT

b L A

anAA a

RIS KL An)

IYYTIIee]

| s
| TREPTOGAN I 08

MENIPHIN Az

IMREMKCH I ALL
LI DEA LI
TAIA B 1n

ALMALEION LR}

| L

PARASA IR

Aoy
LATMATORA 1o 00

R PAT Bl

Uounba wmps

CRATHAL L

| viguoa ot ana
i ALK 1L K1 am)
i
|

PLEYEv

| Paslew thin

MMM

AUPA Al

La resolucion () s un parkmalic og 1
reparkclon dn Joy consbie
muratca

£nley ayor a8 la regolucton MeEndr giin
H  solapemienta  antre  das plior
cansscubvor £ faclor de Sepiracion (a)
+5 2010 Ik distancin a ol Hempa #0lre lap
mdximos d4 ook picos La Resslucian
Lot 8N Cusnla lantd 3 a coma 81 dacho
de plce Edta ar, 140, [a teEsluchdn,
caleula por cada par dr plcos Adyacentar
como

Re __fta ty)
03 fwr +w)

Dondk by corpsponden 8 kot Hempor
de retntitn delos plcon 2y 1 W s w p
Jog anchos de plco madidos s nu biiny

ANEHD DE 1CQ

Engens

#Cho d4 pleo ¥

AIBO 7%, dy e amura dat plco (wi)

“re

Eninbazs del plea iwm)

e 1omargs

AIGOY% da 12 altura dHl pICo [Wn ancho de plca 2 madn onda)

Lo efichoncia de 13 coimma e upg
funcisn oa pus dmensonss {dumetg
wngitud ¥ tupagar di cultl ¥ ga
relklasd tan @ reecluckin por Jy
sigulonts scunclan

TUlA b o Thmiend

Ls resoiatn puce 19¢ aleads por
consiuurts cambande i condikciongg
srperimentis que vem@an 4n o g
mis do o8 pardmaras N o ok

El cromalograms musatra dot pISokque
no exlén rewselior  Fuise of &oton pars
yar 1 sfecle em A fes0bingn
ncremanlanda  a, 6k

T g el

Podemos Clanficer 3 s Cromatograla Liguids da {1 11guunts formy

Kl

IR At . 4 It IR

L IATAAR O L ge
Caaau
LRRHBA G M1d
FeArar e

oA

eamavernin

e
R A T

| A
|

LYV

AL ML)

EPIeTee}

1
i paaainn
I

BRTUTY
T emaranare

A A T

.
| oo ALa
| ratoan
| viouioacemra
i REERIC I E VAR

s

Pl A b

{
1 s ce
| LAGHAIIRANS &

N AL

e

frnt

! ELEIRIT]

(SIS TS

L
[T

e AL

OV

ANCHO BE PICO

xacha e Ples fd,
calculdc 1 rhegcin e e columna [plalos tadican)
manual dub drea de picos

madkKn 10 busds sfectuar can valos obldivas pwa
scution pae o cikuo

i 4reho ¥ faco pud de tomarke #11 ¥BIRs poskione & (8 varas Wiaras) y # A seial
s pefaclanene gaubiane, i Kpracclonss ou
SN 4qUranlex S €MDAKG €OMD 43t CONGIEIGN FATAMSNIY 14 COMpY debe
wndicaras cull gy o mitads amplesda

El corc rpto dy Plala Tedrica (M) edplicar
4l fandmenc geparatlyo, In columns xe
dvidb 40 Corteg donde §e CONsIgUE Ln
rqubbiio transmorla, antaz de gui e
frsr mdvd avance hacla ¢l sipulants
Cada cone 5 0"y L eapasDr
atura squivajypte dH piste tadvica™ (M
a HETP) Enfances, pars unk calumns te
langlud L con M plalos wéncas a
aMure di) plate rasults

calcutan
camo

Le  efcentis  de une columng
eramatagrifics y por lo lanta sy podér'
ssparalvo 14 mide en funcicn dr 3u
rumaio dr platos Indricas Pars lograr |a

do dos ¢ dudoy
no 4818 dsgen sfur a distinlas tlempas
& ralneion Lno gu lus
debd gyt Ln bajo coma ¥

Wit ;Yllf"-l

El numero de plstas Irgricos pusds
#n hncidn gal ancho dl pice

243

Lu aImatne ibukngl 65 uoa de (s formas mis comunss de ak)amisato de s curve
FIVTT N Y K, madk|dn #4 mportsrte pueslo que pisde kvar, ds scierde 2w
ragnbud, ¥ strores conuderablel 4 Cupnbifichddn, ¢ NEIUED 3 asaulbcer plooy
adyacentss Lag fdmulas smpieadas 300

donds a y b 1an bk medides entre t in
qus une ol mirimo di pica con Tn Niars
64 baze ylo3 e3tremos anterior y pasterior
del plco, tomatax al 10% dy ¢u shtuin Por
wuparts ¥ y b 100 108 Mismos pacdmetion
216% de oich aura

CROMATAGREFIE LIGUIGO §OLILO (CLF) O DE ADBOACIGY

Ex la formb mag antgus @b 15 cramatoge

SACIONLNY £olida y une fask Mol Hguide o gastosa €1 3oluto poeds adaorbar

an Iz cual 1s wnihza una fae

0

14 WEBAKE 04 las particulas KaII3E En cuatqurer fenemano de aduerelan Myen

Adeaicién! Dererilin

Fam bow)




9. RESULTADOS

NP L
FREMANAA A
IO 06 2 ra
Ecante 3 o)

'
| PatAedens

|
| w00
4
I

(RO TR e

ML PRI AL

| G
| chomatncar

AlwiADE s
| resomnsion tany
|
i

e rscas

panker nus

e on
| crarmnmsnee
,

MCMP PIALIPRL

U oamma saiiga

AL
e
Lonioane a 1n

| srsomen o1 aay

st
| CRreroan a0

iy PN Bt

aria

[

FrIRARL I A s
CHOMATORS 1A
Vil T e 1y
1 tstu 1o i)

ansnan

Vaubeatncn

|
| v
CHUMLTOLHATIA by

R R AL

Sl 1sa molecylaz oe un compoarita
particuiar Denen une ¢levadz afinidag
por el

Adzorbents  plsArAN Muy

lentamente  msentrar  que  Olro

components can manos sfinidad lo harg

mis apido

<ops fivm o columia El medlo on cads caso aciis como 0porte dei agua pol %o
que este bpo de

porate dr

38 emplay

P
-
R

.

CROMATOBRAFAA DE FASE LIGADAJCFLY

Cromatografia ea Fase Nermel

bp Cromatogiafs en FN se sealizd
s00re taees estacionanas Tigroficds
come [u 1llice o alumlsa microporosas
¥ €on solvanies o+ mediana 2 baa P
polandsd come lase meévil Es wn e =
mMitoda Aproplsda para Iz separacion
de soktes or polarldad mediana 9
ata y wi dv suma uthdad pata la
6pArAciOn de BBOMarcd posicionsios
con sustituyentes pol

-
g z
i3 L 28
i

Fl mayer Ingonyements de FH ge debe
8 lz ate achvidad del material de
rellenc que bende a adsober agua ¥
solvantes polarss sn au superficle

mo consecuecla 3u
compartamianta pusde moddficarse en
una crsminucibn de [

reprocueibiigss 4n los sesunados

CROMATOORAF A DE FASE LIBAGK (CFL)

Cromatografia en Fase Reverse

En Cromatograhy de FR 1a fase «atacionana ex na polar y 13 1sr mavil #5 muy polar
(e graersl mezcha de agua ¥ ue Modiicader argénico metansl acstanndlo &
teleahkdrofurand) Las ventajas de la c/ofaiografia en FR 30n

t) Compuestas no 1omicos i6micas e lenitables purden ser separados an | risme
<oluran, <an 1 misma fase mdvil

D3 tuerza 04 Mrac<ion superficle no polar ohno ex cenn

C1La adsorclonirevrraible frecusnte #n shicage riraments ocurra

{ILafase méwl predomuniante ¢3 3gud 2bUNGINt: y dConomicE

B modific sdar ergemca predominarit® es el metanol

D El orden e viucidn 16 prodeclble ¢n funcion de 1a hidrofobitidad di anafite

1 Se NECEEts Poco UEMpa para ¢l quilidrie el 3itema lUedn de un comblo de fose

méwil

£ Feacsian hudrolowata el salum
U7 raracosin con ta Fnn lgaas

< ey

Fraccdn potas dul ahalts !
ccudn con 12 fage BidI

InTAORAR b Ay
RO T 4
VDA e s

PR Ry

L wretn

LTSS

e
TROMAIKARI A D

L ERINCIAL

ATOA  satipa

(S

| simooccinn e
| Tosinca

guIBa F % 14
SR Lk

| s camn

PABA TR

e ne
R OTAT L 1

I NEW PR

| o s

TR I AL
R 0GR
LRRDA D8

| Arsau o sy

o scLan

[T

nPws ot
| LROMATOLRAT Ikon

BRI AL

FLETRNVITY

ST ALy
A L A 1
TIRIDN D8 AL P

[ Ry

PREe)

rarer
R 1A LA e

I 1T A

Lomn

AL
' -

244

CROMATOBRAF A LIGUIDO-LIDUIBOILL) O DE PARTICIGH

En ¢1ts med3ligad s MOlECutas de dgiutc 1o distriburyen £ntre dos lquidos uno e
Ia faze movl, y o obo la faze fa gus 30

dispersa #n un spporte 3o, finamente dlvidide El anaito se dlshibuyg antre laf2se
estucionana liguids mmiscible en b fage movil y flladz macdnicamerts 3 un Fopente
ineds (vema de dratomeas, sillcageliraguiar de poros grandss ¥ baja achv|dad, elc)

La geparacion e basa sobre |3 parmcion del $oluto entrs doB Mses liquidas (mov y
rutacionaria)

CROMATODRAF IA DE FASE LIGADA (CFL)

fase
asi
tipo

La cromatografia de
ligada es llamada
porgue reemplaza el
de unioén de la fage
estacionaria a su
soporte, haciéndola
perdurable por medio de
una unién

quimica

CROMATOORAS LA OE FASE |IGABA (GFLY

El agua 2dsorbids, quk forma capax simples o muitiples ali¢dedor de |z particula ¥
llega a tpar gus pores, £3 responsible de ha phrdida de achvigad de (3 fase
eslactonand, o ai menoy, CoNduUCe 3 MECansmos mixtos do ralencldn por uns part
tenémanos de adzorcion debldos & log 3LAaloles GupMiciales de la fags extaclonaia
por otrn 2 Micanlsmos de particton ntre 12 fage movil y ¢ 3Qua retenide sobre 1a
fase estacionany

La advercion puede Interpretaran como una concentacién de un analte en wnk
columna cromatagrifica rexpwcte del zoiventa en & que sata fluyends Ee
ennguecimiento surge da fan iInteracclones axletentes enire [oF znaitok v 4 material
de relieno de la columna La retenclon se debe & [ compelencia que s estavioce
entr

Fase Mowll Supedficie Adsorbents
Anaiito  Guperficie Adzosbante

CROMATOGRAFIA DE FASE LIGADA iLFL) —

La interaccion entre tas molkculas 96 sofuto y de Solvents €1 mueno mas aébi
que is Interacesdn de fas motculas de aclvente srre s Coma cansscuencla ot
1000 o3 4xpuicado de Ia fase MEvil ¥ forEad0 8 privatrar dn 18 faxe axtaclonians
que 3cta Como receptor panwo La Ngurx muestra coms SAmpld I intaracelén
dr fenol <on la fase Hgada En exts €730, puede saumiise Gut 41 grupo polar x&
onenta hacha Ia fa3e mévil acuosa mionlias que su poalcién bidratdblcs lo hast
hacla la superficle hdracarbenada

S MaraAr sy

Len, “Fase Ligada

e, ’.' Lo,

- 1
oy on /L‘:L
-~ r
Hoe oy T .
Stien S — [T 5'\ -
- ‘_“\‘Oﬁ + o m‘c“u,, ‘ [ ai‘c iy
[l J L "
ot " f;:"‘ nc'c‘cu
e 3
7 ne ey o
W=y O ag

UJ Myl




TR LI (L
CROMATOLA L1

AIHDA R AL
2RI NN (L aA)

IR

Pankon e

il
[ELINL PRI

MEAIEA I AL

KA v

AL LI A LA
PrisTEY
LQUIDA DY ALIN
RISOLLCIon ()4

wecs can

Farininin

i D
rorat oAy i ot

1 g e es

anoa smipe

—

9. RESULTADOS

._CROWATOQRAS 4 DE INTEACKMBIA |DHICO (1)

ceomatografia los amonss

En este tipo de

f¢oma 503 ¢ calonas [Camo NICHI se unen covblentamants & 1o

i

3

$0kda Lok iones @il doliia de carga opuPFste 3 los dd 1k 618 #Hincionara 1on

At aidor por (1A uiimu madiante une fueres alectoslatica

.. _CROKATOORATLA OF $XCLUSION POR TAMARD (CE -

Cn Cromulogn e G EIciusicn por Tntsdo dd A ipo pardicalle 94 orom elage afia

liguide salido, aue 14 UHiize on T2 4paraclon 68 IUSLECHY Que BodsEn volumenes

motsculares difsranten sn fa cual Iss molbculas €6 Taparsn per W Amae 19 i a
AMplamente #0 bioquinics para Teparar moliculsn grandil come protninag y

<arvahidrstor

T s
(LY
AT
Ak for Hieh |

LRIy

ruaam

o
[N TV

RV LI

Atk cagen

R
BAATRLAR L
Nt of mla

AL A

YA

LTI

A
(LIRS

SN0

ATGa s

245

_ _CROMATOOAAS & DE INTERCAMBIQ ICHICG (1))

lorugo y Urne la propledaa de

Lo Fise E4laCIonsna #5 UNa MTKI dd

» [C3tlones & Amanes] La F21e Mavi 44 ganersimants

Apuar aspachia roniz

unb Solucion Amorigusdor de ph

CROMATOGAAFL DF FXCLUSION POR TAMARD (CETY

Eltérming sxchunlon por tamaic tambltn B4 +ncusntra +n Ia bibiograhs con log

nOmbiNN dy Fikrackdn sobry Gl Permiackdn sabre Gal Tamizado Molecutal y




|
|

|
|
i
|
]

9. RESULTADOS

LA SIS @
TR
Lz wartes

reTe
A AR
D 1aguIDOs {441
BI%WATERS

oertcane
ARRECA L ol
95 wattRs

ANk TRLABEG
TEHAL wanAs

P
sos gume

CRAAL TERISIRCAS &
IRt
Cuan wikktRS

i3
PERSATSET]
O LITA100S {4
S16watens

BATLT0M B
ASRLTLO D4 IR0,
T WALERS

A e S READER,
s wargns

T

ana

)

CARL1ERISTITAS D
o rsTR A

Loz nombas CLAR Impuiian ia fase mowil
proveriante d# rasecvoro de solvente
Farhs sl iryecior, y Smity ot macis e
columnm Exltten bombas capaces G
antregar coudales muy pequenios, del
orden de fas microlltotiminute para
cromatografis  microbow, passnda 4
caudstes de Unor pocos mitittrosimirute
parx la cromatoglsfi analtica
comvencional  has  vslores  mutho
mayarst  pare My separaciones
emipraparativas ¥ preparsiivas

upoz  de
bombas

Biglcamente  existen  dos
bembas a8 ds  piatsa
p: ¥y 143 de
cortinun (pambag joringa) Las primoras
son Ing de ura mas difundido son muy
versatles y f3cheg de adaptac 4 13 rtina
el laboratano Lag tegunday ao eriten

pulsoy en le enrega del solyente

Cune watems

sesri
CPUAHRAMD
B4 L1uDGs 1]
16 wAag

ot recTen prm
ARRLGAD DL 011106
[

MU S TREADOR
HEETCEAT

S B 0

anma s

AAATIERISIITAS D
PRreron

£l detectar permde ver y ubcar ¢l
dempa  y  Mpacio  de  cadd
componente de Una muestia &k
ahida de la columna crometagrafics

Los detectorts pusden cnscarae en
generelon y selsctivos

¢ Lox detsctores generares miden ol
cwmbla de slguna propledad feica o
12 fave mésll qut cortient ¢l anaitd
en comparacion <on h misma fase
mavil pua

O Lor deiectores salectivay o
aquellos  sensibles 1 3lgund
Proplesed el 10luts por mempke 4l
getector UV due pioducl s una searl
proporcional & 1s absorbanca el
soluto 1 una Jongitud de anda dada

CUAN wARRY

STen
ThIPRT e d AL
Dr a1 €D
Erbwaltks

EIr™
fretetapheery
e wantas

AT Ay TRERDEY
e wan A

EreT e

FEL TR

L3 Bomba 616 Watsrs wsid construlda de matan antes tante 3l atague
quimice como Al desgayre mecbnied LBE Tuleriay son do *¢ero Inpxidable de
0008 y 0005 pulgadis de dismetrs rterro [ID) pars pefeccionar ol derampario
del siktema

Cormiene 69 Componenes 1equerldo Para mezclar y diktabule 3oiventes desae
103 Boteltas del rekeProns al nyeclor

Lok pistonts setan constuidor de 1afirs y It valvulag de zerencion ftanto las de
entrada como (a5 de salids dr lod ¢abezales de bombeo) PoI uns prqueda
esfera ¢e Ui Que 3poyl £ un 31iento de 2aflro y una mally © 1ELENTO! G¢ 3CED
WioxIdable que ratrene iaeylera en BT MICVIMINTOY

La valvuta dv 12 bombz proporciona | gradiente de slucior que mazchs hasia .
custro solventer © bubers n cualquier combinacion Bl caudat cel Muje
comlenza dede oL reseevonon y pasa por la columna

Ls bonina 616 conats de one vinte dalantars y un painel epsero

——

ComcrsTcas o
[y
ety

it
CRUPAHEAMT

| v

i bmoanas

i

B 1w M

AREGLO L€ 1 XA

TH WATIRS

| aukiraesRnoR

747 PLagy wATERS

A PR,

sapa

avon

LaraLRRISTIERY D

Qamwaras

| Wi EraL
|
i

LRI
DML BCRAHY
DELHUIDES (O
b wasnt

oE1CI I 1R
ARREGLO DOV
T Wby

MR STRIAZON
HnrAuswanes

rpre e

Aros SAIDA

—————

B IesTRUO

e
|
I tamwenes

CACPateEa O
T AR )
IEWATIRS

|
|

DrrecTom IR
ARRICID DE DI0GR
9 WAIERE

| wurcemstacn
| i
i

e bl L

aLitn

Clan wATERS

sasnima
TEARO
o LT
CoRIE AR

L v
AL TR T
i wATIHS

e BT REAL
. ST WA

Frrira o ra

amon smana

Ef Slsiema Cromstégeats de Liquidas (LC}
61§ e$13 diserrado para hacer uzo de e
dlima enalopis Este inclyyg una Unidad
del Manejo Flulde (FHU) y un Controtador
6005 B Controladar $005 Incluye un
aokware Powerdong ¢ cual 8 controladn
directaments do3de un tecladg paquefo del
Conbolsdor El Sisteran LG 616 tamblen
pusde comrelarst a bavés del Saftyare
Mhendlum 270 por  medie  de  una
computadory

Los componentes del Sistama |LC 616 son

El Contiolador Walers 600S ex un
instrumenta tundamental pars contralar
1as funciones de Iz bomba, & control de
108 tolvanit, 12 drsgasficacion de los
mismos, tte

Proves 48 puertos de comunicacién y
termin: de  conexloner para Ir
oparacieny conkral de aparatos externck

diapostive que permile latraducic 1
nuesira +n $oluckdn aln latsrrumplr ef

caidal de solvente i travée  del
lstema
O anyectdr debes de zor fach de

operar, sef Inerte Al ataqus quimics ¥
capar de BOpoital alag praalanes,
debe de 487 preciso en cuanto 2 2
canbdad de mueatra Ialoduclda en ol
nstenna

Loy inyectores CLAR son vitiiilan que
enentan el cuadal hacla Iy colunmine
patands © 6o segun Ty poskién, a
dtravés de un l00p en el cusl K&
ntioduce I3 30lciin 3t Inyectar Las
walvulps pUeden acclonarse manaal o |
Automsucaminte

ASTA DELANTERA i
Cncas on 110 MRAMTAL PLTALY 1L Byl o SOt SHE BT !

Depaeio para lavar
¢l selic del plaien

Teansduciar |

i [
|
I

Paso dei Nujo
§ o delavado del
selio d¢l plston

Canning
wita gl phagn Una maris de
ohvanie 1028% MeLsaol Agqus
™ drmmendsde PHE plibvank
) Cecumisn hactetna Esia
oluchin =n gusida e In Bolella
444 22 wncusnira @n af fienke du
Y obambs y dede camblane
communenie pat lo menow
wneves g mas

varvula
Check de
Salldi

i
|
|

Valvula de .
sntzags mutipls




9. RESULTADOS

IR i
TN

o raTAFAnIY

N

Tuns wanimy
! PANLL TRASERC
| Cansla de un gonactor de Inlerface y dyt Spargs Fiting

[
RISATr
o LA )

|
i
T &
b malIRg
v
AAMICLD T Dt
i

RGP R
4 Lo (1
PIIYNITY

o4 e pom
amAnea 0o cavx

76 wanES e

NIy ACAT
HERTEEATT

Ly TRE AR
MMM Wy

LI L

Ao samn [enre

|
\
1 ferm

1 i 1
CARALTIR[SVICAS
P

camathnliiH AL G
I IR

Al extramo d#! tubo de walide de 1olvanie 3»
conkcls Un firo aiheor de acero (o) con
Impice ¢l ingrese
de partieulas & bembs El Mo gifugor
proporciona ui » prelldn Poddive al
bubugear gra, mardande 1 inhidlt o Auje dr
alte sn gl restevorio mignter 34 retirs al

|

eI

i TLAR wANRS fnma e lihe
| L6 bombe Ffequurs de cuklia fasrvarien |
B {reciplentes que contierin la mowi) .
i Pubdsn Lblcarss algunok cenbmatioy sobre .
alnlvsl dy 1n bombn pare que Id oarze dr
@wvedsn dis g1 golvents hacly data,
P manteninda Danan lea conexlanes purde uslirg
AGaiEAN D eryoro cuslquer frakco Lmirurcamn
eniguIDs ey urnd calidnd, con una o4 A butEars 67
Sewar ir ol ingraso ds peighiey
H temn i
g pon s e ne
AMLICI0 DY BRI ne una Lpa con tres L AAREELD D DR
™ warag snirade 9ot gay inante | orewanm
da driqasifatidn “apdigs”, ofra om [ !
- lida de} 1alvante y un tubo de ven! LA
T WATIRS ol cusl parmite tener una presian nnthln dol T waling
[ 025 9010 3] 30lyante ventranda H #xceso
1
|

P AL Vaheeme
Lo saina e s
- - - - — — - . , —_ -
EaRRCIERISTILAY B ' ! CARAZ TNRIMIICRS &
S IR § wedieedn
T wans ' |
g4 colocan cus tuparies de I |
1 i n .
. D, que 1+ oldgen : !
| amm Cuslro hibariss ar tehon
pars las Nasag  del Spargs 1 ouse
e | Bogen A8 0D e e e
LoD i airgen & un lanqus de helio El | [
DTS burbligeo  dal  ges  helic  &¢ | | Ciwmauns
Inlroduce 4R I3 golvaniss por | ‘
erscaon e madio de un Mo difuser qué , ! wncnmen
oAATLLL I Bl disparta ol Puje ar hsle o b anot v
T walin paGuUItas burbujas de gik | 1 mwanns
i
" an La Fa#s mévll ampleads dabe ' A sTR 1N,
renr clrculst por fubedng que condetsn i -
ainy
Hres wats +f teseriosio dy solvente ton b e
bamba la bomba con sl lnyestor
*ate B |y columnp ¥ 1a columna al |
dHecton, PIE AnubEad con une ! i
astackn de catas y <on un i
v |

] RN
|
| amna
|

aiba alina

M

o
[ cnnscrsmitnso
et

Cauap i astics o
IR
IPePNILTY

gt a1 G |
mma‘-u :
g+ ' A5 tis“' rilh |
)
o i
[P u-su CTo eafrem ¥ .
L HREIR ) e ,) ,.m? P '
Chseanm A S D 1
; R A e A
a1 e S ‘pb!nlﬂql‘ O S T T i
i e T T R T TG T s
B n.- (1 -;-ldi J ‘huln‘(yﬂ*q)?l,tyb.ll f
LTV A "u. sompautidin jotit debds vy WL |
| s T Werkvina 981 Hohs; Setercidn y reeg ol RS I atsm
05 b wArEs . g.‘mmn:mm DECY I
Sy
A Vo poreitn 45 Cemyait ol i ki
o " ' e S0y 13 L 10 0 A Y emhy .
T -t Lebed by
- '”‘“‘“”*r*:*l*f“ e
i i A7 v
D T R e e i .
e A -
L iy [y
o W | Y.b ;-] e s

247

VANaEE de ats Bombs gon el
depdano de colvanle lliminde qut
bermite 3 darge plago ¢ use
y ol ¢amblo raplda i)

volumen FAmAE ©
fans -mévh—y diam
“mors parr-hacswhectivo: un-cambia”
di 18 compogicldn de sclvenly duraiie
war gradienty de sloclon

L4 unlon snsre bomba y
tus por medio de una
inerte Himgda ells,
qué facilty 4 despleaamiante gul piaton
¥ VKA 1 parcide ae faze mavi

Bt !
Biar Ficiimants | idrpor por lnute
uyr M Uinpa dml

wolynte ol cual tene [a capacidad
X Ll a

Cade cabean tene dos vilvulas de
atencisn, Ia Mablided s (s bembn
Kapends dv 1a Umpleza oa i feas
fmévh v la copacidsd conbinus dal
gellado de Ixp (usire ydlvisies de
SACIsn 8N cade clcte, cen cleion
mpmats courrdenda en ymilok

Le antta ¢ de 18 Bomba
€430 conkcinds & un suministio de un
uAGUe B NENS, ¥ LNE preHtn gnte Sy
50 pal [36y 63 skm) 54 dabe consciar
wa teguisdor g wKs praalén » 1e entrada
ool dpergs el tenque e paio B
burbueo de nello reduce ¢ Iotal de
disushte wn o rYariot y mantins
condicién duwarie loda & opgracidn
calland  ¢el ungque  da o mqlo
impardants A que  privians  Ta
contiminacian e los §olventis

Las
P

specieacion
a candad dy

Ucniess qurdas
1 hatlo ¥on

» Hiwagene menon de 59 Mpom jmolar
PparteE por miidr)

» Qrigenc manes de 5.0 Mppin

- Agua tatal mencs de 10 Mppm

« Hdracarburo total manos da 0.6 Mppm

!l
b

g -.ﬁ’-ﬁrﬂgﬂ Bpg
iy

.; a
'_'Mr

el h

Lo g

W o SR mammm

{Enta

Ty s T NS CROIEN e
- 2 i ""‘ T !
) m !!'nh:,, .“g ”“;."" ‘" f!" :ﬁ“ﬁ’“h
B ' umadpd 1% ¢ Vi Al
X | '_.ﬂ.,;‘i‘-wr.p iy ‘“ }

. .Ilmlul{i!fil”tl_(i" e

T
o thd

qu

N
Jm“lh AT

TR




9. RESULTADOS

CARALIERISTITAS D
[YCATETIN
an wartuy

FLTI
[
B4 AIGANOS (11}
MLwanEs

B oA sea
saatia I BIa0
o wATIRS

Aulen st aon
nrmiswars

meruREIay

Caragrialsingas o
I

Vo ien? Gared 44 Jh bambe 1 10

T P Taiphedés il e 31

S

i

[N TE PUEON

< Rietidn [amhivcidn fal T,

ML

Favwd o Pofnt vl Transguciorrs 4o,
B Frostin o |

‘w3 ripne Tompet
L e o
1 %k eeioen Propelchin ® . % oo
gy S TR b A
7 Rebobycba TSN
COMDICIGNES

h)
P

> sl Comved Gompend - | 1008

oglded OEF/OR 435007 |

T Glgiat i1 Beive S

i ;‘;ﬁf:’m-h

TR LR

Bt T2 i

Y 4y

by G

Qaewarns

isnten
CATUIDGRRG
k3 Iguuin )
wh wAILAS

AEC TR Pus
ARBEA0 O DIUTUS
o waltas

LD R ADR
B ru wareRy

P 1A

TABLERD DEI ANTERO

Consts de

< Un Intecruptor DaON

«> Una Pantalla ¢e Cristal Liquide
<> Un Tactado Digita!

CARM BRI
B TR

eV

st
LADMA 10D
B2 LiguILTS ueh
BabwaTIRg

e reca
AL 8 BI0E
0 weaTiHg

aulorans 1R Ao
P17 PLLS WATERS

P i

Ann suns

CREMTRISE G
(IS S A
18 watbh

BisIPe
LS
4 It e
Lrnwaden

i

ARSHLIO L DI
T wanies

AN RS TR ATE
S e wAnaS

e P

R

sos | |-t Wﬁm

TRABLERD TRASERC

El tablera trasera 4l Gonbrofador S00% proved Canduiones pach Gonkalar
ADETEEGY. EXTEINGE (OME bOmbAF Inyectorea delectores, el

un

£

I et

2 e

Faimus

5005 y & 14 Bomba 615

AL Bomgt Connarios 1

-

Eomanicet

o o 2 Conholudor{ Futis v miarga

eanecior
— fuuie de enerq

Conpaor e

Conruvr WS 10

£l Controlador GXIS Walkts pusde

<onfigurarie  coms un Controlador
Gradwmt 6 come  un  Controlader
Poweriime

Como un Contiolador Gradient. este
pueds opmrar oM Un instrumenta
independiente o coMa un Insyumenta
dependiente contreladon via IEEE483
Como un nstrumenta Independiente, o
ustarle controla ol Shitemse de Ostos
MDS) por madio A1 intedace de
viuerle (2 cual consta de una Pantalla
s Crutat Ligulde {LCDY ¥ ua teclade
alghtal

Comn un Instrupmento dspendients
usvarlo controla ¢ Sistema de Dstos
po1 wedle de Sttt Withnrium
010 ¢ por una Entsclan dr Uatos
BABBED  Wa El  Conbolador
Gradini y el Controizdor Powarline
P#iMABN programar en modo locritico
¥ 80 racnTe e dalvenles

Cuande # Conwralasor Gradient
opera  <omo  un  lattruments
Tdepsndients  la  Inta)
usustlo ubhze 8 drganizacin y o
conlro! de s bomba Junte €on bires
Instrumenisy conectados alEEE483
bus  El sofwars sctual parmite
controlar ) shqulsntey
InstruRientos via IEEE4ES bur

~Oetector 410
+Detecior 431
Dstector did
sDetactar 485
+Deloctor 490
~Aviomuestreador 117
+Automusstreador 716
*Automuantreador 717
*Oachutor 143

CARRCTIRISTITAS
o hrgn i
cuam warey

FOITEN
aranan
o 1Ot (1
iy Wity

cONLIR PR
Rt BI0ons
L wsmvearies

Aan L at ADOR
IR wakEy

LT

Avuom

Lasac nRlsHCAs O
[T Y
CLam warens

siston
ChIPaLGmL
DA LIDUICOR LT
bt wartas

©HTICIDR POR
A2RIGG ¢ BD0ES.
o4 WATERS

M DS TREASOR
7 RUS WALERS

Fe A

saLin

amaLEb ICH O
| RN
LR WATEY

ATt
PErP I
B2 LIQuIGOS (L}
ik waring

iR poa
ARRECAD O DAD0OS.
2. watLEs

AT AL TR RO
HELTE P

EETeTTon

LARAIIRISTILAL D
s
LR warthg

LYIEN
U IDERAR D
Be AbQuItos (LT
AT

o e
ARARCLO T OIDO
A wAILEy

AnbrasaRE DM
A walRs

NI I

[LT TR

248
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POA 95 du a aportunided de virficer
In tongitud da onda dal intbrumenis
asdemie de pusminer gl 4apechic de

wco de mpars de
Dettsrfic Bl yolwars  valide  fa
calraclén locallpende 1np dos kg
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Eo 1n cajs From Project, achvs iz ca1caas y seleccions Dotault Postoriormente ¢n los
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| e SREACIOH DEL. HET000 G IRSTRUMENTO
El Mélodg dr ingrumento proporciona Anles  de  clemr  un  métode  de
= Millennlum ls (nstrucciones baslcas  Insbumento, saegirate que 3o lleven o
para realizar tarsas de contiol de  cabalos sigutentes puntos
madulog cromatogrificos y zdquilcien
de infarmacion. s Lot Insvumsntos cromatograficos
4dthn conectar mpropiadements a Iz
Bl desprrolle del  Metodo o tarjeln Bus LACE
CARALIERISHICRS 06 Inetruments lawonucrs Ins shouisntes  » Bl sistema [dentftque y reconozca
slapas todos tos Instumentos cromatagrificos
! 8 un Insbumente en especifico o
! - Selecwanar ol Sistema aparace en fomna ds igan: en b
LT Cromatsgrafico yantana Instrument Method, realiza un
v sorTwWARL * Accespr a bx véntana lnstrument xéanen » latarjoba Bus LACE
ML Method » Todos lom inzfrumentos ancrenda,

1 AR

« Abriria coja de didlage
« Edtar las condiciones do brabajo
pare tads medule que integrs

que hayan ux
rutinas dr calibracion y ds diagnéstico

Slstama Para  desamollar  Ln Mitdo  de
«  Optimizar fss condiclones de  hnstumento roguiers  haber
tratialo & travidn da1 Control con un tisterma afico,
n  Salvar sl nuavo Mitodo de  haber  sncandido reconoclde

previamerts lon méduor del Sistema
(omba, detector, automuostreador)

Insumento
@ Insertar ¢ Metodo de Instrumenta
dantro del Conjunio de Métoda
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Deade la vontana inswrument Method puedes abrir L cajs de clilogo inytument, ssta
chj oa dfarside pera cada Instrumente selaclonado, Bomba 616, Auomusstreador
THT, Detector 996, otc, parz #flo da un deble <lick o el lcone del Inatrumente ¢ daun
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Aparsce [a cala de dirioga del Insrumento ssleccionsdo Realiza todos fos rambior
¥ An. et b E ea Lok park da

opracién apropiados y presions sl botont OK Repie lo amiedor para cada
Indtrinmuito ¢Us vas & configurar

Para yalyar ¢l fugvn Métede de Instrumentg, sefpcciona File, Save, aparece 12 co
de dlilogo Save Ag Migues 4 37}, reglstra ol nambre del muevo Metods de hatimenio
n Iz cajn dv texto Save A3, piesiona ef bordn OK, después zelacciona Flls Ext
PR r4grerar a [a ortana Project
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MET000 5T

£1 Canjunte de Métoda o conocida como Hergdo Set, te permite enfazar un mitodo de
msmument de procesa de repore yie metodo OE XpOrtaclén para Hecutsr
operaclonss sapeirftecat Pusdes espacdicar un métoda de instumento ya eustente
un métoda de procese un mitodo de reponr yio Ln mitode de exporlacidn como
garla ds un sonbinta de oétado EL cuel et contldarada coma uaa colaccdn de
métodor y canales 4 Gatos, que te permite

Crafinir las def

AdQulrir, pocesar yio feportar datax

Exportar 02108 crudos ¢ Mbultados en archivos de formato ASCH 0 AlA
Craar canales derivadon dende canzles to fa adquisclon de datas
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El CONlua g6 MHOdD pusds contaner derenite Informacion, dependrendo de como |
36 ULAN Loy fitdlados Indiridusles que 3# Usan dentra de un conuritd 08 Métedo son \
155 dlguientes

Milode de Instrumerto  Seltcclona un Método dr lnstruments &l SONAID a¢
mélods se ysa park In outencion de resadas Cusndo Selceionss un Mitado de
lastrumente todos lot canaled axocladad con of metodo instiumenta! 8¢ desplicgan
en 3 lista et canad

Método de Proceto Seleeciana un méteda de process 11 of conjunts de método &5
wtllzado para procers Lodos 125 c 8 d& [nformacien

Metodo dy Reports Seleccions un miteda ge eeports 8l 41 conjunte de métoda e
ullizede para impdmrun reperte

Mélode de Exporiacitn Selecclona un midteda de exportacidn ¥ al conjunto as
mélods ¢y unfizado pars exponsr dalos cridan o resukades enformato ASCll o A1a

CREACION DEL METODO SET

Pars salecciondr ud miede de procese, #n fa caja drop-down Default Processing
Method 1sfeccions dosde la hale un métodp de procera dirponible La apclon desl
rbtedo aparece comouna selecclén activada

PIrd $¢Mcewndt un mitodo ds ceport en Iz caa drop-dawst Report Methes
anlbceitia dakde 1 Uste Ln mdtedo d# feporte diaporuble La opcién del métoda
aparece comp Uns sekcelon actvads

Para stleccionsr un milode de exporacion, en 12 caja drop-down Expoert Mythoo i
seiecclona devde fa lista un mitodo de exportacien disponiale La opeldn dol mitodo
spErece come una selrccion activads,

Para salvar af conjums de midtede, en I8 Barra de selecclons Flis, S2ve 2parece I
can de didloge Method Sel Suys AF Escnbe of nombre del conjunto @8 metode en la
caja d+ texto Save A Name pars inalizar Praalona of botén OX EF iueve corjunto de
métade e3 zaregado a in Hats de fa cals de didloga Para male de #sta cala ae
didlogo saleeciona Fis Exit La ventana Project aparace con el nueva conjunto de
método en farma de igono
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LB vertang QUIckS4l Control te peands Inkclas o andimls cramatagrafica v por lo
e Oblengt ¢ (€PONE CF4CLamie Azl lamblan of manejo de los Instumentos y sy
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Puades crewr un conjunto de mbtodo desde 12F Bguientes ventanat det Software
Millenniym

1
CREACKN DEL HETODG SE1 o

+ Ventana Project {icone Method view) \
+ Ventana Qulck Sef Control !
= Ventana Revrew f
Para crear un <onjunte de mitodo desde Iz verlana Project sdecclona o fecno
Mothod vlew en la barra de menu afsccians File New Method Set, aparsce a cap
de didlogn Methad get En cada una de las cajas drop-dewn lnstumpnt Methad v
Osfauk Proceaaing Methad, escoge los mitodes disponibles [Instrumsnte proceio,
repone v sxpoduclin) Esth caja de clilego Mussta e conjunle de mbtodo
Inciuyande matado de inauMnts, Mbtedo preCerd metado de raporie y Mitado de
exportacién

Pera seieccionar up mitedo da bstnimento, en b 231 drep-down Instrumenl Mihad,
kelacciona desde 1a llsta un métede de Instruments disporible Le opcian del matode
aparecr como up pefaccien activada
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Pa campla set
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Method Set expeciicado

Eltlempo de comda

Peao de lnmuestrp

Fouleriormente con Is Necha del curzar selecciona la primera bnew de Je tadla ce
muestrar y exts sparecerd enmarcado +n negre Dar un click en el lcono Method que

B¢ #NICUSNUA &0 Tk parte kaferlor derecha do la tAbIa de muestras, selecctona ohila
ventang siguterte, dando un click en 1a castada d¢ metodos ya existentes y eige e
mEtods qui vor @ usar Posteiomments an fa alguieite caja de diloge has ciieh sobre
Selup Imabrument {1 software te mandar un mensale nformandote acarcd ded vstado
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£ matodo de procagamiento anfine ka mpnara 0 18 cush ol software Milennum
dalecla & Inteara y cusnufics (o1 dales Lun muodo de p
Inlepre @ un Mathag §, ofware Millennium coma proc
calibrar asbindart | y cuanbficar musstian desconscidas

e datoz

€l lie dal Mitado ds

a8 sigulentss atapat

« Integraclon g% una murdie tiplce

® ldenlificacion de lag componunted 2o la musslih
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o Innercion del Matoaa os Praceso dintro del Mal

Para deaarmoliar un Mytoda de PIGEHI0 14 riqulirs

. Hnu ndqulido 1l menos unk iy4ccidn reprddantsuyE dol mitado de andligs an
observe of plco min peausha de interkd ¥ de wer pasiple, 91 msa diflce ge

lnngur {retinder o muenins}

+ Conlar conunMitado de Instruments optimizado y un Mboda SiL
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Para 1 diier un ptatado de Fraceio

En la vering dul proydclo Prafect  provlead # Iony de iz heakmisnta Reslew
pars wbleccionar |3 Wngecelon deyencd ¥ lod dates do) canal (sstindares y
dreconocidut), wpatdcs Ja yentaine Review EN #sts yantans sslecclonn Fije, Haew
Msthod Aprrace In cajn de eidlage Mew Method Splacclons und opclén di
procesamianta apioplads paca tun datan

Da un clich #n 4l lcans Ghannsls View, Sambres | ERnN[ dol cusi QUITss uxtrser of
cromutograma de i Glick an ol lcano POA Revlsw Abters an optons ¥ selsiclens
Erlract Chuoniatogram, ¥ axtras § In longitud de onds Sdscusde can ayudé g.| curgor
bajwnde 12 Hnes hortzontal ptions, seleccions § lPln:
nusvameris an cplions rcclonu Culkculate Resull En
Flls v Savs Resuk En In bamn de mend ssleccions Fily, s.n y du un nombre al
mitada de procaso Sale£ciona nugyamants File, Exit

DEIARACLLO DL

§1 19 #3th Labajsnda con satindarey dar click # $5 U2 Musstra
chick 40 Suanirate, parh que spifazcan low PEMBISE prrba de ok plccl Accsla an
Aplications Parameters y da of Hampe da columdn muarto y aelecelone Calculale
Sulbliey Resuy, dsr OK Da Integrate y Calibrats, pare calcutar exian
resunados O tlick an ¥jlp, 3slrcions Sa thod A1, y 48 Un nombre al milodo de
protese (El cuipi a8 Igusts) del provecto) DaFils, Exit

€n la vertana de proyacte pretlona sl keono Maihad View, 5 ' tn visle
Mathod, bunca sl Meinad Se ceeado y e doble clich #n dste A e, Darlved
Chiannel da un click w0 Eatract o indica ' longitud de onga salsccionses cusnde se
FeNliEd s vabiaccién del cromstogeamn Salvccions Fily, Sava Av ¥ da un nombrs,
inaica te longaond dF anag Selections Fv¢ Exi

En la vantena del Mathad Set, sctiva aTauk Processing Method v
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ol mitode dé procedsmiento duteccions Fus, Save, v Flle, Exit
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podcin Nir obtenldon en ¥ bt ¥ missgtras d
Parlo qud +0 la véntins Quick S Gontrol, ve sliglrd sn Rm Mody, Run and Repoi
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9. RESULTADOS

CARACTERISTICAS DEL S0F TWARE
GEMERALIDATES

T CARACTERISTICAS DELSOFTWARE
GEMERALIDADEL

£l Slstema Adminibador Cromalagrdfico Bt programs se caactedza por os
Millenaium 2010 te premite sglentes aspectos hmportarces g
shlruchurd
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Pacps parz selactionsr la s e movil db una columha clomatogiafics

1 Con loy distintos tipes dr fases estaclonarias paro cromatografia surle habes
varlun formas Bdacundas de separas loa componentet de une mezcls dads Extos
dlagramas son ef punto de paride pera seleccionar una columna GLAR En algunos
ca308 mis de une columne ez aproplada pare un aierto andllels Aunque exsten
cleitar reglas generales 1 recommndable pAmarc consultar I Ieraturs thcnica
melgdolog /e oficial o niguncs proveedoraa en diferénten paginas de atermet

Faes Cohaabamin

6 Lar calumnaz quiales 1on usadas
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saistactaiu y Uempos de anslisls coros
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moar fase onanz no sismpre £1
ancusnr uillizands e3ts thenica

4 sl posbte  ovfa user fages
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otrps muscas) cLbren L AMpHo raRga e
seleclividades, por o lanta 3 Cueritas con
set de columnaz 4n el laborstorls,
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anaiticor

Lat culosaos y @ mamanimiento que dibe
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Ingicaclonsy  del  provesgor  por s y limpla hasts donoe sea poribie
ej¥mplo columnns con bade de MbGE NG MUNSSE dUcls  Cambla los Tnnod
v daben colantar por amba de 69°C ap  hHcuUmtemene  Lava B columna
como algunae columnas de tamafios de  Fecuentemente con un drclvents Aucrte
pariculan  paquetos debrds B que
plerden eficiancla (N) hasts en un 504
cusndo 1r collents @ temperaturss atsa
pars tamshos de pameuls e 3 p ae
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Un parsmetra do gran Importancia para la selsccrén de la columna +5 la eeccion
entrs lox tipod de tase ligad En general 8 mByor cargs Carbonkod 6 3 mayor
ipofilicidad dH bustituyerte, comesponde mayor reloncn $in smbargo 2
atscclbn antre columnas St similar selschyidad, por semplo C18 ¥ €8, no sempre
¥3 1an smple, debldo 3 (03 faCtores re2ponsables 14 feténcion L thbla muexira o3
diferertes fipos de rellenc da fase igada
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Patos para selbcclonar ol drimetro de una columna cromatogrifica

1 € hasta hace pocos was se hablaba de uns columna convenclonal dr 2530 .
tm de longltud y 4 cm de diimetro lntern {01}, rellena con particulas de 10 pm de
ditmetro Wrequlzres o wetiricas actusimants te ends 2 smplear columner de 26
m o dr 10-18 <m de longrtud y 66 2 20 mm de D1, 3sgun Iz rescluclén requerida, y
columnza do 36 cm de JongHud con paricuiza da 3 wm en In danominads High
Spesd o FastLC

2 Usa ¢olumnas antre 5.6 s 30 mm de Ol cuznde requieras de ahtas sficiencizs

3 Usa columnas de 33 a 78 mm de D' cunndo requierss de uns mayor capacigad
a6 muestrs EITAS B MENUGO Proveen Melor rerelucion
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bruscamenle ¢ fuje cuando 2
columna waté conectads pacs avitar

Slempre que se adquers i coumna  SIMIUR Vb SORET |

Aukva &8 diben svahuar lot pardmetros
H K Ry acon los qut 12 puads flevar
un contrel dr vidz de ld columna
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Evita tolventes que reaccionan con la
columna (que sanpran ln cofumnaj

E3 recomendable fener uns carpeta ge
comtrol o bricora con 4 hislorial de
cada columna

Cuanda s lenga pirdda en |
eficrencla do ls columna esta debe see
regensradar, reemplazar fos Fiwos y
cempraer su sficiencia
caracterzdndaln (N, k' Ry a)

Para prevenls o switar que la columna )
T+ dafle, se  debe  tehcclonar
adecyadamente  las  condiciones  de
abajo, on bose a las Indheaclones del
proveedor

BT E ]

Se recomenda paca empague de fase
hgade donde la baze ea slics, usar
farey méviley conpHentre 75y 7 Usa
precolumnas con el mizmo empaque
o deafiicr

- Almacdhamdnts

Almacens lsx columnaz dezpue de
lavarias, ®1  dweluzan ds  slgun
disclvems orgdnica con ague on uns
proporcin 28  como por eemple
metansl, acetonitrlo, ele ercaplo pyrg
calumnas de permezcidn en gel que se
deben de almacensr en dleofuciones
amorbguadoras can 01% de azlas Es
recomandzble ver las Indleacionss del '
fabnicante

Assgurate de colocar bien los tapones
¥ 108 etliemod de fa tolumnas entes .
de almacengila Todo con In finahdad

de prevenls sl crecimtonta bactarianc .

-

Para prevani o evitar cambios en Iy
farma ds 108 pices, degradacion de
columnas  decredimiente en 8 Usmpo
de retenclon wn compurilos no bakcos
¥ aumento en ¢l Hempo g6 retencitn
rra compuestas basltos
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sumerte d4 1 presion de Iibals Ex conailén Indisarnsibls pan hn
reproducibildnd de los uan gran b idad eri In di fn
fans salaclonaia, lo que Implice I8 nacosidad de Henicas prachibs ¥ complejis de
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En la sigutinta tibls 14 muskban Jok tipon mén imporiantss da columass pros CLAR
Se ob1erva una disinbuchdn bikslce saire Iu1 convancionales y les mcrocolumnag fan

CLAR
de

columnas
las

hol
axtedesy teguiaces 00 - T0 pm) gy un
aolida ne posaeo, Qenealmants sidrio,
qua webdn Tecublertas de una capn {1 -3
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"
undorme no ew tacnicamants muy diSch
La distnbusién cramalogréfics entre fasy
movll y erlacionnda en més accelble
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Iputt Lamako
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fas  coUmne  con sats oo dy
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R 4 .
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Fundamenisiments 0 duifia dal migmo

debe  Adiplarse Bl U40 @8 s
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20 El valuman da i ceids de Ao del
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3 Les volumanes musdor de lm
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polble Preciphecidn de componsitrs de
In muesitra al emtar sn contacte <an la
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fage mévil B3 ailgue cuands 1e Uabal Lvadeolrecuperade !
con musstias de erigen biolsglco, 36 .
dobs, #n primesa inglancia, sminer lae
proteinZs, puss praciphan an cgntacto Rt A
<on lod solventss orgdriCoE preawmne I i P m\% TSRO
anbaturs movlt URmTTY
T
'
| ramrenreies, l
| fmer s gj‘} <lwlp ]

T Wil

Lox solYentss con un olevade grada de
reachvidad no s Lallzan an HPLC, ya
qus purden resccicamr con la musates,
la fage Wataclonaria, o 163 componentes
de! edUipo  wromatogrifice  Asl por
a|pinple ne e UGHZAN slefinza,
rltrogoMpusetos, aldshidas nt catanal

LT Y una cubeta de 10mm da paxo dptico o5
Les solvemes cor grupes eednicor WuM 4 1 unidad de  absorbanem
deben  evharas  purculsmmente  con vans empleande wire como refarencia

columnrz de fase 1) rupos aming
dado aus el producio de reaccién una
baze de  Schif sr amuable y la
degradacidn acazlonsda #s imevaralble

& defrctor MPLC mas ddundide s3 e
espectrofatomitnco, es habitual ¢leglt
un solyamie tarsparents’ a ia longitud
ae onda de Gabajo Era transperencla
pueds svalusrae por la longhtud de onda
de cartn A¢, £3 déch, |a longrud de onda
= fa cual ln sbserbancls dol solvonts en

Par ejempls 3l un solvente Lene s !
longud de con¢ & 264 nm ae puede
utihzarse 2 233 pm pato &l a 280 nm
Setventbs ¢omo 4l toluena (As 268 nm) y

acetona (e 330 nm) practicements no s»
! meplean, ya qus la yefial da fonde que
producen +n un detsgter conveclonal
{sbtorcidn de base, dablda 2 ln fase
mbvll) es tan alta que tmpide, Mo selo fa
mediclén de los compuestos tiuidos, !
sino Incluso e auste de caro dal

MM PRI A

FEMITAL IR

ARDS SALIDA

r — T TT T - il T T T
|
FERLAVAS ¥ COLPRAT ¥
Grongthlbind wom o rorurte Wil i [
Como contrapartida ¢ matanol fic | En gensral, se preferen 108 soivenites da
205 nen} ¥ of cotontdlo [ 190 nm) son H punto de ebulicibn Intermedia  SI &
108 10/4¢Rtes ML erpieados en HPLC aolvente nens bajo punte e ebulfition 5
N . U volshidad +3 3ka y |3 composlelén de
$in embargo, In longdud de onda de la faze mowH pureds varsr gurants 1
corte del golyanle puro no ex ol unko |ormada de trabme gor otra pane
pardmetTe 3 consldersr ya qus ha ciclo de dagcompresién en uns bomba
Prevencis  d  tmpursran  pusde Chinras FeCIpIOCante puedt lievar & I formacion
2umpnlsf concidesablamants of ¥alor de bubuas o qus ¢ Bsocia can
tabulade  Por  sjample &l hexana oy wreguisrdad qel caudal  stascamisnto
grade analiiico rormalmente  +ate de pstones, &1 Por el conbrario, unate H
punte de abullicién se comslaciona, per

contaminado con tarsa da bancsne, ¥
16 pueds Ltllzatsw como fass mavil +n
HPLE # longituday de onds mpnor
260 RN ncluso o uste de caro ool
Inatrumenta

lo general con ala wiscosidad Esto
utime e sindrumo de alta presldn jcon
ello  menor  vida  medin  de  los
componsntes del inspumento) y baa
eficiencia  $In émbarge  un  Tolvente

' viscoso puede iasultar muy Gl p
wodihcat Tn azietvidad dal siRiemn, ¥
pusde ser sproplado 31 30 smplea 0
baje groporeion .

ERTCATN

' o
AOA ek .u [

o .- - - .

[ERTEITLEe

wnpA Swios

[T ey

PSP

Sin embargo #3190 NG ke cumple ¢n
ol caco de mazclas de volvertes de

; VISCOSIDAD
| = y
\ fuste mmocixcion coma has  gque

La vigesaldad [a] de los sotventes 4514
tilrachamerts liclonads  con  h
preeién  del alstema  Con  aclvéntes

habrusiments B2 utKIAN en

viscowos la eficiends de fa eparacion
41 menot debldo ¥ gue ol cosficletie dx cromsegiafis  Woads O taue
difualen de |a muriirs 38 reduce, ¥ ¥ reversa, dende I3 vizcoaldsd da I8
ancuns la bamalerindls de mats d ! merclp resuta mucho mbs elevada
IIbas soiute #nlry I3 Fave méwil y b fure : Ly que I» de |oF comPonwntes pUIoY por
wrtaciariarla smplo wviacosldsd miximn de
sani sovinizs une mezcla metanel age de da
El auminto de b viacsaided fecuce In paa un A% de metanol, ¥ oen 12
permeatiigad de [a columna y st Mamo H mezela acetonntrllo apua para un
caudsl IV presidn serk meyor que Iu ] 10% de actontrlio
producida por un 3otvente dr baju H
viscoskded Por estt motvo ae proflere !
wetac Al uva de watoated de R !
viscosidad camo ol dimetitauiroxido {n | ‘
200 epp) © laopropanol {n 190 cps) } t
En ol €850 ds mezclan de aolvéntet Iy | !
vhicodad de 1» mezcls  depende : ! :
prefarerlbmante de b viwcosidao osl , | !
scivents menot viaccso i !
s TRECIPAL - | e, |
, - T > [ |
padn aama ,4 ‘rr?:] ' Doa e '4:‘ w0 5
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Cintrnah — [RTTLENT - —
Sagrervind [ YT =y —y
Como #n CUsiquer mllodn analitiéo, yn HPLC nwu rmm -\ lmpho da :olnnlu ! Lok 1elvenied ampleados en HPLC deden
us por IUE n parhcular lnf un H cledos
Ho r43ga pery ¢l operadar En genaral, ee racominda o uuum tolvanies ds ' ncin dy
sho grado de terlcided como el SLHUro d carbon, bancenc o tetraclonsa de . . Induci

earbona y tamar pracuucionss durants by mankpuiscisn de laa ooy solvenias . modficacionen de lx salecllvidad ¢s la

e mosh, ¢ per otra contibulr & una
asfin de baxy importants en 1) datecter
s {sbaorbancls  pesccloner o Srica
feduselan stoy

HaIrras

sexvtnies
La uthirkcldn de selyantes de manor

SHlided ain postedor purkicacién puedy
¢ scensmicamente bintadors, para
paglbles  prablem
\ SUNaN o1 gengeal on mayor

[,
I
i
i
;

1 A veten Ag a1 poable  sbline
' comerciaimants un dabants de Cuna
P En  actor  emgon  pudnden
wTPIEATIS S8lyanles de mnor calidad,
PArD B8 fecomisnds unm  purficecidn
prevm

S PInORAL BT I

[T TRN THYH

i Ans tae

e e oo S o - e — R —— - R _
CINIRTAS ¥ i CLLAPAY Y
Congciled  ALepiot_ ¢ Dupelicr £2 ! ! DIKIN | FUIIA
H i FIRARYUAD  (RTAENA
L wepwmclon  crommlogeanca Pratysey B3 unt Gty ge la capacidnd H
ProducE Par un bARICE 43 afinidedss  db Ina mokoulan § Intepcamblar protonss |
snba In muebe, la fane mévk ¥ suslanc *aptan protonet 14 1
ferw  #sldCionaie  Lad plopledades  deooninen basen o Lysis, y st que oy ! ’
quimicas 64 1y Tage méviz eon Ine qus  donan. Cidos da Lewds
saublscan ol tpo y Puarza de .
conpas intetaceldn ant 41 Nobiepte y 13 demerre, Diwle Se qfen 3 W, 1 o
musEtia, ¥ an consecusncis, aon nplcihn d¢ NB Mojcule pWa famar I N
detarminaates de In weparacien L dipolcl pAIMARETLEN ¥ gsli datrechamants |
i propisdades di algunca solvaptes  (TRCKNEdC con Ik camilmie delkies T mani
putdn dahnlrss como I otverts | “ IEE{T Tk
Lo aractivicad de Kt Savantes neteruln L5 "=" R iR i
Ea {8 sl coma pusde verk, de unm unca Jpreemtle ot s JE‘;“”
Quimic proplad d mw n- W rume de todes 1 ! i
fntents  mucl  cumnbtativements 11 oo L conbucin de
“RarzaT  de InteREedn  de 103 cgdp Ilpo 61 m,.““m an calkad y
scivantas frants a achAos paleres magiud, BrYen Dum agaupar fow
seivonien < AT comporttmaro |
Feersee_ Dlapweshgr  Wdien I un dugrame bldndUler, de Indudmk
polanizublidad thacllidad de  uthdad para  #WSEGN de sokinten an |
polsnzaras)  dr um moll:ula y  funcidn de o sateclividyg |
aum#nta <on ol pimarc de '
RN de Ja miama y con la ﬁlﬂm:l. n. 1 [pa——,
n s Wi i3 m [q ' won s
-— - - - —_— = —_— = — i— Mt - - - .- - ——- - - — -—_— -—_— -
i H
TOURRAS v — ' f LS ¥ . !
N 4 mitodor < 3 Lak golucients que contienin adrivon i Lo modicadorss arganicon {matenal,  Laz slquilsminss de uta mis comun
regulbrsn @l uro A 1ales 4 (8 fage  deben prepaAds & din ¢ uie | weatonimilo,  atc}  achan  como  kon fn tristllaming,  distisming y
mévll, generalm pare ol conlrel y  SUAQUE BIQUNET Puadin Blmacans dal LL) bajsa
ragutacién dol pH o ok I8 fusraa Ieniga 0 Reluclonds concanin, [T L Sin smbargo  ins  Masss  méyllex  Sencenitacionea {120 mM)
Estoy acttivos, 3 igual que Iog golvantey, €830, dibe Indicune o facha de ' amgleadst  gn  cromatogrefe  dy
dabarian lensr un akto grado de purezs preparacién on 41 t4pula dad snvase y \ Inttrcamblo lenlca  son  en gendral =01 dcidos mis wtiizadas e el
deacadume W oae v alguna ‘ Jowclonks scuosas con gregado da  AGHICO ¥ o1 fostdrico S amplan
fr—" Los foilos kom muy vandor . [ 1l neginices Euss acluclonss  SAMTAimente pare cantrolar af pH th
cromalogralla g fa) 18y fome ' i nan un buen madlo park o CTOMtaQrata de fase reverss Dy
| #1108, 41 prefaniole 1) fostdrico por 41U
P de 10dig @ paolaslo deblda 2 s bajs [ cuckmhnto dy microorganismot, v na  pt o S8 ELL L
abrorcisn UV ain v longiudis ds onda | daban wimscanway, ni defards durante
corwy Lo buffys ds acetale g de crrdto I mucho Bimpo saisncades sd H 4qulpa
b wilzan an menct gredé EN primero / En entor caxos sl crachmiento BIEHTING | reomuonr e roe o e
POrgun prewents una aks abrorclén at L ' pusde Inhiblias por #grapsdo de SEMs  puiiidoy  para el and .
¥ ol wagunde perque 44 complals con Iy naries al 6008, sustanciae  orgdnke \enlcat o
afhice du lag comnie redutiando su vida lonlpables
ut ' Mo 44 rechmigndn 4l uro de dden dy
i halures ¥ 1ud dciday ya qué slacen 3l
S| ae demen cecopaar & amalite | acaro inaxidabie SI ¢l trabajo can e
asparado por cramatograia de houldos, | comisnds
o8 recomedibie sl via dr buffers de I Wuipos g compondntid de
tfluoracetate 4ebldo & Gue wE My acwe inoxldabl 4l que  puede
volkh y putds s slminado por . parwanic y PTFE
R P aplicacion de calor ¥ vaclo Con ety el A

misma An se podria vtliEr buffus de Lag aminga g4 utizan

— T ¢
s ul:: .g:l ‘—ﬂ’,‘ ToAmDR  Smie
- - —_ —_ - = [ - - — - - e o

JE— R — e S - — - - R - —_— N
!
A ¥ . . uwenaar
Bislewmants, patsten  dog tpos  dy 31 debé AMEHAISY con buflert O ' Lu natusalen de 1a faga movll 43 an Faclor Cinvy pard 16 AlBcnminaclon +ntre 3oiutos
ru:liwn: de sparesmienta idnica | Toufator, % prafanbiy of uto de waled . 4n CLAR Ademis, Iv prasion y ol ceudul 94 I8 mluma §on tamblin factores de graa
* Iquiamonia  emplesd) de wedlo ¥ MO dy polsile Sa he , I INC® on ol procy Por allo, | N as lp
pars .1 wnbligly de mehdos dcidow y lon  feporsds [ pracipiecion ce las I faze méwit yon mipector de sHpHOE INLECiY 90 sala oo de cromatografta
squiisufonaloy.  pars  lsp  1oivtos lmpwuu dal lurdisiata de todio #n ‘
Bfricok E0dmbog 20480 de £mpleds an de  oraz polssle | En CLAR pusdin distnguires d69 Bpot ganerslea asgun sen ls naturslezy de ba fagy
bije concantracidn wnbee 1y 20 mik l".:r::l l"::f-; de fa :'l:): ;: | vk
B tome I.:.o “l"l °T. I:rr:»"n":l° ‘um".‘::m e iy 0 Cromataprafia an Fa 0 AUk 1a fage mévi o8 de nalurslats no polee
::rl"'wh‘. ot °'m""“w.: . ! mieAIRE que |p ta chomatlh 85 Fandsmantaimante pu]ll’ 56 denoming a3l por
Mavinlty PTTTY wr &0 desarolld an priciic fug
Qrada 04 purtza S debs lynes presente
que al uzar extce reacilvon lew columnés | 17 Gromatagaia en Fass Revaras, i ke mavil aw polery 1 aatacionads no polar &5
quedin "marcadss” dabido s qua no sy ' 1a quE nchaiminte Bane mayor imporancis puss mis del BE% de la :p:m:lon 1 de
racomhnds que law columnns LtllTed ! CLAR w» Bugan on gata stseative
con waled adiiroy no B4 smplaen 0 i
modulided “reguiar’ de crompagral !
Kaulda +n fans raversw, ya qus o tevado
a1 bauMenchnts  BHE Famousr :
complelamsnile ot redctive pdaoroida p i
rillno, ¥ M selectinided B¢ emm
columnas varis w1 forms permanants
El hudhulfalc de sodio m un i
ramOIRI AN diuldo & qus, e i A
contamingdo con hamélogas de —
aon o wﬂ, [:‘Jrv | BRI '
— —_ * £ —__ . - L PR [ - -

281



9. RESULTADOS

Cuoemas v

Cenurmas

sutmnLs

e PRI IPAL

Aoa g

EOUMIAS ¥

IS

soqpmars

MR L

i_ ANOL saion

COLIWRAS ¥

LLAT LY

SIS

ETIE TN

A salion

Ay

[LATR

sen NS

PRI R

(U PO

Ademds, dsben chatinguirse  vadas L welectividad que Be reRare u [a
regpecta & I k) wia fare movil para
1a fage movil provocar Lne diferenciacion wn el

compontamienta de varor sohtor e
© Compesklon constante dursnte el al htema cramatogranico
proceso  cromatogrifice  (modalldsd  peneralmente s8 consigue can una
Iaocrdtica) Pusde alarre de un sohvante  salecchdn de fu composicidn y mino ex
de una mezcls g4 do3 o mds  suficrente &3 precisa una vanaclén ge
de alsotuclonss e tL EomposIion can el tempo
concantracién fls da desplazanies iGrecos
o noldnicos, etc

< Formaclon de un  grkdiente  de
compasichn du I3 fase mévil duramie ef
process do  asparacién  {modalrdsd
aradients) que wnplia snommemente ln
capacldsd de dlsciiminecidn ds CLAR

Existen das gapes ds  proprededes
bislcas y complementarias de una fase
mavH, purs © o, pere su Uss en CLAR
Lay carpctaniticas de mayor
bescondencls  sromatogrificr  don o
“fusrza desptazante” v in selectividad Aal
para salventes ne electroltbcas, 11 fuerza
del molvants s1 Finonlmo ds palartdad

LTI

Un requerlmiento lcnica importante dela  La desgesficacién de solventes s+
face mdvli antes de su Inoduccion sl trate &l 4ma Preparacidn de la
alctems crematogiifico tn ausencia de Fass Movil

geerr disugion que purden onginar .
Importantes partutbacionss .

01 Reacclanes indsdabbles erve g gasss i
foxigens] y lof cemponsntes de Ip
Futxtra

O Irreguiartdades an ¢l fivje dontro de 12
columns ¢ g3 pueds ocupar una zona
¢ migma or formn temporat ©
semipermiprierits, reduclenda  azl  fa
aficacin del alstean cromstogrifice v au i
reproducibliidad

N Fluctuaclones en 18 retpuesta ael
detector  camblo de ek de  baxe,
sefales parasitar, ¢lc ya que purden
producirss burbues por la reducclén
drasbcp o [a pieslon 2 la gallda am

cromatografo
a ks '
C e bd ;
L L -
!
i
- Eteret ‘

Lo étores sblico propilico ¢ lsopropiiico enan una sks prealdn de vapor y son
alaments InBamables Por orm pame, 5on susceptbles de formar paroxidos
expeciaimente cuando yon mahidrod Su empleo eats par elilo myy limetado rn HPLC
aunqus In selectividas que apotan kmpide que sean descaitados coma solrentes de
stuclén Una stermativa menos fergosa contlele an emplear tsramebiterbutiico

Eter-malilterbutiicd

;

En fase noimal 13 presencla de stanol
modifica a polaridid y selactividad de Ja
faxe movil, por lo que loa cromatogramas
obtenices ubkzande ¢orotorme £on o §in
tablizador  pusden  diferr  Par
shminar + otanol, se lava ) cloreforme
con 2gua y #4 Seck Con auTfalo de 10dls
srnidro, ahinlem biska con tamices
molecularas de d"A

Clorurd de
metifono

oy

El tetraclorure de cerbono pricticaments
NG o utiize on HPLC, Gado qus 85 Ny
mmibly 1 |x nplurs oxidativa por
+apasfelén al wire humedsd @ fuz v,
ademnds  e%  un aplyente  rumamesntr
\exlzo

Se recomiends un muevo aoivents de
normal  ¢omo sMeeniive & fo1
slcanos, o 1,12 4riclora 122
trifluoretane (FC 543} Este wolvants 12
carncterize por su baje tpacidad, ano H
grade de purers y busns ransperancla |

UV fcorte 2 331 nm) con una fusze de
€y

aluckén comparabié a la del i hexana

PRy v

LA

smns

R R,

oanom

ALK

L fage movi drbr potesr, 1demac otran
propledades degeabled pars du wso
CTLAR

7 Disbe tenel baju viscosigad que angina
una mayar difuskridad mejerando sl ol
funcisnamisnto de Ja columna

# Debe 3ec accasible en forma pura y
Vst I3 By punficacién prewia en el
Isboratorio  dado f gran desamella de
CLAR, exme una pran  vanedsd ae
disowortes  comercizhzados con fines
cromatagreices

4  Baja inflamabiidag  y  toxiaidad,
requerimiento qus no cumplin muchas de
us méviles usadas por ollo +F
siempre  recomendsble w3 buens
vantutacldn en of laboratons

# Baga corroswidad

s v

ey

meats

PRI

MLOA  sauoa

# Compatiblided con + siptemu de
deteccién  para  evtar  [e3pUtstas
andmatas  Fendmenos de antureeion
ot Este requisito ex muy importante y
lmtante en Ja alsccldn de la fese
maowvil

En cromatografia de (ase nommal, dands
% empledn tolvantes no polares, el
problams  mas  frecusrte  sx B
desactivacion de s columna de slice o
alimina por adsereion de agua Ei agua
addorblén 4 responsable  de  lex
meceniamor  mndos  de  retencien
(pasticon i ndsorcion) ¥ praduce cambros
profundos en Ix retencién y asiechvided
Lod 40lWante "o polares duk ¢4 Lbhzan
o fase nommal susten terer baras de
agua S blen aeblde & Ir ban
solubllidad estas cantidades son muy
pequedss  (por  slemplo OUS%  4n
clarolorme, 328% en acetato de stio a
3aturucion), of agua resuie aer muy afin
& Ia columna y comianza a concertrarss
on la supsricls det material da refiann
durants o trangcurso del trabate

El proceso de adrorclén del agua es,
atorunadamants versbie  Para
sliminar & agua de los solventex, 10
purds Lnllzar un desecante como el
sulfato ds sodlo 2nhidre Iz stumina

Alguncs de lox solventss smplesdos
anfaze normal 3on fox slgununles

- Gtoras
= Hidrecarburet halagesades
- Hidewcorburss sfdtices

| i
|
i
1
|

LErag

sovrany

BRI

Anma saiDa

Conurriag v

Lras

swany

| reem em

Avme s
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w Hrdrocarbures Haloganadar

Por o general todos lot compuestos
puddsn  coalérier  tralai  ds  acldo
clarhfdrca o bramhudrica, muy reacbvos
frantk 3l Acerp  inoxidabl Extgy
contzminantes  pusden  ellmnarse  u)
pasados B braviy de una columna de
elurina

Las mezclas e higracarburgy
halogenados con Heres yio acetona son
paticutarments perudiciales  Se  ha
reportado que tonte of telaclonrs de
catono como sl cloroforma en mezclas
con tetrahidrofurano, acetona, distléter y
acchol mopropiico coroen l scers
oxidable, mientias que la ¢orealén na
tene lugar cusndo 3o utlizan estos
rolvantes wo  forma  Individual  El
mecanismo di ataque podia deberse
lox procascs sutooridalivos de tos
dteras, formacion dr etaratot metslicas y
recicales fbres dil bpo Istraclours de
carbono inducldos por 1 presencla de
Ios perddes

Este bpo de mezclan deben evaarse y
en caso de necesldaa, se prepararin
en torma Inmedista previe a use ¥
mnca se dejarén oxtancadas wn s
equipo

El clorura de mensno 45 Lno ae fos
hdratabures hafogenadog mis
estables Su degradacién termica an
sre 2050 34 produce 1 temprraturas
mayored a lok 120 on produccion
de dcido clorhidrice y Irazas de
foagena La degradacidn s mhibe con
trhzak e compuestos fendhcod o
pnliens

Bl cloroformo S¢ puede descompon
fectamente 3 ta luz, en pradancrs o no
4t ale formendo tosgeno y csdo
tlorhigrica

Gl

w Hidigosrberos Alitdrcor

W =¥

i
i
|
|
j

Los hidrocarburor sIf40COE Lon 3Olvanter Mmuy rNSPATents 5 DaDS (on{iudes de
onda y pece viacoaot Debido & éstas propledades ton exproaiments adecusdos
Dara trabajar an HPLC Dewaforfunadamentr suelsn contenes razas de ohfinsa o
bencanofos que déflcultan su smpleo por debajo de lox 260 nm
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Ler f2ae3 moviaz pain li tase riye
mbin  consttudas por  mercdie  de
solvenisn polarss, sn gane
mMedfiadar crghnice
acstontrllo Istrehidrafursnc), £on ¢ in H
1g7+)ado ¢4 sdfivow (ealew inargdnices o
resctivos 64 aparesmisnlo Jonico) A
maysr properclén de moatiendar arginico
cormespands mency ralencidn [MENSr XY y
& mayar proporgién de agus, mayor
retenclan  {miyor k% E1 dicaeno y o
Istrahidrofurano 34 myatcian tanto eoan
agUR come 3on aciventss NG pelu
{cloretzemo, havana}, ¥ P
consldararas tinto wolventss de
noarmal como de faga reversa

Alguron de 163 molvenled smpleadon en
faxs ravarss sonlon sigulentas

- Apsa

- Mt ool

w At etrie

w Tetrabiderturens
e Binone

ins columnas de fare reverss  muy

Heman  WARIGad  por

computtios di baja polsidid Corms

conracusncln, Ia operacién con alslim

ecriticos o fanes movdes polay
duc en

pusdsn  actumr vertindecon
“racubrimlsntos liquidas™ de b taumne,
modficanda Bvidee 8l a0 ape
momento la ta
alra de manar polailda +
o0 Inyscin ton un welvanke manas Polar
{per sjsmpio, disusha en metanol purc),
{ab Impureras orgdnicas sluyen coma
pleen  espurdon, inleifidendo 0 gl

cromatograma
S1 3¢ ptigan Qragiinua de suckin, (s :
Impurezay quedan tatenldsr ¥ iuego, al

sumbnlar f& concantracién del solvapte
orginico, tluysn como pleon epurios

w Hayanet

El ma1nao! #u #l modificardor orgénics mus uiihredo in
1gus o b u mayer poder diolvants

Jnico, cHtonriic #n cromatageafla Yénice 0 tuandg
necenano uhlizar aken <oncentraciones sabnes ES poco torleo y ficd di ponllcar
Induatrislmenls, slande 41 1olverts Eiginica grada HPLG misharalo Sut pincipain
desvantaus Conrrspacto ol ncelondidln son e Qud gerrird predlones Hge mpytiay y
dene muyor snidad por o caigens

ArEn, #n meltity con

= Tairahldreforass
El straniarofurang (THF), +1 un $oivenie
qus  Hande »  formar  ripidemsnie \

. por do cusl 34 duale
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El 3gus a8 ol $olvants may Uliligpdo ep HPLC Pusde Zaquinired comircabments
pgus db enlldg (romatogringa, o blen puads ser putHic xaa por ¢ misma usuznio

Ef wgua deslhade y coslonizads que s los ines priclicos, 3 ul para Muchas de lan
de hborstarlo, pide wncontrar lmkacianes anHPLG Larazén
wclis orghnicas talmsar, cloramingg, ste) que
an par 4 tratamisnto #plicado

N ds sgun togrifica, 7 FrHe (8 permssyoeate
p u pelesde
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mitodow 1an complitgments 108

ergiicongrieetes

campu

w Hrtrmgr de puifireciin gou spntucber,
Se parte de agua previamente tratade
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¥ {einne mistaa dr lodrcamblo Kalko
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memebrans de 02 um Exlor giatemun
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natividad

Blerue o _irqvin__de  cilemier ¢
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porqus ¢3 Muy higrocepica Su bajs lopitud dr ondy de corte (190 nm) I conylarte
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£ wabsjar con solvents de atto grada d-
purera, impilce el wmlea de m
velumbtncas muy mglos Un facter 3
terer en cusnta Iz poxlbie contraccién
e valumen que be producs al merclar
rolvontes mury polarss

Et caa0 de 12 mazcls do metancl y agun
3 clinico al 39 mezcian 60 mi de cada
who de #llos se obiens un volumen final
de aproximadaments 98 ml Por ]
razon, sl 34 debe prepirer une maxcla de
por sjemplo 53 60 Mktonl Agus no 43
coreclo medly 40 probeta bea 60 ml dr
agus y llevar 3 yolumen con malanol, y=
que Ia relacion infclalmerts prevista serd
dlabnta 2 Ix oblenids Esta stersclén an
1w componlcion 4 in faks moYh puede
modificar los tempos de retencisn de l0y
analtos ¥ +n cazoa callicon, uperponer
picoE que sn condiclones apropladas
Eecdn aoparados
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Azl el pH de una solucton acucss aumenta.
cuando ks Incorpora un  modficader
orgdnico Por atra parte 3 yalores de pH
mayores a 745 a0 dhusive la sillcr de base
ds l23 columnar, ¥ & pHE menores 2 2
hidrohiza 14 unkin entre 13 silice ¥ 1a fase
4niazade S¢ Na feporado que o Uso de
colummas @ aaturacion (precofumnal)
minimizan el procaso de sglubilizacion de
1 miica @ pHE alsvacor, au valor deba 3ar
controlade

Dade que ¢ pH exta defnido para
soluclonss acucazs, debena medi
1as sofuesones hufler antes dei &
del  modficedor orgénico  Cualquier
medida que 38 realice con poslerioridad,
tndid un signficado diferents pero no
ménos imporlante D18 BALOE CHSOR 8 ha
cenlderade unm mugritud, Damads pH
sparante {pH'} para dFerenciade ds! pH
medido en 1glurtones acuosar

La fase mérll lusge os bar propasada
dnde s4r Mraday dssgasicads

Filtracsia

La filrncion de las fases movies se
puEdE conBiderar coma parts de un
Fatamignts proyentive para cu dar #
ndacundo funclonamiente del +qumpo
HPLE

Lus particutas ntes en In faze
mévll pusden bloqussr los Aitres ¥
tuberisy deT Instumento, scefersr ol
desgiste ds asltos y tsloreg  del
Iryector ahactar & rermat movimests

dé e vévuiay check de entrade y
anllde de Isx bombas, st¢ Por o
parte. como el tamadc de  las

particulns que relienan Ik columnas
*5 muy paquedo, an genersl anire 3y
10 un, consbtuyan un Miro purfecto
pars In retanclén de redo materal en
suspanaisn qua 3+ Inmduzea con los
Nuidas, ya nes faze mévil o muanea an
solucién

altamente

ye un Bitro final

El smplec de
provlo a la columna

L filtracidn <4 efectua por media 8y membranal de 045 & 0.22 um do poratldud en
aqulpos de fracién adscundot y o3 ut) pare +liminar 1ento [as psriculst como las
bacteries La welaccldon de Ia mémbrana, dspende de ku compabbilldad coh 104
sofvantas E¥ recomendabla consuttar loa catilogos dal fabricants 3 low efactor da

verificar s compatibitidad membrane solvents
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carbtogor dv Mlllpore, MFSy Geimin]
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Desgasficacrin

Ademas de v Tuackn, s fase mavi
debe desgasiicarss Los gsaes disushor
en [a fase mévll puoden producrr varos
inconvenienien snlre elior

& Liberucita de bucbufer on ol cobsrel &5
f_bembe En eale caze, o caudal
irregulnr, ¥ w8 producen vanaclones m fa
lives ¢4 baas y en ke bempea de
stencidn S 15 cantdad de aire ex
Importants, & bembs comenzark a
wabaler en vaclo, pudiéndous dafr Lanta
169 E8ll0% como log pleton

#Liberactha s fomeciiy do berdyjes o

de In fame mavll Se  produten
osclirclones en Iz Nnea baas ¥ aparicion
de picor  esputiol  Pare aviar st
problems  »  menude  Es  celocen
resbctores # la 3alida del drtector Estos
restrictores evman hx calda du premdn ¢
Knpiden I apancion de burbuds

~ Reflygo

Gonslgte en o calentamisnte o e
+BUticlén 3 FNUJe da Tn fane mawil con fa
ayuds O agiacien durante unos |s

B _sxigens dssefte Pucde presentar
divershd diffcutades  dapsndndo Gel
alstems  cromatografice 3 wbhrar
Algunas de +lins sor

~Pirdda de [a sensiolidad en los
detectates da fluorescancly

w Al corrleres regldual en derectores
alrctroquimlcos

» Oxidacién de ansttos

vAumsrte n N lines baic os oy
datactores UV

1o Burbuje du un Gos Tnerte

So puede reallzas en forma conbnus o
por cortor pariodes de bemps S¢
tenliza & bavks de  ure  pleIa
Inoxigabl i buzo ) con

minutox  Par  sstr
Himinan practicements todes fox 9uu
disusttar Hubltusimente no 19 smoles ya
que s¢ debe splicar an forma contin
pars pravanic 1 redlialucion ds tox gases
atmosfidcos ¥ # que no puedy amplenrse
+n el caro de mazclade tolentss

Glimetro de porn de 23 19 wm y s un
£audsl dv unot 80 100 mUmin D axla
torma s logra  un electve
desplazamienic  de  los  gases
Blsanzade # snuiibria 3u reduce sl
caudal para Impedls sl relngresa de
geacs atmostencon

Con ¢l fin de regucr costos, ya que ¢t
hello 4 uh gaf DIEIAMe caro +3
Conyund e al ush de FEMEIVONOL O
tolvénted provistes de tapal  €on
vSlvolss que permitan mantenes una
cierta prevdn 1obre Iy fase movil pira
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que permidan babsjer ¥ un caudal
tonstnte dy ungy 5§ mmen
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Al fitras unp fase mdyil 98 racomienda
descartar los primeras miros del Mtrado,
que auslen amasbiar companenste de la
mambranas [plaskfcartary antioxidantes)

Las soludiones = Iryectar tambidn deban
fitcarse,  idealmente 3 tavis  de

s
para Ia fass mévH Exlsten pura slio
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se Intercembls el filro, y  olrox
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Métodos de Desgonflcanin

La contidad de gns disuelta en un hquida
depends da trew factorsa Temparatura,
Prendn y Afimdad

La lemperatura pusde favorecer o no la
dlroluckin del gae en H hquide S| e
proceso ge dlacluclén es sxotémice o
iricramenta da 1 temperatura diaminuys
n solubiided, mmwentras gque st e
endotérmice, el inGrements  ds

tempsratura aumenta la solubliided Por
ojemglo In solubiidad del Atrdgenc en
agua dlsminuye con ol Incramento de In

pern zumsnta +n

La solubihdad de un gas = un liquido ¢
directsmente proporcionsl a b premén
perclal que exe QeF ejerce gobre el
liquide  Por efio, 2 por algun mélade
efechye gr roduce fa presién, la cantidad
de gas an 3olucén disminula

Por b, 12 sandas as gas dlsusne

depende de sy sfinidad mutva Por
ejemplo 3l tanto ¢ Qas camo en ¢l
liguide fas fusrzaa predominantes son
lax de Van der Waals, la kolUblhdad
xerd mayor que o0 Aguetios liquldes en
Ios qua pradomine otro tipo de fusrzas,
por sermplo puente du  hidrégens,
dlgolodipato, etc Ex por eilo que gases
coma ol oxigend o niidgMne, kon mak
10lubles en solventes como ef hexano
que on ol agua Todos entos conceptos
nos sirven coma baar pare comprendsr
lps  miétodos que  habituakmanl
empiean para In desgasflicacion de "
Tasex miviles

comunmerte  se
solventes

Loy mitodos que
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Se debe rabaar &on busss vendlacksa ya

que tele butbujeo puede dasptazar at
emblente al compgnente mas velabl de [a
taze movll

~ Ultrozenids

El  uMayonido  ex  unp  onda
slrcbomagnitics  producids por 2
propagzacién de un chogue mecdnice
genersdo por un criatal plezoslbcmeo
£33 onda necenits un koporte malenal,
nC 84 propage en o wacho ¥ &
caractedza por Ia frecusnclz En lox
bafios ukrzadnicoa de veo an 4l
laborataric 58 emplaan equipos en sl
rango snire 20 y S0 KHz La onds
genenda 3¢ propags 3 mas ce 0000
<ICI03 pOT S4QUATD Y ViED ¥ traves oe

liguide <omo  ondss  aitenss ¢
comprealén, dande lugar a1 la
formacién e Implosion  de

mictohurbujas, fenomenos que 1e
conoce coma cavaacion
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1) Emplea de gradlents de slucion varands la comps
+ proceso cromatografiso,
agor aatks G elemplo caractentyien 98 AncusmiTa s e fgurs

B) Ln sistema mas simpls consiste on el empleo de mezcing ternaras y cuatemarins
A fate mivil Isoeluotroplcas pera loprar [o3 objehvos cromatagrificos propunstos En
Iz figura s¢ musstra un sfmplo fustrative que consiste on fa separaclén de una
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Discusicn

DISCUSION

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn (CLAR) es una de las técricas analiticas
de gran importancia en el ambito farmacéutico, siendo esencial su conocimiento en la
formacion de los Quimicos Farmacéuticos Bidlogos. Existe una gran cantidad de
informacién sobre cromatografia liquida gue en su mayoria se encuentra en el idioma
inglés, haciendo mas dificil su acceso y compresion. MACROMIL es un producto informatico
computacional en ambiente multimedia totalmente en espafiol, gue contiene informacién
relacionada con aspectos cromatogrdficos, manejo del equipo cromatografico de la marca
Waters junto con el software Miffennium 2010, caracteristicas y seleccién de las columnas y
de los solventes, manejo de muestras y todos aquellos problemas que se presentan con
mayor frecuencia en el equipo cromatografico.

La informacién que contiene MACROMIL se eligi® en base a consideracidn de la
autora, dicha informacién abarca desde aspectos basicos hasta aspectos mas profundos y
debido a su facil manejo y compresidon es adecuado tanto para estudiantes, profesores &
todas aquellas personas que se Interesan en la cromatografia de liguidos. Con éste sistema
se pretende conseguir que los usuarios conozcan la cromatografia liquida y todo lo que
implica su manejo, ya sea en un proyecto de investigacion ¢ en ef &mbito laboral.

Para el desarrollo de MACROMIL se establecieron ciertas etapas, basdndonos en una
combinacién de ellas, mencionadas por 1os autores Marton, 1992 vy Riquelme, 1995 en
relacion con los productos de informacidn educativa, citados en los trabajos de tesis por
"Monsalvo, 1997, Jiménez, 1998 Bahena, 1999 y Narvaez, 2000". Las etapas que nos
ltevaron a ia reahizacién de nuestro sistema informatico fueron seis: analisis, planificacién,
concepcion, desarrollo, pruebas y correccidn

Los aspectos que hicieron posible el disefio de MACROMIL fueron:

¢ lLa recopillacidn de la informacion, la cual fue cuidadosamente seleccionada vy
organizada. Dicha informactén fue enfocada hacia aspectos basicos tanto teéricos come
de operacion en el manejo del equipo, con la finalidad de que el sistema tuviera un
cardcter preferentemente didéctico, pues se pretendié que el sistema sea visto como un
materia de consulta para el aprendizaje de la cromatografia y por otro lado que sea
visto como una herramienta en la capacitacién para el manejo del eqguipo
cromatogréafico exclusivamente de la marca Waters y del Software Millennium 2010.

+ La organizacién de la informacién nos Hevd a reatizar una seleccidon por temas, de tal
modo que se pudo plantear la manera en que tales temas se abordaran en el sistema,
de este modo es como surgld la divisidon del sistema en mddulos o libros, cada uno de
ellos cubriendo un aspecto particular. El elemento que surgié de esta etapa fue el
diagrama de flujo, ya que con este se realizé la interface del usuario, que nes permitid
enfazar adecuadamente los diferentes temas, subtemas y subsubtemas.

+ El coiocar el matenal de apoyo (imdgenes, videcs, animaciones, sonidos) entre los
textos, creando nuestro propio estilo utilizando 1magenes y animaciones para explicar
ciertos fenémenos, diferentes cromatogramas como gemplos, videas para conocer
algunos aspectos fundamentates y archives de sonido relacionados.

+ Se conté con un formato para las pantallas, en las cuales estan colocados en el mismo

lugar ios botones de navegacion, titulos, temas y el men( principal durante todo el
sistema, esto con el fin de que el usuario se enfoque en la informacion vy no tenga
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que estar buscando dénde estdn los botones para avanzar, retroceder o regresar a la
pagina inicial, y para dar la sensacidn que se ha cambiado de tema, se utilizé diferente
color del background.

En el aspecto informéatico, MACROMIL cumple con las caracteristicas mencionadas
por Riquelme { 1995) citado por Jiménez, 1998, para ser consitderado como un produclo
informético computacional, cuyas caracteristicas son:

1. Debe verse como una realizaciéon de cine o una obra de teatro, dandole la
importancia y recursos que su desarrollo lo amerita.

El sistema se desarrolld mediante una busqueda exhaustiva de la informacidn,
recopildndola y sistematizandola, ddndole la importancia a los recursos tanto humanos
como computacionales, los cuales fueron utilizados de manera previamente planeada.

2. Debe utilizar herramientas informaticas nuevas en su disefo.

Para el desarrollo de MACROMIL se hizo uso de una herramienta ntegradora de
medios (authoring), para difundir la informacién de forma interactiva y novedosa, la cual se
conformé en base al conocimiente de la autora.

3. Debe ser eficaz, eficiente, amigable y robusto.

MACROMIL es un sistema informdtico computacional eficaz en el manejo de la
informacion, amigable lo que permite usarlo sin dificultad y viajar a través de él de manera
facil y accesible.

4. Debe tener como principal ingrediente de disefio la interactividad.

La interactividad es una de las caracteristicas con las cuenta MACROMIL, va que
tiene una navegacidén via botones, hotwords y campos, la cual puede ser controlada por el
usuario al ritmo que éste asi lo desee. Debido a que cuenta con simulaciones en el mangjo
del equipo cromatogréfico y videos que explican con mayor detenimiento, lo hace aln mas
motivante y de facil consulta.

MACROMIL trata los aspectos cromatogréficos y el manejo del equipo, de una forma
diferente, facil de entender, amena y sobre todo interactiva, ya que integra informacién gque
por lo general se encuentra en el tdioma inglés y en un gran ntGmero de libros, permitiendo
asi al usuario consultar el sistema sin preocuparse por el doma, profundizando en la
informacién vy al ritmo que asi lo desee. MACROMIL es un sistema interactivo que reline
texto, diagramas, imégenes, amimaciones, video y archivos de sonido de manera novedosa y
diferente haciendo motivante su uso, ya que permite viajar por todo el sistema sin
necesidad de salir de él. Debido a que la informacidon contemida en MACROMIL esta
conformada en un orden idgico, el usuario puede comprender dicha informacién de manera
facil. Por todas estas razones consideramos a MACROMIL como una herramienta abil en la

enseflanza y capacitacién de los usuarios.
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CONCLUSIONES

v

Como resuitado de la informacién recabada, ésta se integrd en un sisterma informéatico
computacional en ambiente multimedia, denominado MACROMIL, el cual trata aspectos
cromatograficos, asi como el manejo del cromatdgrafo CLAR Waters y dei software
Millennium 2010.

Los factores que dieron origen al desarrolio de MACROMIL fueron; el poco interés que
los usuanos presentan al leer manuales o libros con demasiada infermaciéon e inctuso en
diferentes idiomas. El alte costo de los equipos cromatograficos y que requieren de
operadores experimentados en el manejo de CLAR.

En la elaboracién de MACROMIL fue importante tener organizada la informacidn de
manera condensada, la cual formé parte del sistema y por otra el disefio, el cual es la
parte fundamental de |la presentacién de ésta informacion, ya que es necesarno tener un
equilibno entre texto, imagenes, diagramas, animaciones, video y sonido, dicho
equihbrio es importante para la presentacidn, ya que el sdlo texto en una pantalla
causarfa aburrimiento en €l usuario y terminaria por dejarlo. La integracion de éstos
medios sirvid como un apoyo a la informacion y el desarrotlo de la interface el cual es el
aspectc mas importante de todo el sistema, ya que esto da la caracteristica de
interactividad.

El sistema es sumamente facil de manejar, permite tener accesc a la informacion de
manera, amena, rapida y sobre todo interactiva. Los videos con los que cuenta dan al
usuario una ampha vision del manejo del eguipo cromategrifico, permitiéndole estar
capacitado para manejar el equipo sin problemas.

MACROMIL forma parte de los sistemas multimedia y pretende ser una herramienta
mas, para facilitar el cammino a las siguientes generaciones que desarrollen sistemas
multimedia en e} futuro, tomando como base éste sistema informatico junto con los ya
realizados por Moensalvo, 1997, Jiménez, 1998 Bahena, 1999 y Narvaez, 2000 Ferrer

2000.

El sistema MACROMIL es una herramienta Qhl, para apoyar la ensefianza de la
cromatografia de liguidos y el manejo del equipo cromatografico de la marca Waters y
del Software Miltennium 2010, el cual sobresale de otros medios de ensefianza comunes
porque hace que el usuario involucre todos sus sentidos por lo que la adguisicién del
conocimiento se hace mas amena, un aspecto importante de MACROMIL es su
interactividad que permite al usuario determinar el orden en que desee revisar la
informacidn y el ritmo de traba)o.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Absorcion: Es la retencidn de una especie guimica por parte de una masa y depende
de la tendencia que tiene ésta a formar mezcla o reaccionar quimicamente con la misma.

Actividad: En cromatografia de adsorcion, la actividad es la fuerza relativa de la
superficie del empaque. Para silicagel, estd mas expuesto al grupo sitanol, la superficie es
mas activa. La actividad puede ser controlada agregando agua u otro modificador polar que
son bases hidrogenadas a tos sitios activos y por eso reducen la actividad de [a superficie.

Adsorbente: Empaque usado en cromatografia de adsorcion. La silicagel y 1a alimina
son la mayoria de los adsorbentes frecuentemente usados en CLAR,

Adsorcion: Es el proceso de interaccion entre el soluto y la superficie de un
adsorbente. lLas fuerzas involucradas pueden ser fuertes (por ejemplo, los puentes de
hidrégeno) o débil { fuerzas de Van der Waals). Para la silica gel, el grupo silanoi es ia fuerza
que conduce la adsorcién, v cualgquer soluto que puede actuar reciprocamente con el
grupo funcional puede ser retenido por cromatoegrafia de Hquido-sélido en silica.

Afinidad Cromatografica: Es una técnica en la que un adsorbente biospecifico se ha
preparado acoplando un ligando espectfico (como una enzima, hormona o antfgeno) para la
macromoiécula de interés a un soporte sélido (o portador). Esto inmoviliza los ligando sélo
la Interaccidn reciproca con moléculas que pueden ligar selectivamente a él. Moléculas que
no ligan al eluato ne lo retienen. £l compuesto retenido puede soltarse después en estado
puro,

Agarosa: Es un polisacarido de alto peso molecular usado como un medio para
separaciones biocromatograficas. Se usa con frecuencia en cromatografia en filtracion por
gel con fases moviles acuosas.

Altura Equivalente a un Plato Teérico (H): Otra medida de la eficiencia de una
columna es la altura eguivalente a un plato tedrico (H). Esta se calcula usando la Ecuacion y
usualmente se reporta en mm.

H=L/N

L = Jongitud de celumpa (mm)
N = namero de platos tedricos

Alamina: Es un adsorbente usado a veces en cromatografia de adsorcion. Oxido de
aluminio (Al;03) es un adsorbente poroso que esta disponible con una superficie ligeramente
bésica. Por esta razdn, puede tener ventajas sobre la silica que se considera que tiene una
superficie acida.

Analito: Compuesto quimico a se caratterizado y cuantificado en una muestra

Asimetria: Es un factor que describe la forma de una cresta del cromatograma. La
teoria asume una forma de cresta gaussiana que es simétrica. El factor de asimetria de
cresta es la proporcidn (a 10 por ciente de la altura de la cresta) de la distancia entre el
dpice de la cresta y la parte de atras estad al iado de la curva del cromatograma a la
distancia entre el dpice de la cresta y el lado defantero de la curva del cromatograma. Un
valor >1 es una cresta yendo detrds de, mientras un valor <1 es una cresta afrontando.
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Asimetria de Pico: Una medida de la imperfeccién de la forma del pico, debe ser lo
MAs cercano a una curva gaussiana perfecta.

Bomba: La bombas de CLAR impulsan la fase mévil proveniente del reservorio de
solvente hacia el inyector y desde alli hacia la columna. Su caudal de trabajo puede ser muy
variable, seglin la escala de trabajo escogido. Basicamente existen dos tipos de bombas; las
de pistén (bombas reciprocantes) y las de desplazamiento continuo (bombas jeringa). Las
primeras son las de uso mas difundido son muy versatiles y faciles de adaptar a la rutina del
laboratorio, Las segundas no emiten pulsos en la entrega del solvente.

Columna: &s el lugar donde ocurre la separacion. Se dice que es el corazén de un
cromatdgrafo Los matenales con los cuales generalmente se pueden elaborar las columnas
son: cobre, aluminio, acero inoxidable, vidrio 6 teflén. El relleno puede ser un sélido, & un
fiquido recubriendo un sélido. Podemos clasificar ias columnpas segin el propésito del
proceso cromatografico: Analiticas o Preparativas

Cromatografia: Es la técnica para separar los componentes o solutas de una mezcla
sobre la base de las cantidades relativas de cada soluto, distribuidos entre un fluido que se
mueve, llamado la fase mévil, y una fase estacionaria adyacente. La fase mévil puede ser un
liguido, un gas o un fluido supercritico, mientras que la fase estacionaria puede ser un
liquido o un sélido.

Cromatograma: Es un grafico en el que se representa la respuesta del detector en
funcién del tiempo de elucion.

Corrosion: Reaccion quimica o electroquintca entre un metal y su medio ambiente.

Deriva: La deriva es un cambio continuo (posttivo ¢ negativo) en la entrega de solvente
que se produce en intervalos de tiempos muy largos (tipicamente durante horas). La deriva
en el caudal conduce a diferencias en las areas de los picos durante operaciones
automaticas en pericdos de tiempos muy largos (por ejemplo toda la noche). Para
mimnimizar el efecto de la deriva sobre los resultados cuantitativo se suele efectuar una nueva
calibracion del instrumento en estdndares apropiados luego de la inyeccién de cada serie de
5 ¢ 10 muestras.

Deriva de ia linea base: Desviacién gradual de la linea base en un periodo de tiempo
determinada, debida al ruido electrénico del equipo, condiciones ambientales y condiciones
de andlisis.

Detector: Es la parte del equipo cromatografico que permite "ver' y ubicar en tiempo
y espacic la posicién de cada componente de una muestra a la salida de la columna
cromatografica.

Detector de Indice de Refraccion: Este detector mide la diferencia de indice de
refraccion entre el solvente puro y el solvente que contiene la muestra. Es un detector
universal. Es muy poco sensible, fo cuat limita su campo de aplicacién y es muy afectado
por cambios en la temperatura.

Detector UV: Es el detector mas empleado en CLAR. Posee buena sensibilidad y rango
lineal, y permite detectar analitos en el orden de los nanogramos. No es destructivo y puede
emplearse con gradientes de solventes, con la dnica Iimitacién de que éstos sean
transparentes en la longitud de onda de trabajo. Es muy poco sensible a los cambios de
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caudal y de temperatura. Existen dos tipos de detectores UV; los de longitud de onda fija y
los de longitud de onda vanable.

Detector de Onda Fija o Fotométrico: Este detecior opera a longitudes de ondas
prefijadas, determinadas por las lineas de emisién de su lampara, habitualmente de
mercurio de baja presidn. Como 1a longitud de onda de trabajo se utilizan las bandas de
emision de la [Ampara de Hg, especialmente 1a fuente linea de 254 nm.

Detector de Onda Fija o Fotométrico: E&ste detector es simplemente un
espectrofotémetro, en el cual se reemplaza el compartimento de cubetas por una celda de flujo. Es
mucho mas versatil que el detector de ltongitud de onda fija, ya que al tener red de difraccion
permite seleccionar libremente la longitud de onda de trabajo. Escogiendo asi ta longitud de onda
de maxima absorcion del analito para aumentar la sensibilidad de medicién.

Desgasificacion: Es el proceso de remover el gas disuelto en la fase movil antes o
durante su uso. El gas disuelto en la solucidn puede llegar a fa celda del detector y causar picos en
la linea base y ruido. La desgasificacion se puede llevar acabo por: calentamiento de solvente, por
vacio, burbujeo de helio, etc.

Diodos: Dispositivos fotosensibles que transforma ta informacion luminosa (absorbancia a
cada una de las longitudes de onda del intervalo) en una sefial eléctrica, cada uno de ellos
proporciona una sefial.

Disolucion: Mezcla homogénea de particulas en una fase dispersa, formada por diferentes
componentes, que pueden separarse de ella por mélodos fisicos pero su apariencia es totalmente
uniforme. El componente que esta en exceso se conoce como disolvente. El componente o los
componentes que se encuentran en menor proporcidn se llaman solutos.

Disolvente de alta fuerza de elucidn: Es el solvente con que la columna se puede lavar
para eliminar los posibles analitos retenidos con el tiempo vy liberar los sitios activos que elios
ocupan, que la fase movil en uso no tiene la "fuerza” (afinidad) para hacerio. Asi, el disolvente de
alta fuerza de elucién se elige de acuerdo a las caracleristicas de la columna y debe de fener
mayor afinidad por los analitos que ta propia columna

Especificidad: Habilidad de un métode para cuantificar exactamente y de manera
exclusiva los principios activos en presencia de los componentes de la muestra (impurezas,
componentes enddgenos de la matriz biologica, metabolitos, excipientes), el método debe separar
y cuantificar sélo los compuestos de interés.

Estandar de referencia: Son productos de uniformidad conocida, destinados para
utitizarse en comprobaciones analiticas fisicas, quimicas ¢ microbicldgicas, cuya evaluacion se
basa en la comparacién de sus propiedades con respecto a la sustancia que esta en examen. Su
finalidad es disminuir errores en el laboratorio.

Eluato: Esla combinacién de la fase movil y el solvente que sale de la columna.

Eluente: Es la fase mévil usada para llevar acabo ia separacion

Exactitud: Grado de concordancia entre el resultado y un valor de referencia certificado.
En ausencia de exactitud se liene error sistematico.
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Extraccion: Es una técnica de separacion que usa dos fases inmiscibles para separar un
soluto de una fase dentro de la otra.

Factor de coleo o asimetria: Es una expresidn que nos indica la asimetria de un pico.
F calculada; Valor calculado estadisticamente para comparacién entre variancias.

Factor de Retencion (k): El Factor de Retencién (k) es otra medida de la retencion. £s
1a relacidon de tiempo que gasta el soluto en ias fases estacionaria y mowni. Se calcula
utilizando la Ecuacidn.

k=R -tM)/tM=t'R/ tM

tR = Tiempo de Retencién
t'R = Tiempo de Retencién Ajustado
tM = Tiempo de Retencion de un soluto no retenido

Factor de Separaciéon (a): El factor de Separaciéon es una medida del tiempo o
distancia entre el maximo de dos picos. Se calcula utilizando la Ecuacién,

a=k2 / kl

kl = factor de retencién para el primer pico
k2 = factor de retencién para el segundo pico

Fase normal: Proceso cromatografico que se caracteriza por la naturaleza no polar del
lecho estacionario (fase estacionaria) y la naturaleza polar de la fase mdévil.

Fase normal: Proceso cromatografico que se caracteriza por la naturaleza polar del
lecho estacionario (fase estacionaria) y la naturaieza polar de la fase méwil.

Filtracion: E| procedimiento de Filtracién consiste en retener particulas sélidas por
medio de una barrera, la cual puede consistir de mallas, fibras, matertal poroso o un relleno
sdlido.

Fluorescencia: Luminiscencia presentada por ciertas sustancias después de haber
sido jluminadas por rayos visibles o UV, cuya luminiscencia persiste después de haber
cesado la radiacién excitante,

Fosforescencia: Luminiscencia presentada por ciertas sustancias después de haber
sido luminadas por rayos visibles o UV.

Gasto en Volumen: Indica cudntos mililitros de solvente por minuto recorren la
columna. Es el volumen de solvente que pasa por la cclumna por unidad de tiempo.

Gel: Es un empaque sdlido usado en cromatografia de permeacién de gel. Una gel

realmente consiste en dos partes: el medio dispersivo (porcidn sélida) y el medio
dispersante (et solvente).
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Gradiente de elucion: Es una técnica donde disminuye el tiermpo de la separacion
aumentando la fuerza de la fase moéwil contra el tiempo durante una separacién
cromatogréfica. También es conocido como gradiente de solvente Se usan solventes
binarios, ternanos, y cuaternarios rutinariamente en CLAR.

Guardacolumna: Es una columna pequefa que se coloca entre el inyector vy la
columna analitica. Protege a la columna analitica contra la contaminacidn de particulas de
la muestra, y por especies fuertemente retenidas. La guardacolumna normalmente contiene
el mismo material de la columna analitica v es a menudo del mismo didmetro interne, es
mucho mas corta, cuesta menos, y normaimente se desecha cuando se contamina.

Intercambio idénico: Tipo de separacion crematografica en donde la fase estacionarna
es un intercambador 6nico.

Inyector: £l inyector es el dispositive que permite introducsr la muestra en solucion sin
interrumpir el caudal de solvente a través del sistema.

Limite de deteccion: Concentracién correspondiente a una sefial de magnitud 1gual al
blanco mas tres veces la desviacion estandar del bianco.

Linea base: Gréfico obtemido de la sefial que emite un detector cuando se le hace
pasar por un periodo de tiempeo determmnado sélo la fase mdvil bajo las condiciones de
andlsis.

Linealidad: |L.a lnealidad de un sistema o métode analitico es su habilidad para
asegurar que los resultados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o
mediante una transformacién matematica, son directamente proporcionales a la
concentracion de la sustancia dentro de un intervalo determinado. Es decir, mide el grado
en que fa respuesta del método se aproxima a una funcién lneal del tipo y = mx + b al
frabajar con diferentes concentraciones.

Limite de deteccién: Es la concentracién minima de analito en una muestra que
puede ser determinada con aceptable precisidn y exactitud en matriz de muestras tales
como impurezas en e caso de matenas primas (principlos activos), o productos de
degradacién en productos farmacéuticos finales. Bajo condiciones normales de operacion.

Matriz: Se refiere a todos los componentes de ja muestra excepto el analito o los
anahltos de interés.

Métodos de analisis: Se basaban en propiedades guimicas del analito. Se incluyen las
gravimetrias, las volumetrias y los métodos de andiisis cuatitativo cldsico.

Métodos instrumentales: Basados en propiedades quimico-fisicas. La clasificacion de
fos métodos Instrumentales se realiza en base a la propiedad que se mide
(espectroscopices, electroanaliticos, térmicos, etc.)

Métodos de separacion: Se incluyen en este grupo los métodos cuya finalidad es la
separaci6n de compuestas para elininar las interferencias y facilitar las medidas

313



GLOSARIO DE TERMINOS

Niimero de platos tedricos: £l Nimero de platos tedricos es una medida indirecta def
ancho del pico para un pico a un tiempo de retenci6n especifico Las columnas con un alto
nimero de platos tedricos son consideradas por ser mas eficientes {esto es, columnas mas
eficientes) que aquetlas con un nlimero mas bajo de platos tedricos.

Particién: En cromatografia, es la separacidn de componentes de una muestra por
afinidad quimica o fisica en dos fases (fase mévil y fase estacionaria),

Plato tedrico (N): La regién en la que la concentracion del solute se encuentra en
equilibrio entre las dos fases (estacionaria y mévil).

Polaridad de la fase mévil: Caracteristica fisicoquimica del disolvente empleado como
fase mavil, dada por |la concentracién de moléculas disociadas en 1ones con carga eléctrica y
la electronegatividad de los mismos.

Precision: Grado de concordancia entre los datos obtenidos de una serie. Refleja el
afecto de los errores aleatortos producidos durante el proceso anatitico,

Puente de Hidrogeno: Atraccion Intermolecular que se presenta entre Moléculas en
las cuales el Hidrogeno estd unido a un dtomo pequefo altamente electronegativo (que
tiende a atraer electrones, generalmente N, Oy F).

Puntos criticos: Aspectos que afectan directamente o indirectamente los resultados
analiticos del laboratorio.

Quimisorcién: El la sorcién causada por una reaccién quimica con el empaque. Tal
como interacciones irreversibles; ocurre usualmente sobre empaques en reactivos con
grupos funcionales tal como; silancl o fases amino enlazadas.

Reservorio: Es el recipiente que contiene la fase movil. Puede ubicarse "dentro de la
caja negra” de un equipo integrado o extremamente en un equipo modular.

Resolucién: Es una medida de la eficiencia que tiene la columna para separar dos
compuestos.

Reproducibilidad: Es la precision de un métode analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas en diferentes
iaboratorios, bajo condiciones diferentes (analista, ttempo, equipo).

Robustez: Es sdlo parte integral del amortiguamiento contra excesos tipicos, esto es,
contra diferentes técnicas, equipo y condiciones.

Ruido: Sefnal eléctrica adicional que afecta la linea base.

Selectividad: Cuantifica el grado de ausencia de interferencias debidas a olras
especies contenmdas en la matnz.

Seguridad: Ampltud de condiciones experimentales en las que puede reahzarse un
analisis.
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Sensibilidad: Capacidad para discnminar  entre  pequefas diferencias  de
concentracion del anahto. Se evalla mediante la sensibilidad de calibracién, gue es la
pendiente de la curva de calibracion a la concentracién de interés,

Solucion Saturada: Sclucidén cuya concentracion es la Solubilidad del Soluto

Solucién No-Saturada: Soiucidn cuya concentracion es menor que la Solubilidad del
Soluto.

Solucion Sobre Saturada: Solucidn cuya concentracién es mayor que la Solulnlidad
del Soluto (es un sistema nestable)

Solubilidad; Concentracién Maxima de Soluto en una Solucién a una temperatura
dada.

Tiempo de Retencidén: El tiempo de Retencién (tR) es el tlempo que toma un soluto en
recorrer toda la columna.

Tolerancia del sistema: Es una medida de la capacidad del procedimiento anaiitico
para no ser determinada con aceptable precisidn y exactitud en matnz de muestras, tales
como 1mpurezas en el caso de materias primas (principios activos), o productos de
degradacidn en productos farmacéuticos finales. Bajo condiciones normales de operacién.

Unién Covalente: Enlace quimico ordinario entre d4tomos, cada uno de los cuales cede
un electron al par compartido,

Verificacion: Procesc que tiene como objetivo examinar si un resultado de medicidon
es consistente con el valor de referencia correspondiente, a la diferencia observada se le
realiza wuna prueba de significancia contra la incertidumbre relevante, tipicamente
corresponde una combinacion de fas incerbidumbres en los resultados de la medicién y con
el valor de referencia Usando pruebas estadisticas apropiadas, esta prueba de significancia
puede ser organizada como de un solo nivel o multiniveles.

Xerogel: Gel que es usado en cromatografia de exclusion molecular. Tiene la excelente
capacidad de encogerse en diferentes solventes

Zwiterion: Compuesto que lleva ambas cargas positiva y negativa en una solucién.
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