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En esta guia...

Este manual describe los conceptos en los que se basa el médulo de
espectros de la Agilent OpenLAB CDS ChemStation Edition revision
C.01.0x. Complementa la informacién del manual Conceptos y flujos de
trabajo con los conceptos sobre espectros especiales aplicables a la
Agilent ChemStation para sistemas LC 3D, CE y la seccién de UV-visible
de la Agilent ChemStation para MSD.

1 Familiarizacion con el analisis espectral

En este capitulo se tratan los aspectos siguientes:
* ;Qué es el analisis espectral?
* Determinacion de la longitud de onda 6ptima de deteccion.

¢ Estilos de informes espectrales.

2 Bibliotecas de espectros

Los sistemas tradicionales cuantifican compuestos detectados mediante
correlaciones basadas en tiempos de retencién. Esto puede llevar a
errores, Si:

* compuestos distintos a los calibrados aparecen en la ventana de tiempo
de retencién especificada,

e aparece mas de un pico en la ventana de tiempo de retencién
especificada, o

¢ el compuesto es retenido mas tiempo en la columna mas del que se
especifica en la ventana, debido a cambios en el flujo de disolventes o,
mas frecuentemente, por cambios en las caracteristicas de la columna.

Un modo de evitar tales errores consiste en utilizar cualificadores de pico
como se describe en el manual Referencia para los principios de
funcionamiento.

Con el detector de diodos, también pueden evitarse: el espectro visible
mediante UV puede confirmar la identidad de un pico. Los espectros patron
se adquieren de una muestra referencia bajo condiciones cromatograficas
bien definidas y se almacenan en una base de datos (biblioteca de
espectros). Pueden compararse los espectros de los picos de una muestra
desconocida con los almacenados en una o mas bibliotecas. Los espectros
pueden superponerse para establecer y calcular, por comparacion visual, la
similitud entre espectros patréon y muestra.
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La ChemStation puede automatizar este proceso para todos los picos en
un cromatograma y para todos los cromatogramas en una secuencia.
Ademas de confirmar picos, el software puede realizar un control de
pureza, utilizando los parametros del cuadro de didlogo Purity Preferences.

Estos resultados cualitativos pueden ser combinados con los resultados
cuantitativos en un solo informe. Este informe contiene toda la
informacién que necesita un analista para cada pico de un analisis, como:

* nombre del compuesto,

e cantidad,

* tiempo de retencioén,

e factor de coincidencia de identidad y

e factor de coincidencia de pureza.

En este capitulo se describen los conceptos de busqueda en la biblioteca
de espectros. Para obtener mas informacion sobre como realizar biisquedas
en bibliotecas, consulte el sistema de ayuda en linea y la guia practica.

Evaluacion de la pureza de pico

En este capitulo se describe la evaluacion de la pureza de pico.
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Familiarizacion con el analisis espectral

:Que es el analisis espectral?

El analisis espectral permite procesar datos espectrales adquiridos a partir
del detector de diodos visible mediante UV o del detector de fluorescencia.

El analisis espectral anade una tercera dimensién a los datos analiticos
cuando se utiliza junto con datos cromatograficos (consulte la Figura 1).

Espectro Cromatograma

Eje de absorbancia

Abbildung 1 Informacion espectral

Detector de diodos visibles mediante UV

El detector de diodos visibles mediante UV permite adquirir espectros con-
tinuamente en la regién visible mediante UV del espectro; debido a que

el detector de diodos adquiere todas las longitudes de onda simultaneam-
ente, no hay pérdida de sensibilidad durante la adquisicién de espectros.
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Familiarizacion con el analisis espectral 1

Detector de fluorescencia

El detector de fluorescencia permite recopilar datos espectrales de tres for-
mas distintas:

¢ Puede seleccionar una longitud de onda de activacion fija y recopilar
espectros de emision.

¢ Puede seleccionar una longitud de onda de emision fija y recopilar espec-
tros de activacion.

¢ Puede adquirir un barrido de fluorescencia, en el que ambas longitudes
de onda: de activacion y de emisiéon se varian para dar una caracteriza-
cién tridimensional de la muestra.

Los espectros de excitacion y emision pueden adquirirse durante la cromato-
grafia, pero debido a que el detector de fluorescencia es un detector de
barrido, cuantas mas longitudes de onda se adquieren (mas amplio rango
de barrido), menor sensibilidad tiene el analisis. El barrido de fluorescencia
tridimensional debe adquirirse bien en el modo de flujo nulo o fuera de
linea, ya que requiere una concentraciéon constante de muestra en la célula
a lo largo del analisis.

Procesamiento de espectros

Los datos espectrales se pueden procesar de muchas maneras. Por ejemplo,
es posible:

¢ Extraer sefiales cromatograficas de los datos espectrales para determinar
la longitud de onda 6ptima de cada pico.

¢ Realizar busquedas en bibliotecas espectrales para obtener una identifi-
caciéon cualitativa.

¢ (Calcular relaciones entre las senales para determinar la pureza del pico.

e Realizar un control de pureza de pico.
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Familiarizacion con el analisis espectral

Determinacion de la longitud de onda optima de deteccion

10

Después de haber desarrollado las condiciones apropiadas para la separa-
cion de picos, el paso siguiente en el desarrollo del método consiste en
determinar la longitud de onda de detecciéon 6ptima de cada pico.

Una técnica consiste en presentar la intensidad del pico (absorbancia o
luminiscencia), longitud de onda y tiempo como un mapa de contorno cono-
cido como grafico de isoabsorbancia. En esta técnica, la informaciéon espec-
tral se representa como una serie de lineas concéntricas isoabsorbantes en
el plano de longitud de onda y tiempo. Esto nos permite que toda la infor-
macioén espectral se presente y revise al mismo tiempo. Consulte el segundo
grafico de la Figura 2.

Absorbancia

=

Longitud de onda [nm]

-

Tiempo

Absorbancia

Abbildung 2 Gréfico de isoabsorbancia

Esta técnica es muy ttil en el desarrollo del método para encontrar la lon-
gitud de onda 6ptima de cada pico separado. La longitud de onda corres-
ponde a la posiciéon horizontal del cursor en el grafico de isoabsorbancia.
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Familiarizacion con el analisis espectral 1

Cuando el cursor se desplaza a lo largo del eje de la longitud de onda, el
cromatograma se reconstruye en la ventana inferior. Consulte la Figura 2
en la pagina 10.

Para encontrar la longitud de onda 6ptima de un pico, es necesario realizar
el procedimiento siguiente:

¢ Seleccione Quick View en el campo Cursor y mueva el cursor horizontal
en el grafico central hasta que la absorbancia del pico de interés sea lo
mas alta posible y aparezca una buena separaciéon cromatografica en el
grafico inferior.

¢ Seleccione Signal en el campo Cursor y optimice el ancho de banda para
incrementar la relaciéon entre la seiial y el ruido con objeto de obtener
la longitud de onda 6ptima para la detecciéon. Para transferir la senal
seleccionada y el ancho de banda a la ventana de la senal en la vista
de analisis de datos, haga clic en el botén Copy. Asi, la sefial y el ancho
de banda podran utilizarse para realizar pruebas de los procesos de inte-
gracion, identificacion y cuantificacion.

La optimizaciéon de la longitud de onda con el detector de fluorescencia
generalmente requiere dos analisis:

* Establezca una longitud de onda de excitacion en el rango bajo de UV
(230-250 nm) y recopile espectros de emision. Para cada pico del cro-
matograma, determine la longitud de onda de emisiéon 6ptima utilizando
el grafico de isoabsorbancia.

* Prepare un tabla de tiempos para establecer la longitud de onda de emi-
sién 6ptima de cada pico mientras éste se eluye, y recopile los espectros
de excitacion.

Espectro de fluorescencia

El grafico de isoabsorbancia tridimensional se utiliza para mostrar los espec-
tros obtenidos a partir de barridos de fluorescencia solamente. En este
caso, la informacion espectral se presenta en el plano de longitud de onda
de emisiéon o de longitud de onda de excitacion. No existe ningan eje de
tiempo, puesto que el barrido de fluorescencia se adquiere mediante un
modo de flujo nulo o fuera de linea. A partir del grafico iso, es posible
extraer espectros de excitacion o emisién a cualquier longitud de onda; los
espectros de excitacion se muestran encima del grafico iso (cursor vertical),
los espectros de emision se muestran bajo el grafico iso (cursor horizontal).
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Familiarizacion con el analisis espectral

Estilos de informe espectral

12

Los siguientes estilos de informe estan disponibles en el médulo espectral:

¢ Bisqueda en bibliotecas

Genera un informe calibrado, en el que se incluyen los resultados de la
busqueda en bibliotecas. Los nimeros de los picos, los tiempos de reten-
cién, factores de coincidencia de los resultados de bisqueda, las canti-
dades y los nombres de los compuestos se imprimen segin los parametros
especificados en el cuadro de didlogo Automated Library Search. Para
obtener mas informacion, consulte “Descripcion de informe” en la
pagina 17.

Short + Spectrum

Comprende las condiciones del instrumento, el cromatograma, los resul-
tados cuantitativos e informaciéon sobre la pureza de pico.

Detail + Spectrum

Consta de la cabecera, las condiciones del instrumento, el cromatograma,
los resultados cuantitativos, las curvas de calibracion e informaciéon sobre
la pureza de pico. La cabecera esta grabada en un fichero RPTHEAD.TXT

en el directorio de métodos. La cabecera puede modificarse mediante un
editor de textos para que incluya un texto especifico de método.

Performance + Lib. Search

Combina los estilos Performance y Library Search.

Informacion sobre la pureza de pico

La informacién sobre la pureza de pico se refiere a la evaluacién de los espec-
tros de los picos que tiene como resultado graficos de pureza para cada
compuesto. Estos graficos comprenden espectros superpuestos y normaliz-
ados, asi como senales simples y superpuestas. Los graficos de pureza pue-
den también incluir el umbral y curvas de similitud, segin los valores de
Purity Preferences para el método.

Los calculos numéricos incluyen el factor de pureza, una medida de la simi-
litud en la forma de los espectros. Para obtener mas informacién sobre la
pureza de picos, consulte el Capitulo 3, “Evaluacién de la pureza de pico”.

Familiarizacion con el modulo de espectros ChemStation



Agilent ChemStation para sistemas LC 3D
Familiarizacion con el modulo de espectros

2
Bibliotecas de espectros

Modos de busqueda 14

Descripcion de informe 17

Marca de pureza 17

Marca de coincidencia en biblioteca 18
Marca del nombre del compuesto 18
Marca de cantidad 18

Agilent Technologies

13



2

Bibliotecas de espectros

Modos de busqueda

14

En una biblioteca de espectros se pueden utilizar tres modos de biisqueda.
Tanto la tabla de calibracién como la biblioteca de espectros son requisitos

previos para los tres métodos. Opcionalmente, puede ainadirse un control
de pureza de pico.

¢ Identificacién mediante bisqueda en biblioteca de espectros.

Este es el método de bisqueda mas general. La ChemStation utiliza el
cromatograma como base para la busqueda en bibliotecas. Compara los
espectros pico de todos los picos que ha encontrado el integrador y que
se caracterizan por sus tiempos de retencién con espectros de hasta cua-
tro bibliotecas especificadas. Para acelerar el proceso o aumentar su fia-
bilidad, la bisqueda puede restringirse en los espectros que se
encuentren dentro de una determinada ventana de tiempo de retencion
utilizando la plantilla de busqueda en biblioteca, consulte la Figura 3.

Ventana izquierda

Tiempo de retencion esperado

Ventana derecha

LA N

1 N

Tiempo [min.]

Abbildung 3 Ventana de tiempo de retencion

Al pico se le asigna el nombre del compuesto que presenta mas coinci-
dencias. Se puede especificar cual debe ser el grado de coincidencia
mediante el valor del umbral. Si se encuentra una mayor coincidencia
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Bibliotecas de espectros 2

que la del umbral, el pico se califica como identificado. A continuacién,
la ChemStation consulta la tabla de calibracion en busca de una entrada
con el mismo nombre. Si se encuentra alguna, los datos se emplean para
calcular e indicar la cantidad.

Si no se encuentra en la tabla de calibraciéon un nombre que coincida,
se da la identidad del pico, pero como el método no esta calibrado para
ese compuesto, la cantidad no se calcula.

Este modo se recomienda para buscar compuestos desconocidos en un
analisis. Es mas eficaz cuando el niimero de compuestos en el cromato-
grama es bajo en comparaciéon con el de entradas en la biblioteca.

¢ Analisis de un compuesto objetivo mediante una tabla de calibracion.

Este modo de bisqueda esta destinado s6lo a compuestos para los que
el método esta calibrado. La ChemStation compara los espectros de los
picos solo para compuestos calibrados con espectros de hasta cuatro
bibliotecas especificadas. Lo picos se califican como identificados sélo si
se confirman mediante comparacion espectral. Los nombres de los com-
puestos definidos en la tabla de calibracién deben ser idénticos a los defi-
nidos en la biblioteca.

Puede especificarse una ventana objetivo de tiempos de retenciéon como
parte del método de busqueda. En el proceso de identificacién, sélo se
utilizan los picos cuyo tiempo de retenciéon se ajuste a la ventana. La
mayor coincidencia se califica como identificada s6lo cuando ésta supera
el umbral fijado.

Se recomienda este modo para la biisqueda de compuestos calibrados
especificos en el cromatograma. Es preferible al primer modo de bisg-
ueda si el cromatograma contiene muchos compuestos pero s6lo unos
cuantos, los de interés, estan calibrados.

¢ Analisis del compuesto objetivo mediante una biblioteca de espectros.

Este modo de busqueda sirve para todas las entradas de biblioteca, no
s6lo las que contiene la tabla de calibracion. La ChemStation utiliza la
biblioteca como base. Compara todos los espectros de la biblioteca con
los de los picos del cromatograma e intenta identificar todos los picos
localizados por el integrador, que estén dentro de la ventana de tiempo de
retencién especificada para las entradas de biblioteca y en la plantilla de
bisqueda en biblioteca. En el proceso de identificacion, s6lo se utilizan
los picos cuyo tiempo de retenciéon se ajuste a la ventana. Cuando se

encuentra una coincidencia que excede el umbral, el pico se califica como
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Bibliotecas de espectros

identificado. La cuantificaciéon continia segiin el nombre de ese compu-
esto en la tabla de calibracién. Si el compuesto figura tanto en la bibli-
oteca como en la tabla de calibracion, se califica como calibrado e
identificado. Si el compuesto no esta incluido en la tabla de calibracion,
se califica como no calibrado.

Este modo se recomienda cuando se han configurado bibliotecas que
contienen grupos de compuestos especificos. Por ejemplo, una biblioteca
con vitaminas hidrosolubles y otra con vitaminas liposolubles. De este
modo, se pueden realizar biisquedas de estos compuestos en particular
en el cromatograma. Si el cromatograma contiene muchos compuestos
y la biblioteca s6lo algunos, este modo es preferible al primero.

Control de pureza de pico

El control de pureza de pico es opcional. Se recomienda realizar un con-
trol de pureza de pico antes de la busqueda en biblioteca, puesto que la
coincidencia sélo es fiable en funcién de la calidad de la separacién. La
ChemStation compara la consistencia de los espectros en diferentes sec-
ciones de cada pico. Calcula e informa del factor de pureza. Esta se
puede definir mediante un umbral, en el que los resultados cuestionables
se marcan con una x en el informe. Para obtener mas informaciéon sobre
la pureza de picos, consulte el Capitulo 3, “Evaluacién de la pureza de
pico”.

Familiarizacion con el modulo de espectros ChemStation



Bibliotecas de espectros 2

Descripcion de informe

Un informe tipico generado por una bisqueda en biblioteca de espectros

incluye:

* un cromatograma/electroferograma anotado con los tiempos de reten-
cién/migracion,

e una cabecera con informaciéon sobre los nombres de los ficheros y los
parametros de busqueda,

¢ una descripcion de la senal del detector y dos tablas de analisis,

¢ tiempos de retenciéon de los picos encontrados en los analisis,

¢ tiempos de retencién de los candidatos de coincidencia en biblioteca,

e tiempos de retencion registrados en la tabla de calibracion y

¢ cantidades de compuestos y su factor de pureza (si se selecciona), ademas
de:

un nimero de entrada de la biblioteca,
un factor de coincidencia en biblioteca y
un nombre de compuesto.

En las columnas del informe de bisqueda en biblioteca, se utilizan ciertas
marcas para seinalar la pureza del compuesto, su coincidencia y su nombre.

Estas marcas se pueden interpretar como se describe en los pasos siguien-
tes.

Marca de pureza

En compuestos impuros, los espectros en la pendiente ascendente y descen-
dente del pico son, normalmente, distintos y por ello se utilizan ambos para
bisqueda en biblioteca.

u: Compuesto impuro, se utilizé para su identificacién el espectro en la pen-
diente ascendente.

d: Compuesto impuro, se utilizé6 para su identificacién el espectro en la pen-
diente descendente.

Familiarizacion con el modulo de espectros ChemStation 17
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Bibliotecas de espectros

Marca de coincidencia en biblioteca

x: Factor de coincidencia por debajo del umbral indicado.

Marca del nombre del compuesto

7. Compuesto identificado con factor de coincidencia por debajo del umbral.

77:  Compuesto identificado con un nombre ya asignado a otro compuesto con
una mayor coincidencia. Para este compuesto especifico, puede que no se
encuentre una coincidencia mayor con un tnico nombre.

Marca de cantidad

+: Cantidad individual alta: se ha superado la cantidad limite establecida en
Compound Details.

-1 Cantidad individual baja: se ha superado la cantidad limite establecida en
Compound Details.

Los picos que no tienen asignada ninguna entrada en la tabla de calibracion
aparecen en una tabla por separado denominada Uncalibrated Compounds.
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Evaluacion de la pureza de pico

Comprobacion de la pureza de pico

20

Una cuestion importante en cualquier analisis cromatografico es saber si el
pico contiene uno o mas componentes. En control de calidad, las impurezas
que se esconden detras del pico de interés pueden falsear los resultados.
En el analisis de investigacion, un componente escondido y no detectado
puede llevar a una pérdida de informacién esencial.

i Que es la comprobacion de la pureza de pico?

Una comprobacion de la pureza de pico evaliia si un pico contiene impu-
rezas. Esta valoraciéon se basa en la comparacion de espectros registrados
durante la elucion del pico. Para valorar la pureza, se emplean cinco espec-
tros por pico: dos espectros en cada subida y bajada de pico y uno en la
cima (cima o espectro maximo). Se hace la media de los cinco espectros y
se comparan con todos los espectros registrados en el pico.

Si los espectros del pico no son idénticos al espectro medio, el pico teéric-
amente contiene una impureza espectral. Esta impureza puede deberse a
uno o mas compuestos, picos no separados en la linea de base, o a la absor-
ciéon de fondo.

Aunque los espectros sean idénticos, el pico puede contener impurezas. Este puede ser el caso
si la absorcion espectral es pequefa respecto al compuesto principal, o si la impureza y el
compuesto principal tienen el mismo o casi el mismo espectro, con tiempos de elucion similares.

La ventana Spectra contiene los espectros del pico que comprenden la com-
paraciéon (promedio) de los espectros dibujados en modo normalizado

y superpuesto. La ventana Purity contiene las senales con informacion
superpuesta sobre la pureza. El factor de pureza es una medida de la
similitud en la forma de los espectros.

La impureza del pico puede ser detectada incluso si existe una absorciéon
de fondo en el sistema, que puede ser corregida. Generalmente, la absorcion
de fondo no afecta a la cuantificacion del pico, ya que también influye en
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la altura al principio y al final del pico, que es eliminada por la correccion
de la linea de base. Las absorciones de fondo pueden cambiar utilizando
disolventes o mezclas de disolventes distintos en un analisis.

El factor de coincidencia

La deteccion de la impureza por comparaciéon espectral visual lleva tiempo
y no es apropiada para operaciones automatizadas. Pueden utilizarse varias
técnicas estadisticas para la comparacion automatizada de los espectros.
Una técnica es una comparacion matematica entre dos espectros, que cal-
cula un factor de coincidencia que representa el grado de similitud entre
los espectros.

La comparaciéon de dos espectros indica el factor de coincidencia, que se
define del modo siguiente:

0 e (E22))

T )

Los valores x e y son absorbancias medidas en el primer y segundo espectro
respectivamente, en la misma longitud de onda; n es el nimero de puntos
de datos y X la suma de los datos. Un factor de coincidencia 0 indica que
no hay coincidencia y 1000 indica espectros idénticos. Generalmente, los
valores por encima de 990 indican que los espectros son similares. Los
valores entre 900 y 990 indican que hay alguna similitud, pero el resultado
debe interpretarse con precaucion. Todos los valores por debajo de 900
indican que los espectros son distintos.

Match Factor =

El factor de coincidencia esta influenciado por un nimero de parametros,
que estan determinados por la muestra y el método de separacién. Estos
incluyen la especificidad del compuesto, la absorcién espectral de los com-
puestos de la matriz y nivel de ruido espectral, asi como la absorcién de
fondo y los cambios espectrales ocasionados por disolventes o distintos
instrumentos (calibraciones a distinta longitud de onda).
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Evaluacion de la pureza de pico

Suavizado de espectros

La fiabilidad de la comprobacién de la pureza de pico es limitada cuando
el ruido espectral es del mismo orden que el espectro. El suavizado de
espectros funciona del modo siguiente:

1 Para un nimero definido de puntos de datos, por ejemplo 5, también
conocido como filtro, se utiliza una regresion cibica para determinar un
punto de datos nuevo.

2 Entonces, el filtro se mueve un punto hacia delante, tomando al menos
4 de los puntos ya utilizados y uno adicional y el proceso se repite.

Mediante el algoritmo de suavizado puede reducirse el ruido estadistico,
que hace mas fiable la identificacién del espectro suavizado.

El algoritmo de suavizado puede cambiar el perfil de un espectro, segutn la longitud del filtro,
es decir, el nimero de puntos de datos utilizados en el algoritmo de suavizado a la vez. Se
recomienda suavizar todos los espectros con el mismo filtro antes de realizar las compara-
ciones.

Interpolacion de espectros

Si se han adquirido espectros con baja resolucién, puede utilizar la funcién
de interpolacién para que el espectro se parezca mas a una linea curva que
a un poligono. Para ello, calcule los puntos de datos adicionales entre los
puntos de datos originales del espectro mediante funciones trigonométricas.
Cuando se interpolan espectros, se conservan los puntos de datos origina-
les.

Espectros logaritmicos

Los espectros logaritmicos comprimen la escala de absorbancia. Pueden ser
utiles cuando las absorbancias cubren un rango muy amplio.

Derivadas de espectros

Las derivadas de los espectros revelan mas detalles especificos que los espec-
tros originales cuando se comparan distintos compuestos. Las pequenas dife-
rencias en los espectros son mas obvias y faciles de identificar visualmente.
Sin embargo, el ruido se incrementa, lo que limita el uso de las derivadas
de espectros.
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Correccion de fondo mediante la seleccion de un espectro de referencia

Existen varios tipos de correccién disponibles para extraer los espectros
del pico del fichero de datos para las correcciones del fondo:

Seleccion de referencia manual

Cuando se selecciona un espectro de referencia, en un tiempo especificado,
éste se toma desde el fichero de datos y se resta de cada espectro del pico.
Esta correcciéon no se puede usar si la absorcion de fondo es variable.

Cuando se seleccionan dos espectros de la linea de base, se realiza una
interpolaciéon lineal entre los dos espectros. Un espectro de referencia
reconstruido basado en la interpolacién lineal se resta de cada espectro
del pico. Esta correccion puede emplearse para compensar una absorcion
del fondo que varia lentamente.

Seleccion de referencia automatica

En una seleccion de referencia automatica, los espectros de referencia
seleccionados dependen del modo de almacenamiento de los espectros
en el fichero de datos.

Todos los espectros: Los espectros inicial y final del pico integrado del pico
seleccionado se toman como espectros de referencia y se interpolan lineal-
mente para la seleccién de referencia manual con dos espectros de refe-
rencia.

Espectros controlados mediante pico: El espectro mas préximo a la linea
de base se toma como espectro de referencia y se extrae para la selecciéon
de referencia manual con un espectro de referencia.
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Técnicas de pureza de pico

Las técnicas de pureza de pico sb6lo se pueden utilizar en picos con una
separacion en la linea de base. Si los picos no estan separados en la linea
de base, entonces la pureza de pico se complica ya que cada pico contiene
los picos préximos como impurezas.

La pureza puede ser determinada de forma interactiva pico a pico para
todos los picos de un determinado fichero de datos o automaticamente
como parte del método, al final de cada analisis, cuando se utiliza un estilo
de informe espectral, como detail+spectrum.

Par optimizar la exactitud o el rendimiento del procesamiento de la pureza
de pico, establezca las opciones relacionadas con los elementos siguientes:
¢ Rango de longitud de onda utilizado para la determinacién de la pureza
* Espectros de referencia

¢ Umbral de pureza

* Procesamiento espectral, incluidos logaritmos, factores de suavizado e
interpolacién y orden de derivada

¢ Componentes de pureza calculados y mostrados (incluyen los espectros,
las diferencias espectrales, las senales, las curvas de similitud y de umb-
ral)

Las técnicas que se pueden utilizar para juzgar la pureza de un pico, que
se describen en las siguientes secciones, incluyen:

¢ Normalizaciéon espectral

Comparacién entre espectros normalizados de diferentes secciones de
pico
¢ Curva de similitud

Comparacién de un espectro medio o seleccionado con el resto de espec-
tros tomados a medida que se eluye el pico.
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Visualizacion de la pureza de pico

Ventana de espectros

La ventana de espectros muestra los cinco espectros que se utilizan para
calcular el espectro medio que se utiliza en el calculo de la pureza. Puede
utilizar las manipulaciones graficas de Agilent ChemStation para examinar
los espectros de pico con mas detalle.

Normalizacion espectral

Una técnica comin de pureza de pico consiste en la normalizacién y la
comparacion de los espectros tomados a través del pico. La normalizacién
compensa la concentraciéon variable del componente que pasa a través de
la celda del detector mientras se eluye el pico. Esta funcion esta disponible
como parte de las capacidades de visualizaciéon de espectros de la Agilent
ChemStation.

Los espectros se adquieren, por ejemplo, en los puntos de inflexién y en
el maximo del pico. Los espectros se normalizan y se superponen para la
representacion grafica. Esta técnica es muy util para realizar una evalua-
cion interactiva de datos y puede incluso adaptarse para andlisis rutinarios
automatizados.

Si, de modo alternativo, se prefiere un factor numérico, los espectros de
los puntos de inflexiéon pueden compararse matematicamente y los factores
de pureza se pueden imprimir para cada pico junto con el tiempo de reten-
cion.

La Figura 4 muestra un ejemplo en el que los espectros han sido adquiridos
en los puntos de inflexion y en el maximo de los picos y normalizados.
Tanto la comparaciéon visual como el factor de pureza calculados por el
software muestran claramente la diferencia entre el pico puro y el impuro.
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100

200 ' 400 200 ' " 400

7.6 78 8.0 82 84

Abbildung 4 Control de pureza de pico por superposicion de espectros

Ventana Purity

El contenido de la ventana Purity depende de los parametros de pureza
seleccionados. La ventana por defecto es Purity Ratio, que muestra las
sefiales con curvas de similitud y umbral superpuestas (consulte la
Figura 5). Las bandas verde y roja bajo la pantalla muestran el umbral de
pureza definido por el usuario. El valor de pureza calculado para cada
espectro del pico se muestra como un punto negro; si el punto negro se
encuentra dentro de la banda verde, la pureza del espectro esta dentro de
la definicién de pureza aceptable.
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Abbildung 5 Ventana Purity
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Evaluacion de la pureza de pico

Curvas de similitud de espectros

Las curvas de similitud de espectros se muestran en la ventana Purity de
la pantalla Spectra (consulte la Figura en la pagina 42).

Si los detalles no estan claros, puede ampliarlos presionando el botén
izquierdo del ratén mientras lo mueve. Aparecera dibujada un area en la
pantalla que muestra la zona que se va a aumentar. Para volver a la pan-
talla original, presione dos veces el boton izquierdo del raton.

Las curvas de similitud de espectros dan la informacién mas detallada sobre
la pureza o impureza de un pico. Todos los espectros de un pico se com-
paran con uno o mas espectros, por defecto un espectro medio. El grado
de coincidencia o similitud de espectros se presenta durante la elucién. Un
perfil ideal para un pico puro es una linea plano en un valor 1.000, como
se muestra en la Figura 6 (a).

Al principio y al final de cada pico, donde la relaciéon sefal-ruido dismi-
nuye, la contribuciéon del ruido espectral de fondo a los espectros del pico
llega a ser significativa. La contribuciéon del ruido a la curva de similitud
se muestra en la Figura 6 (b).

a) Pico sin impureza ni ruido b) Pico sin impureza pero con ruido
Curva de similitud Curva de similitud

S

/\\_/J\\_//\/\MWM/‘M

Espectro de pico, 20 mUA Ruido, 0,1 mUA

Abbildung 6 Curvas de similitud para un pico puro cony sin ruido representadas en rela-
cion con el factor de similitud ideal (1.000) y el umbral definido por el usuario
(980)
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Curva de umbral

La curva de umbral muestra el efecto del ruido en una curva de similitud.
El efecto se incrementa rapidamente hacia el principio y el final del pico.
En esencia, una curva de umbral es una curva de similitud de un pico puro
con un componente de ruido de fondo.

La influencia del ruido puede verse en la Figura 7. El factor de similitud
se reduce al disminuir la relaciéon sefial-ruido o el nivel de ruido constante
al disminuir el rango de absorbancia.

Rango de absorbancia [mUA]

25 - 25 mUA

Impureza espectral

20 excede el nivel de ruido

5 mUA

oy

Impureza espectral 1mUA
dentro del nivel de ruido

1000 990 980 970 960 950 940

Similitud en descenso

Abbildung 7 Factor de similitud como funcién del nivel de ruido
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La Figura 8 (a) muestra ambas curvas, de umbral y de similitud, para un
pico puro con ruido; la Figura 8 (b) para un pico impuro.

(a) Pico sin impureza pero con ruido (b) Pico con impureza y ruido

5% de impureza

Curva de simili-
tud

\—/ Curva de umbral
\ Curva de similitud Curva de umbral

Ruido 0,1 mUA Espectro de impureza 1 mUA

Abbildung 8 Efecto de impureza y ruido en las curvas de similitud y de umbral

El umbral de ruido se determina automaticamente, segiin la desviacion
estandar de espectros puros a un tiempo determinado, por defecto, 14
espectros al comienzo de un analisis (es decir, a los 0 minutos).

La curva de umbral, representada por la linea de trazos, da el rango para
el cual la impureza espectral se sitiia dentro del limite de ruido. Por encima
de este umbral, la impureza espectral excede el ruido de fondo y la curva
de similitud se interseca con la curva de umbral e indica una impureza
(siempre y cuando los parametros de ruido y referencia hayan sido elegidos
con sentido).
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Utilizacion de espectros objetivo especificos

La Agilent ChemStation permite realizar calculos del factor de pureza y de
las curvas de similitud relativos a diferentes espectros objetivo, como se
muestra en la Figura 9. Como regla general, la comparacion por defecto con
el espectro medio proporciona la informacién mas valiosa para la mayoria
de las impurezas desconocidas. La flexibilidad para poder seleccionar un
espectro objetivo especifico es valiosa en aquellos casos en los que el ana-
lista debe suponer donde estd la impureza o se necesita mejorar la sensi-
bilidad de la evaluacion de pureza. Un ejemplo puede ayudar a mostrar
cémo puede aplicarse este principio: si se supone que la impureza esta en
la cola del pico, al seleccionar el espectro cola o maximo para compararlo
con el resto de los espectros, sera cuando se obtenga, en este caso, la infor-
maciéon mas significativa.

Pico con un 2% de impureza

. A

— = \r-

Relacion del espec- Relacion del espe- Relacion del espe- Relacion del esp%-
tro ctro ctro ctro

frontal con el maximo con el de cola con el medio con el

resto de espectros resto de espectros resto de espectros resto de espectros

Abbildung 9 Curvas de relacion de distintos espectros objetivo del mismo pico

La Figura 9 muestra la relacion de la curva para los espectros frontal, max-
imo, de cola y medio de un pico con una impureza después del maximo.
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El espectro frontal muestra una pequeia impureza espectral al final del
pico. La desviaciéon en esta primera curva de relaciéon es pequeiia ya que
el espectro frontal ha absorbido poco (y ha generado una curva umbral rela-
tivamente alta).

El espectro maximo muestra una pequeiia impureza en el frontal del pico
(el espectro maximo contiene sé6lo una cantidad muy pequena de la impu-
reza) y mucha impureza en la cola.

El espectro de cola (con un alto nivel de impureza) muestra una impureza
espectral en el frontal del pico.

El espectro medio (media de los cinco espectros del pico seleccionados)
indica impureza espectral en todo el pico. Este espectro medio contiene la con-
tribucion espectral de la impureza. En este caso, el medio contiene mayor
contribucién que el espectro maximo, con lo que muestra una mayor impu-
reza espectral en la elucién o parte frontal de migracién y menor impureza
en la cola, comparada con la curva de relacién del espectro maximo.

El perfil de las curvas de similitud, umbral y relaciones depende de la posi-
cion, el nivel y las diferencias espectrales de la impureza y, como tal, no

se puede generalizar acerca de la forma. El perfil variara dependiendo de
la situacion.

Calculo y visualizacion de la pureza

El factor de pureza no es una medida absoluta de la pureza de pico. Es
una funcién de los parametros utilizados en los calculos, especialmente del
umbral de pureza. Por lo tanto, los resultados deben ser interpretados con-
siderando el umbral. Para picos puros, se generan resultados comparables
para diferentes configuraciones de parametros. Para picos impuros, se rea-
liza el analisis del peor caso. Solo se consideran para el cilculo los datos
de puntos que se hacen referencia a una impureza, por ejemplo, espectros
por debajo del umbral, por lo tanto, un cambio en el valor del umbral puede
influir en gran medida en el factor de pureza de un pico impuro. Consulte
la informacién siguiente para obtener mas detalles sobre estos calculos.
Para obtener una descripcion detallada de las curvas de similitud de la Agi-
lent ChemStation, consulte “Curvas de similitud de espectros” en la
pagina 28.
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Todos los espectros

1 Todos los espectros de referencia registrados para el pico que esta por
encima del umbral definido por el usuario se usan para los calculos de
las curvas de pureza y umbral; cinco de estos espectros se muestran en
la ventana Spectra.

2 Los factores de coincidencia se calculan entre cada espectro y la media
de los cinco espectros mostrados en la ventana Spectra; se representan
como puntos aislados en la pantalla Purity.

Para el umbral definido por el usuario, la curva de similitud esta super-
puesta en la grafica Purity.

Para el umbral calculado, el valor se calcula para cada espectro; los valo-
res de pureza de los espectros se definen como una relacion entre el
valor del umbral y el de similitud que dan una linea recta. De este modo
se obtiene una indicacion mejor de los datos puros e impuros. Las curvas
de similitud y de umbral estan superpuestas en la grafica de pureza.

Espectros de pico controlado

1 Todos los espectros de referencia registrados para el pico que estan por
encima del umbral definido por el usuario se usan para los calculos y
se muestran en la ventana Spectra.

2 Los factores de coincidencia se calculan entre cada espectro mostrado
en la ventana Spectra y la media de estos espectros; éstos se representan
como puntos aislados en la pantalla Purity.

3 El valor de pureza se calcula como el valor medio de todos los factores
de coincidencia calculados.

Familiarizacion con el modulo de espectros ChemStation 33



3

34

Evaluacion de la pureza de pico

Clasificacion de un pico como puro o impuro

El nivel de pureza calculado se emplea para generar el informe de pureza
que se muestra en la pantalla. Si el factor de pureza esta dentro del valor
del umbral, (establecido manualmente o calculado desde la curva), se cali-
fica al pico de puro. Si el factor de pureza excede el valor de umbral, se
califica como impuro.

La impureza detectada es una impureza espectral , lo cual no indica necesariamente una
impureza en el compuesto. Las impurezas espectrales pueden deberse a cambios en la com-
posicion del disolvente (gradientes) u ocurrir en picos que no estén separados en la linea de
base.
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Informacion sobre la pureza de pico

Factor de pureza

El factor de pureza proporciona un valor numérico de la pureza del pico.

e Si el pico se ha clasificado como puro, el factor de pureza es el valor
medio de todos los espectros que estan dentro del valor del umbral.

¢ Si el pico se ha clasificado como impuro, el factor de pureza es el valor
medio de todos los espectros que exceden el valor del umbral.

En ambos casos, se especifican el nimero de espectros usados para el calc-
ulo del factor de pureza y la base para el calculo.

Umbral

Para un umbral calculado, éste es el valor medio de todos aquellos espec-
tros utilizados en el calculo del factor de pureza. Para el umbral definido
por el usuario, éste es el valor que se fija en las opciones Purity.

Espectros del pico

Los espectros del pico muestran los detalles de los cinco espectros selec-
cionados para los calculos de pureza. También se puede mostrar
¢ Espectros de diferencias

Espectros calculados como la diferencia entre el espectro medio y los espec-

tros seleccionados individuales. Los picos puros muestran sélo el ruido
en los espectros de diferencia.

e Espectro comparado

El espectro medio utilizado para calculos de pureza.

¢ Todos los espectros registrados

Todos los espectros registrados a través del pico.

e Espectros de referencia

El espectro o espectros utilizados para la correccién de fondo.

Familiarizacion con el modulo de espectros ChemStation 35



3

36

Evaluacion de la pureza de pico

Calculos de la pureza y del ruido

La informacién sobre los calculos de pureza muestra el niimero de espectros
registrados y el niimero de los que estan dentro del umbral o lo exceden
que se han utilizado para calcular el factor de pureza.

La informacion sobre el calculo del ruido muestra los espectros que se han
usado para calcular el umbral del ruido y los resultados de este calculo.
Puede mostrar los espectros del ruido como un grafico de las estadisticas
del ruido. También se pueden cambiar los parametros para el calculo del
ruido.

El cambio de los parametros para el calculo del ruido de fondo pueden tener un efecto mayor
en los resultados del calculo de la pureza. Antes de realizar cualquier cambio, asegurese de
que entiende la informacion que se ofrece en “Opciones avanzadas de la pureza de pico” en
la pagina 37.

Curva de pureza

La informaciéon de la curva de pureza muestra los resultados de la compa-
racion de cada espectro en el pico con el espectro medio. Los valores en
la columna Difference representan la diferencia aritmética entre los valores
en la columna Purity y aquellos en la columna Threshold. El valor Diffe-
rence se usa para determinar los espectros que se utilizan en el calculo del
factor Purity y en el valor Threshold para el pico.

Mas curvas de pureza

La informacién para mas curvas de pureza muestra los resultados de los calc-
ulos de pureza usando los espectros frontal, maximo y de cola ademas del
espectro medio (consulte “Utilizacion de espectros objetivo especificos” en la
pagina 31). Se pueden mostrar las curvas de similitud de algunos o de todos
estos calculos. También se pueden cambiar los parametros del calculo de la
pureza y como se mostraran los resultados.

El cambio de los parametros para el calculo de la pureza pueden tener un efecto mayor en
los resultados de la pureza. Antes de realizar cualquier cambio, asegurese de que entiende
la informacion que se ofrece en “Opciones avanzadas de la pureza de pico” en la pagina 37.
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Opciones avanzadas de la pureza de pico

Los cambios realizados en las opciones avanzadas de la pureza del pico
pueden tener un efecto mayor en los resultados de la pureza. Se recomienda
que no realice ninglin cambio a menos que entienda el efecto que estos
cambios pueden tener en los resultados.

Calculo de la pureza

El calculo de la pureza por defecto utiliza la media de los cinco espectros
a través del pico (consulte “;Qué es la comprobacion de la pureza de
pico?” en la pagina 20), pero también puede utilizar otros espectros como
base del calculo:

Todos los espectros del pico utilizan cada uno de los cinco espectros selec-
cionados para producir cinco tipos de resultados que se muestran en la
misma ventana.

El espectro maximo, espectro frontal y espectro de cola utilizan espectros
especificos que pueden permitir mejorar la sensibilidad del analisis de
pureza (consulte “Utilizaciéon de espectros objetivo especificos” en la
pagina 31).

Los espectros frontal y de cola muestran los dos tipos de resultados gene-
rados utilizando los espectros frontal y de cola como base para el calculo de
la pureza.

La pantalla por defecto de la pureza de pico es Purity Ratio, como se mues-
tra en la Figura 5 en la pagina 27, pero también se pueden mostrar los
resultados de la pureza como curvas de similitud y de umbral.

La Agilent ChemStation proporciona tres modos para visualizar las curvas
de similitud y de umbral:
1 Sin transformacién alguna, consulte la Figura 10 en la pagina 38 (a);

2 Como el logaritmo natural, In, consulte la Figura 10 en la pagina 38 (b),
con la ventaja de mayor detalle para el maximo del pico en la parte infe-
rior del grafico;

1000 — similarity

3 C?mo una relacién: ratio = 1000 — threshold consulte la Figura 10 en la
pagina 38 (c).
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Para picos espectralmente puros, los valores de la relacion estan por debajo
de 1 y para picos espectralmente impuros, por encima de 1. La ventaja del
modo de relacion es que s6lo se muestra una linea, con lo que se simplifica
la interpretacion.

(a) Segun se calcula (b) Como logaritmo natural (c) Como una relacién

Curva de umbral In (umbral)

In (similitud)

-

1000 0

Curva de similitud
995
1000

Abbildung 10 Curvas de umbral y de similitud,
(a) segun se calculan,
(b) 1, (Umbral) y I, (Similitud), y
(c) como una relacion

Umbral del ruido

Por defecto, el umbral del ruido se determina automaticamente, utilizando
la desviacion estandar de 14 espectros de ruido puros al comienzo de un
analisis (0 minutos). Puede cambiar el tiempo y el nimero de los espectros
de los que se van a calcular la desviacién estandar del ruido, o puede intro-
ducir un valor fijo para la desviaciéon estandar (valor por defecto 0,1). Se
obtiene una mejor precision cuando la desviacion estandar se calcula para
un numero especifico de barridos.
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Utilizacion del analisis de pureza de pico

En esta seccién se incluyen recomendaciones practicas para la adquisicion
de datos para el analisis de pureza de pico y fijar los valores apropiados.

Adquisicion de espectros

La prueba de pureza de pico se basa en la comparacion de espectros a lo
largo de un pico. Aseguirese de disponer de suficientes espectros para la com-
paraciéon y de que su calidad sea elevada. También de que el detector se

mantiene adecuadamente, la intensidad de la lampara es fuerte y que se ha
elegido la celda de flujo y la rendija apropiadas. En general, debe optimi-

zarse la sensibilidad sobre la resolucién, ya que incluso pequeias variaci-
ones en los espectros se ven en rangos de longitud de onda mas amplios y
la resolucién, generalmente, no es tan importante.

Utilice la opcion All spectra para recopilar todos los espectros continua-
mente. Los detectores mas nuevos admiten el modo All in Peak, que reco-
pila continuamente todos los espectros cuando se detecta un pico y,
ademas, almacena unos 20 espectros al principio del analisis para utilizarlos
en la determinacion del ruido de la linea de base para el analisis de la
pureza.

Fije el valor del ancho de pico en la pantalla del detector de diodos en la
anchura del pico mas estrecho de interés del analisis.

Asegurese de que la concentracion de la muestra es apropiada para el rango
lineal del detector. Si un componente es muy concentrado, el detector funcio-
nara fuera de su rango lineal en las longitudes de onda de la absorbancia
mas alta, mientras que permanecera lineal en otras. Esto causara que cam-
bie la forma de los espectros al cambiar la concentraciéon, y el componente
sera calificado como posiblemente impuro. Si la concentracion del compo-
nente es muy baja, las relaciones senal/ruido para los espectros seran pob-
res y se reducira la sensibilidad de los analisis de pureza. El andlisis de
pureza mas exacto y sensible se utiliza para picos entre, aproximadamente,
250 y 800 mUA de altura.
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Para el control de pureza, use los parametros por defecto. Si se detecta una
posible impureza, debe realizar una observacion mas profunda de los resul-
tados para confirmar la impureza y obtener mas caracteristicas de ésta.

Establecer las opciones de la pureza del pico

Seleccione los siguientes valores en los paneles apropiados del cuadro de
dialogo Spectral Options.

Rango de longitud de onda

Utilice esta opcion para controlar el rango de longitud de onda utilizado
para el analisis de pureza. Puede fijarse un limite bajo, por ejemplo, para
excluir las longitudes de onda a las que la absorbancia de la fase moévil
causa un ruido excesivo. Puede fijarse un limite elevado para eliminar las
longitudes de onda mas altas a las que el compuesto de interés no absorbe.

Procesamiento de espectros

Utilice el procesamiento de espectro para realizar calculos matematicos
para transformar, suavizar o interpolar los espectros. En la practica, cual-
quier opciéon que aumente las pequenas diferencias entre los espectros
(derivadas) aumenta el ruido, mientras que cualquier opcién que reduzca
el ruido (suavizado) disminuye la sensibilidad para los pequenos cambios
espectrales.

Umbral de absorbancia

El umbral de absorbancia fija una intensidad menor del espectro que se

puede incluir en el analisis. Normalmente, el umbral se fija en 1-2 mUA

para asegurar que los espectros en los extremos del pico se incluyen en la
comprobacién de la pureza.

Espectro de referencia

Estos son espectros de linea de base utilizados para corregir la absorbancia
de fondo. Se recomienda utilizar siempre un espectro de referencia. El
parametro recomendado es Automatic. Con este modo, se toma un espectro
en la linea de base cerca del principio y el final de la integraciéon. Para
corregir los espectros a lo largo del pico, se utiliza una extrapolacién lineal

Familiarizacion con el modulo de espectros ChemStation



Evaluacion de la pureza de pico 3

de estos dos espectros. Puesto ésta es una referencia de dos puntos, puede
compensar la deriva del detector y los cambios en la fase movil al utilizar
gradientes. El resto de los modos de referencia pueden utilizarse para la
compatibilidad con software previos, de manera que puede obtenerse alguna
informaciéon de pureza incluso si se han recopilado pocos espectros.

Si dos picos no estan completamente separados, la seleccién automatica de
los espectros de referencia que utilizan la selecciéon de referencia
automatica puede llevar a elegir un espectro de referencia en el valle entre
los dos picos. Un pico no resuelto no puede ser puro. En este caso, la pru-
eba de pureza puede utilizarse para buscar otros componentes ocultos. Rea-
lice una selecciéon de referencia manual para seleccionar los espectros de
referencia anteriores y posteriores al grupo de picos.

Umbral de pureza

Si los datos se han recopilado adquiriendo espectros de pico controlado,
debera introducir un valor para el umbral de pureza. Generalmente, el valor
por defecto 990 ofrece resultados aceptables.

Si los datos se han recopilado adquiriendo todos los espectros o todos en
pico, los mejores resultados se obtendran dejando que la Agilent ChemStation
calcule el umbral para cada espectro basado en su relacién individual
sefial/ruido. Como alternativa, puede establecer un umbral fijado para todos
los barridos en el pico, aunque no se recomienda. Si desea utilizar un umb-
ral fijado, utilice un valor mucho mas elevado que para los espectros de
pico controlado, por ejemplo, entre 995 y 998.
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En LC/MS, las abundancias de los iones que caracterizan un compuesto se
maximizan en un tiempo de retencién en particular, cuando la concentra-
cion de ese componente en el MSD es maxima. Segun las condiciones de la
cromatografia y el momento del ciclo de barrido, los tiempos de retencion
de picos de elucién préximos pueden ser muy cercanos y pueden aparecer
multiples componentes como un pico o como un pico con distorsiones (por
ejemplo, salientes) en el cromatograma del ion total (TIC). Examinando los
tiempos de retencién en los que los iones individuales se maximizan, es
posible reunir grupos de iones que se maximicen en el mismo tiempo de
retencion; de este modo, se asume que todos estos iones pertenecen al
mismo componente. Si mas de un grupo de iones se maximizan en diferen-
tes tiempos de retencién bajo el mismo pico cromatografico, el pico se
puede definir como impuro y se pueden determinar los grupos individuales
de iones.

En el anadlisis, se realizan varias suposiciones:

¢ Los componentes de una mezcla de varios componentes se pueden
separar por sus espectros de masa o bien por sus tiempos de retencion.
Cada componente de la mezcla tiene un espectro de masa distintivo con
unos valores m/z Unicos, o bien los componentes estan suficientemente
bien separados para permitir que se determinen miultiples maximos.

¢ La relacién senal-ruido es demasiado alta para permitir que los maximos
reales se identifiquen sin ambigiiedad.

¢ Los tiempos de retenciéon del ion que se han utilizado como base para el
calculo de los tiempos de retenciéon de los componentes son precisos y rep-
resentativos.

Soélo con una rara excepcion, la ionizacion por electrospray (ESI) tinicam-
ente genera iones moleculares a menos que la fuente de iones de disociacién
de colision inducida (CID) se utilice para producir fragmentos. Esto significa
que si dos iones cargados distintos se encuentran en una serie de espectros
(incluso si estan coeluidos), es posible identificar y contar estos iones. Esta
operacion se debe llevar a cabo cuidadosamente, ya que los aductos catién
y anién pueden generar iones ademdas de los esperados [M+H]" o [M-HJ.
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La ionizacion quimica de la presion atmosférica (APCI) también produce
iones moleculares, pero los fragmentos térmicos son mas comunes en APCI
que en el electroespray.

Ademas, un espectro de masa contiene informacién de is6topos que se
puede utilizar para facilitar la identificacion y la evaluacion de la pureza.

El algoritmo de la pureza de pico sé6lo identificara un pico impuro si existen
diferencias de espectros y de tiempo. La interpretacion manual puede ir
mas alla de ese limite. a diferencia de los datos UV, los datos MS se pueden
utilizar para contar los picos impuros siempre y cuando los “compuestos”
tengan iones diferentes. Generalmente, para que la pureza de pico sea qutil,
requiere datos de barrido, no datos SIM.

Calculos de pureza del espectro de masa

Se busca un rango del TIC que cubre el area integrada del pico mediante
un conjunto seleccionado de valores m/z y se determina la abundancia max-
ima para cada valor m/z. Para cada maximo encontrado, se calcula un
tiempo de interpolacién (nimero de barrido) utilizando un ajuste
parabdlico. El tiempo de retencion de los maximos se agrupa en conjuntos,
que se identificaran con los componentes que estan presentes en el rango.
Se ofrece informacién sobre la cantidad de componentes, los tiempos de
retencion (nimero de barridos) de cada componente y los valores m/z may-
ores del conjunto.

El conjunto seleccionado de valores m/z se obtiene examinando los barridos
al 25, 50 y 75% del rango de tiempo del pico integrado, utilizando todos
los valores m/z que tengan una abundancia mayor que el 1% de la abun-
dancia maxima en el barrido (pico base). Para cada valor m/z seleccionado,
se utiliza la abundancia media del primer y el dltimo barrido en el rango
de tiempo para la correccion del fondo antes de que los conjuntos se deter-
minen.

Cada valor m/z del conjunto se examina en cada barrido en el rango de
tiempo y la abundancia maxima se almacena de acuerdo con las abundan-
cias a cada lado del maximo. S6lo se almacena un maximo por cada valor
m/z Cada maximo almacenado se verifica comprobando que no se ha pro-
ducido en el primer ni el Ultimo barrido y que no tiene abundancia cero
en cada lado.
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Una vez calculado el nimero de barridos interpolados para el valor m/z y
realizada la correccién de fondo, se genera un tabla que contiene los valores
m/z, la abundancia y los niimeros de barrido interpolados, ordenada por el
nimero de barridos interpolados.

Los grupos se determinan examinando las abundancias mayores de la lista
en orden creciente del numero de barridos. Una vez que se ha registrado
un grupo, se calcula el nimero de barridos interpolados medio de los valo-
res m/z del grupo; si el punto siguiente que se toma en consideracion esta
mas de medio barrido alejado de la media, se inicia un grupo nuevo.

El nimero de grupos encontrados se registra como el nimero de componen-
tes; el nimero de barridos interpolado medio es el nimero de barridos
registrado y los valores m/z con las dos abundancias mayores en el grupo
se registran como los iones.

Un pico integrado que contenga mas de un grupo se registra como impuro.

Ventana de pureza del espectro de masas

Ventana lons for Peak

La ventana Ions for Peak muestra los dos valores m/z con las abundancias
mayores en cada grupo. Los picos del componente simple muestran los
dos iones que se maximizan en el mismo tiempo de retencién; los picos
del componente miiltiple muestran pares de iones que se maximizan en
el mismo tiempo de retenciéon. Cada par de iones indica un componente
en el pico impuro. Puede utilizar las manipulaciones graficas de la
Agilent ChemStation para examinar los iones con mas detalle.

Ventana MS Peak Purity Results

La ventana MS Peak Purity Results contiene los resultados en tablas de los
analisis de pureza del pico. Cada linea de la tabla contiene la informacién
de un componente: el nimero de barridos interpolado medio y los dos iones
de mayor abundancia.

Familiarizacion con el modulo de espectros ChemStation



Evaluacion de la pureza de pico 3
Pureza de pico del espectro de masas

Familiarizacion con el madulo de espectros ChemStation 45



3 Evaluacion de la pureza de pico
Pureza de pico del espectro de masas

46 Familiarizacion con el modulo de espectros ChemStation



indice

A

adquisicion de espectros, 39
analisis espectral
iqué es?, 8

busqueda automatizada en bibliotecas de
espectros
analisis de compuestos objetivo, 15
busqueda estandar, 14
descripcion general, 3
modos de bisqueda, 14
pureza de pico, 16

C

célculos de pureza
curva de umbral, 29, 33
espectros de masas, 43
comando COMPARE, 21
comparar
espectros, 25
contorno
lineas, 10
mapa, 10
correccion de fondo, 23
curva de umbral, 29, 33, 37
modo de visualizacion, 30
curvas de similitud de espectros, 28

D

derivadas de espectros, 22
determinar
longitud de onda d6ptima, 10

E

espectro
correccion, 23
referencia, 40
espectro de cola, 32
espectro de fluorescencia, 11
espectro de referencia, 40
correccion de fondo, 23
espectro frontal, 32
espectro maximo, 32
espectro medio, 32
espectro, fluorescencia, 11
espectros
derivadas, 22
logaritmicos, 22
normalizar, 25
suavizar, 22
espectros logaritmicos, 22
espectros objetivo, 31

F

factor de coincidencia, 21
fondo
absorciones, 20

impureza, 20
informe

busqueda en bibliotecas, 12

espectral, 12
pureza de pico, 12
isoabsorbancia, grafico, 10

Familiarizacion con el modulo de espectros ChemStation

L

linea de base
correccion, 23
longitud de onda
optimizacién, 10
longitud de onda 6ptima, 10

M

marca de coincidencia en biblioteca, 17,
18
marca del nombre del compuesto, 18

N

normalizar
espectros, 25

0

operaciones espectrales
comparar, 25
normalizar, 25

P

pico
impureza, 20
pureza, 20
pureza
pico, 20
pureza de pico
iqué es?, 20
curva de umbral, 29, 37
curvas de similitud de espectros, 28
espectros de masas, 42
utilizacion de espectros objetivo
especificos, 31
pureza de pico del espectro de masas, 42

47



Indice

rango lineal, 39
recomendaciones, 39

S

suavizar espectros, 22

T

tercera dimension, 8

v

ventana de pureza
espectros de masas, 44
ventana de sefiales de pico, 28

48 Familiarizacion con el modulo de espectros ChemStation






www.agilent.com

En este manual

Este manual describe los
conceptos en los que se
basa el médulo de espec-
tros de la OpenLAB CDS
ChemStation Edition Agi-
lent revisiéon C.01.0x.
Complementa la infor-
maciéon del manual Con-
ceptos y flujos de trabajo
con los conceptos sobre
espectros especiales apli-
cables a la Agilent Chem-
Station para sistemas LC
3D y CE y la secciéon de
UV-visible.

Para detalles sobre la
instalacién y configu-
raciéon del moédulo de espe-
ctros con una Agilent
ChemStation para siste-
mas LC 2D, consulte el
manual Guia de insta-
laciéon de la estacion de
trabajo.

© Agilent Technologies 1994-2012, 2013

Impreso en Alemania
01/13

M8301-9

-95170

Agilent Technologies



	Agilent OpenLAB CDS ChemStation Edition
	Familiarización con el módulo de espectros
	Contenido
	Familiarización con el análisis espectral
	¿Qué es el análisis espectral?
	Determinación de la longitud de onda óptima de detección
	Estilos de informe espectral

	Bibliotecas de espectros
	Modos de búsqueda
	Descripción de informe
	Marca de pureza
	Marca de coincidencia en biblioteca
	Marca del nombre del compuesto
	Marca de cantidad


	Evaluación de la pureza de pico
	Comprobación de la pureza de pico
	¿Qué es la comprobación de la pureza de pico?
	El factor de coincidencia
	Corrección de fondo mediante la selección de un espectro de referencia
	Técnicas de pureza de pico

	Visualización de la pureza de pico
	Ventana de espectros
	Normalización espectral
	Ventana Purity
	Curvas de similitud de espectros
	Curva de umbral
	Utilización de espectros objetivo específicos
	Cálculo y visualización de la pureza
	Clasificación de un pico como puro o impuro
	Información sobre la pureza de pico
	Opciones avanzadas de la pureza de pico

	Utilización del análisis de pureza de pico
	Adquisición de espectros
	Establecer las opciones de la pureza del pico

	Pureza de pico del espectro de masas
	Cálculos de pureza del espectro de masa
	Ventana de pureza del espectro de masas


	Índice


