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Marca: SHIMADZU

A. Objetivo

Separar individualmente os constituintes de uma mistura de substancias

(identificacdo, quantificacdo ou obtencéo da substancia pura).

B. Definicéo

A cromatografia € um método fisico-quimico que permite a separacdo de
componentes de uma mistura, através da distribuicdo destes componentes em

duas fases, sendo uma movel (solvente) e outra estacionaria (coluna).

C. Observacdes importantes

Estas instrugdes sdo para uma andlise béasica. Maiores
detalhes devem ser obtidos através dos manuais ou através
da tecla F1 (Help) no programa LabSolutions.

Como outros programas para Windows, o LabSolutions possui
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um sistema de ajuda associado ao ponteiro do mouse para
botdes do programa. Basta deixar o mouse parado sobre o
botdo que aparecera o nome do mesmo. Além desse, na janela
principal canto inferior lado esquerdo existe uma barra de
ajuda. Esta funciona tanto para os botdes quanto para os
menus.

Outra caracteristica é que wuma mesma fungdo pode ser
acessada através de varios menus e teclas de atalho.
Escolha aquele que lhe for mais pratico.

Esta seqiiéncia foi elaborada tendo como base a versdo 5.57
do LabSolution; podem surgir algumas discrepédncias com
outras versodes.

O detector usado foi o SPD-M20A. Para outros detectores,
verifique o manual do software e do detector para ajustar
seus parametros. Apenas a janela Instrument Parameters, no
menu Method sofrera alteracéo.

O melhor aproveitamento dar-se-a& se o usuario repetir os
processos aqui descritos. Assim, quando houver necessidade
de explanagdes sobre outras fungdes do software ele ja
estarada a par dos procedimentos basicos.

Suporte online:
http://www.shimadzu.com/LC_VirtualAdvisor

LabSolutions

Gl sSHIMADZU
C) 2008-2013 Shimadzu Corporation.All rights reserved
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D. Operacionalizacao

Antes de iniciar os procedimentos para qualquer analise, alguns itens devem
estar disponiveis:

a)Fase movel: preparada/filtrada de acordo. Desgaseificada.

b)Coluna: instalada no sistema

c)Bombas: devem estar purgadas com a fase movel.

d)Padroes/Amostras: preparados e filtrados estando disponiveis para injegdo.

Visao Geral do Software

1)  Clique duas vezes (botdo esquerdo do mouse) no icone LabSolutions, entre com

usuario e senha.
Al ll

2) A opgdo “Administration” da acesso as fungdes administrativas, sendo as
principais opgoes:

- Security Policy (gerenciamento do sistema)

- User Administration (criar usuarios e definir privilégios).

- Log Browser (visualizar os Logs gerados pelo sistema).

- Agent Registration Settings (somente ativado o Class-Agent estiver instalado, software
opcional para gerenciamento de dados).
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2) A opgdo “Instruments” permite acessar 0 Realtime Analysis para 0s
instrumentos instalados.

Realtime Analysis € a janela onde serdo desenvolvidos os métodos e serdo feitas
as analises.

.
LabSalutions Main (Executor) ESE

File View Process Window Help

(& ?
Instrument Type [.P\LL -
IREERNTERS LB-383

.

e "7?

EEatrin

A trinistraticon

B

=l
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Procedimento para ligar o sistema

1)  Ligar o HPLC sendo a CBM-20A (SCL-10Avp) por ultimo.

2)  Ligar o computador e 0 monitor. Entrar no programa LabSolutions.
3)  Entrar com o usuario e a senha.

4)  Selecionar o instrumento.

5) Esperar o programa carregar e a CBM (SCL) apitar.

Procedimento para desligar o sistema

1) Fechar a janela do instrumento e esperar a CBM (SCL) apitar.
2) Desligar o HPLC sendo a CBM (SCL) primeiro.

3) Fechar o programa LabSolutions.

4) Fechar o Windows.

5) Desligar o computador e 0 monitor.

PARA EFETUAR ANALISE

CRIACAO/ALTERACAO DE UM METODO

Selecione inicialmente a pasta de trabalho (File > Select Project(Folder)).
Para evitar confusdes futuras em relacdo onde os arquivos foram salvos,
salve os arquivos de método junto com os arquivos de cromatograma e batch.
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El'__g Realtime Analysis {L_IEBE-Executcr} - [Data Acquisition - repetibili

%H‘Eilei Edit View Method Instrument Acquisition Data Toels Window Help
: Mew Method File Ctrl+M g H 4
igo N | = 2 (=] o iey #

¥ Open Method File... Ctrl+0

_."5 Close Method File =

. ady

El Save Method File Ctrl+5

3 Save Method File As...

Cg Save Method File As Template...

ﬁ: Load Method Parameters...

o¥ Open Reference Data File...

Close Reference Data File L

Select Project{Folder)...

File Search...

F|

Audit Trail Log...

Select Acguisition Printer...
#2; Print Setup...

Print Method File L
[z Method File Properties...

1 repetibilidade

2 Grad AB

3 Grad CD

4 Desvio

Exit Alt+F4

Quando se entra no programa ele sempre carrega o Ultimo método usado. Entrar em File
e escolher método ou criar um novo.
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Criar um novo método: File>New Method File
Ou abrir um ja existente: File>Open Method File.

/4 Realtime Analysis (LB-383-Executor] - [Data Acquisition - repetibilidadelcm, Gradiente CONCal

T

EiIeI Edit View Method Instrument Acquisiticn Data Tools Window Help

Mew Method File Ctrl+M

2| @ il g |

0

¥

% T gl o G A

&

<

Open Method File... Ctrl+0
Cloze Method File

Save Method File Ctrl+5
Save Method File As...

Save Method File As Template...
Load Method Parameters...

Open Reference Data File...

Cloce Befaranece Nats B
LIO5E RETENE

Select Project(Felder)...
File Search...

Audit Trail Lo

(Y]

Select Acguisition Printer...

Print Setup...
Print Method File

Method File Properties..,
1 repetibilidade

2 Grad AB

3 Grad CD

4 Desvio

=] -

—|

0.00 min Ch1[254nm,40m): Ol

Exit Alt+F4

LI i I

No Assistant Bar, cliqgue em Data Acquisition e depois em
Instrument Parameters.

Em seguida clique em Advanced uma janela com as seguintes fichas abrira:
@ Data Acquisition
S LC Time Prog.

S Pump

@ PDA (Detector A)
S Column Oven

< Controller

< Autosampler

@ Auto Purge
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B Instiument Pararneters Wiew Momal | CAdvanced) End Time - G000 min T s

Data Acquisition | |.C Time Prog. I Purp | FDA I Column Oven I Contraller I Autosampler I AutoF‘urge|

LC Time Program
LC Stop Time: 4,00 min

| Apply to All acquisition time |

| Acquisition Time (PDA)

Sampling: @ 11,5625 w|Hz

540 MSEC
Start Time: 0,00 mir
End Time: 60,00 mir
Time Constant: 0,540 ¥ | 5ec
Max Acguisition 702,94 min

Time:

ﬂ‘ Data Acquisi...

S Pump

Escolher 0 modo de operacdo da bomba(s). (Isocratic Flow, Gradiente ou Low
Pressure Gradiente).

No caso de haver mais de uma bomba, escolha modo gradiente, mesmo que para efetuar uma andlise
isocratica. Basta nao criar a tabela para gradiente em 1.C Time Program..

Coloque o fluxo. Coloque o valor para pressao maxima e pressdo minima do sistema.

< Data Acquisition

No item LC Time Program>LC Stop Time coloque o tempo total de analise (tempo
de programacdo), caso a analise seja isocréatica clique em Apply to all aquisition time
para que 0 mesmo tempo seja aplicado para o tempo de aquisicdo dos detectores.

Ativar Acquisition Time. Clicar no quadrado deste guadro.

Sampling: ajusta a velocidade de amostragem do sinal do detector pelo micro. O valor
6timo é aquele que executa mais de 20 pontos no mais estreito pico que se deseja
analisar. Inicialmente escolba 1,5625Hz, para 0 PDA ¢ 2 Hz para o SPD.

End time: colocar o tempo de aquisigéo de dados do detector. E o tempo da andlise.

Start Time: colocar o tempo que 0 programa espera para comecar a gravar os dados do
detector ap0s o inicio da analise. Geralmente zero.

Time Constant: (presente somente no PDA) colocar o valor respectivo em segundos
relativo ao item Sampling.

SLCTime Prog.

Nesta ficha definem-se pardmetros que serdo modificados durante a analise. E nesta
ficha que se faz a programacéo do gradiente para as bombas.

Time: coloca-se o0 tempo (contado a partir do inicio da anélise) em que o parametro sera

modificado.
Module: escolhe-se 0 médulo cujo parametro sera modificado.
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Command: escolhe-se 0 parametro a ser modificado.
Value: coloca-se, se necessario, 0 novo valor para esse parametro.
Comment: escreve-se algum comentéario sobre essa a¢do. N&o é obrigatorio.

Clique em Draw curve para visualizar em forma de grafico os parametros alterados no
tabela do LCTime Prog.

Em Load Data é possivel selecionar um arquivo de cromatograma para visualizar com
o item Draw curve.

2 PDA (Detector A)

Lamp: escolha a lampada que sera utilizada (D2, W ou as duas). Esta escolha deve estar
de acordo com o intervalo de comprimento de onda a ser utilizado em Wavelength (nos
detctores SPD-20A ou SPD-20AV escolha entre D2 e W de acordo com o0s
comprimentos de onda estabelecidos em Wavelength Ch1 e Ch2.

Polarity: escolher a polaridade do sinal (inverte o sinal de saida).

Response é parecido com Sampling, s6 que neste caso é a frequéncia de amostragem
que o detector faz na cela de amostra. Usam-se valores entre 0,5 s ¢ 1 5 (ajustes 3 ¢ 4,
respectivanmente).

Output escolha unidade Volts ou AU, sugestdo: AU.

Auxiliary range selecione o fundo de escala do detector. Usualmente trabalha-se com nm
Jfundo de escala menor do que 1 Abs/ 1.

Cell Temperature habilite e configure a temperatura da cela, no caso dos detectores da
série 20A.

Slit Width (SPD-M20A) escolha entre 1,2 ou 8 nm. Utilizando-se 8 nm h4 um ganho na
sensibilidade em degradacdo da resolucdo. S6 é recomendado utilizar 8 nm quando a
amostra a ser analisada esta em baixa concentracao.

SColumn Oven (se houver)

Habilite o aquecimento do forno em Enable Oven e em Oven Temperature coloque a
temperatura para aquecimento. Defina a temperatura maxima em Maximum
temperature (ver manual da coluna).

< Controller
O item Power on é para a Option BoX. Desabilite.
Os itens Event 1, 2, 3 e 4 estdo relacionados com os relés de eventos.

2 Autosampler (se houver)
Cliqgue em AutoSampler para habilitar o auto-injetor e peca para detectar o rack
clicando em Detect Rack.

2 Auto Purge (ndo é obrigatorio preencher)
Para os modelos da série 20 defina a fase mdvel, o auto-injetor e o tempo que deseja
realizar o Auto Purge.

Apds ajustar os parametros nas fichas da janela Instrument Parameters,
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clicar em File>Save Method File e salvar o método.

. 7 f Download . . ~ , .
Clique em para transferir as informacgdes do método para os médulos.

Para os modelos da série 20 pode-se executar a Auto Purge clicando em
(7

Para evitar uma mudanca brusca de pressao, que diminui a vida Gtil da coluna, altere o
fluxo para 0,2 ml/min no Instrument Monitor, coluna Setting, e tecle enter, aguarde a
alteracdo ocorrer.

Ative o instrumento em Instrument On/Off.

Vé aumentando o fluxo em incrementos de 0,2 até o fluxo desejado.

Para Verificar a Linha de Base

Antes de iniciar-se uma analise é necessario ver se a linha de base esté estavel, verifique
se o fluxo esta no valor de analise e a pressao estavel.
A linha de base é mostrada automaticamente, exceto com PDA.

Clicar em Aquisition > Start Plot para monitoracdo da linha de base (PDA).

x|
Main LCReady PDAPIot o
Acquisition Sample Mame :
Sample D
@/ Data Comment :
Instrument L FoA ALL
F‘alametérs PD& Running Time: 2,91 # 60,00 min Chl[254nm.4nm]: Omél
mal Max Intensity : &
@ 1000 EnT 25anm,anm Time 2,580 Tnten. 0,038 .
Start
Single Run J
750
5004 ]
Snapshot 1
250
W '
Data Analysis 1 .
5 @
] T T T T T T T d
0,0 25 50 75 10,0 125 15,0 17,5 min
] ﬂ‘ Data Acquisi...
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A estabilidade da linha de base depende de varios fatores (estado da fase movel, tipo de
detector, estado da coluna, temperatura do ambiente, rede elétrica, interferéncia
eletromagnética etc.).

Para terminar a visualizacdo clicar em Aquisition > Stop Plot.

Iniciando a Aquisi¢do de uma Analise

Analise Unica (uma injecdo)

Com a amostra pronta para ser injetada e uma linha de base satisfatoria, clique em
Aquisition > Single Run. Aparecera a seguinte janela:

[ Single Run [ﬁr
Acquisition Information
Sample Name: |
Sample 10
Method File: Desvio.lcm
Data File: Create into:  C:\LabSolutions'\Data\Qualificacio \Fev 2014
Gradiente CD.lcd
[7] Auto-Increment: 1,2, ...
|:| Repaort:
Data Comment: -
Fl 2
Sampler
Vial#: -1 Tray:
Injection Volume: 1 uL
[ Advanced > ] [ Ok ] [ Cancel ] [ Help ]
b

Os itens Sample Name e Sample ID sdo campos de texto. Coloque a identificacdo da
amostra.

Method File: especifica qual serd& o arquivo método que sera utilizado para a
aquisicdo/processamento. Este campo vem preenchido com o nome do método que ja
esta aberto.
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Data File: escrever o nome do arquivo que sera salvo a analise.

Selecione Auto Increment se desejar que o software numere automaticamente o
proximo Data File.

Report é utilizada para habilitar e selecionar o modelo de relatério para impressdo logo
apos a analise.

Data Comment: escreve-se algum comentario sobre a analise. Nao é obrigatorio.

O campo Sampler s6 € utilizado se existir um auto-injetor no sistema.

Vial#: coloque o numero da posi¢do do vial no rack do auto-injetor.

Injection Volume: cologue o volume que vai ser injetado para analise.

Tray#: alguns auto-injetores possuem dois racks (esquerdo e direito), coloque 0 numero
relativo ao lado que o vial com a amostra esta.

Advanced: ao clicar em Advanced aparecerdo duas sesses novas:

Other Handlings

Backaground Data File: @I
Quantitative

Type:  Unknown EI Calibration Level: 0
ISTD Amount #1: 1 El Sample Amount: 1
Dilution Factor: 1

[.ﬁ.dvanced Ey ] | K, | | Cancel | | Help |

Other Handlings > Background Data File: escolha um arquivo de cromatograma cujo
perfil serd descontado do cromatograma adquirido.
A principal aplicacdo é corrigir um desvio de linha de base causado pelo gradiente.

Quantitation é utilizado para gerar pontos para uma curva de calibracdo e valores para
quantificagéo.

Type: escolha o tipo de amostra que esta injetando (Padrdo ou amostra desconhecida).
Calibration Level : Coloque o nimero correspondente ao ponto da curva de calibracéo.
ISTD Amount#1: Cologue a concentracdo do padrdo interno, caso esteja utilizando o
método de quantificacdo padrao interno.

Dilution Factor: cologue o valor que serd multiplicado na concentracdo obtida na
quantificagao.

Sample Amount: quantidade de amostra, a concentracdo sera dividida por este valor.
OBS. Para deixar desabilitado, Dilution Factor e Sample Amount use o valor 1
(padr&o) pois ndo ha como desabilitar estas operacdes.

Sugestéo: realize quantificagdo posteriormente a andlise em “Postrun”.

Clicar em OK para inicio da anélise.
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Para parar a anélise basta clicar em Aquisition > Stop.

Para estender o tempo de analise basta clicar em Acquisition > Change Analysis
Time.

ﬂ Realtime Analysis (LB-383-Executor)
E‘ File Edit View Method Instrument &cquisitionigata Tools Window Help

<6 ROz e - o ?

i SampleInformation...

Main L Running PD _i‘_u LChange Acquisition Time...
Acquisition S ample Name : @) Stop
Sample ID [&] Show Batch Queue...
ﬁ.- [ ata Commett : - - -
&7 - DA AL Download Instrument Parameters
Nstmume: G
[ [FD& Furning Time: 0.2 = i nm:dma L
— St
1000 1ERT Z50nm Znm
JCh2 600nm,4nm
Start
Single Run 1
750+
500
250—_
Snapshot b
L4 -
] 04—
Data Analysis 1
0.0 25 50 75 10,0

Apbs o término da andlise o arquivo da andlise (arquivo de dados ou arquivo do
cromatograma) estara salvo e processado de acordo com os parametros do método
utilizado.

Segiéncia de andlises (Batch)

Executar uma sequiéncia de analises é executar varias analises simples, uma apds a
outra. Para isso deve-se preparar uma tabela que representa varias janelas de Single
Run colocadas linha a linha.

Na barra de tarefas Assistant Bar clique em Realtime Batch.
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Ly 'f"ﬂ
System
Corfiguration

System Check

Data
Acquisition

Calibration Curve

Batch Editor

Aparecera a tabela de inje¢des que foi utilizada anteriormente. Clique em File>New
Batch File para gerar uma tabela nova.

Os campos da tabela nova podem ser preenchidos manualmente ou utilizando Wizard.
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& Realtime Analysis (LB-383-Executor) - [Realtime Batch - Desvio.lcb] = | B |

§§ File| Edit View Instrument Batch Tools Window Help — (=] =
(L) BewBuchfie ChN =0 iy BERRERERC B lysidabt [DEY9sso
¥ Open Batch File... Ctrl+0Q

% Close Batch File at=\Qualificagao\Fev 2014

[ Save Batch File Ctrl+5 Tray Name | Sample Name | Sample ID | Sample Type | Method File | Data File | Level# | Inj. Volume | Repc
1 | | [ 0:Unknown | Desvio lem Desvio003lcd | 0] 10 |

oz i SaveBatch File As...
Cp SaveBatch As Template...
Select Project(Folder)...

D ) File Search...

Select Acguisition Printer...
& Print Setup...

Print Batch Table L3
- Batch File Properties...

1 Ci\LabSelutions\..\Desvio
2 Repetibilidade

Alt+Fd

Edit Table/
Restart ‘ B

Create a new batch file. C: 213GB Free NUM

41 Data Acquis... 8% Reattime B...

Configuracéo Manual

Quando a tabela de injecdes for preenchida manualmente os itens abaixo devem ser
preenchidos linha por linha.

Vial#/ Tray Name: Digite a posicao do Rack e do vial da amostra que sera analisada.
Sample Name e Sample ID: s&o campos de texto. Coloque a identificacdo da amostra.
Sample type: Selecione um tipo de amostra.

“Standard” para um padrdo utilizado para criar uma curva de calibracdo. No primeiro
padrdo utilizado para criar uma curva de calibragdo, habilite a opgdo “Initialize
Calibration Curve”.

“Unknown” para uma amostra utilizada para analise quantitativa.

Sugestéo: realize quantificagdo posteriormente a andlise em “Postrun”.

Method file: Selecione o arquivo de método utilizado para anélise.

Data File: Digite o nome para os dados que serdo adquiridos. Se ndo for especificada a
pasta do arquivo, os dados serdo criados em uma pasta de projeto de referéncia.

Level#: Selecione o nivel de concentracdo do padrdo (como no Sample Login) e das
amostras QA/QC.

Inj. Volume: Digite o volume de amostra injetada em unidades de pL.

Report output: Selecione para que o relatério de resultado de analise seja impresso
automaticamente.

Report Format File: Selecione o formato de relatério que sera utilizado.

Data Comment: escreve-se algum comentario sobre a analise.

Utilizando o “Wizard”

Clique em Wizard na barra de tarefas Assistant bar.
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Main

Acquisition

Realtime Batch

Realtime Batch

Batch Queue

Edit Tables
Restart

Sto p

!gf_i

Data Analysis

Aparecera uma janela (figura a seguir) que pedird os dados inicias para preenchimento

da tabela.
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Batch Table Wizard S|

Batch Table: @ New () Append
Method File: Desvio.lcm
Injection Volume: 10 uL

Select standard location in the sequence.,

Mumber of Sample Groups: 1 =

-

(@ Unknown Only E E EEE
(") Standard Only E E EEE
(") Standard & Unknown E E EEE

(") Bracket Calibration m

Bracketing: Cverlap

IUse the same vial(s) in Bracket

QASQC Samples
[] tnsert QA/QC Samples

< Voltar [Auanﬁr;] ’ Cancelar ] [ Ajuda

h 'l

Na primeira janela preencha os seguintes campos:

Batch table: selecione New (a op¢do Append é usada quando se quer adicionar linhas a
um Batch ja existente).

Method File: especifique qual serd o arquivo de método que serad utilizado para a
aquisicdo e processamento (ou reprocessamento) das analises. Este campo vem
preenchido com o nome do método que ja esta aberto. Caso queira troca-lo clicar no
botdo “abrindo pasta” que esta ao lado. Neste caso manter o nome que estd.

Injection volume: defina o volume de injecao.

Number of Sample Groups (numero de grupos de amostras) com o valor 1, pois, na
maioria das vezes, usa-se um so grupo. Selecione Unknown se vai realizar a construcao
da curva de calibracdo posteriormente.

Clique em Avangar.
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L —

Batch Table Wizard - Unknown Sample

===

Unknown Sample

Data File Mame:

Repetitions per Run:

Autosampler
Tray Definition:

Tray:
Vial £

[ Print Report

Report Format File:

Data Comment:

Radk 1

Sample Mame: nknown Sample

Sample ID: LUMK-0001

[7] create file names automatically

Mumber of Unknown Sample Vials in each Group:

|:| Auto-ncrement

Auto-ncrement

Auto-ncrement

1
1

-
-

-
-

[ < Vaoltar ][ Avanﬁr}] [ Cancelar ] [

Ajuda

Na segunda janela preencha os seguintes campos:

Sample Name.
Sample ID.
Data File Name.

Number of Unknown Vials in each Group: nimero de vials a serem injetados.

Repetitions per Run: replicatas por vial.

Tray: digite em qual rack os vials estdo posicionados.

Vial #: selecione o vial inicial.

Clique em Avancar.
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F
Batch Table Wizard - Summary Report

QAfQc

Print Summary Feport

Summary Repaort Format File:

¥

Analysis
|:| Print Summary Report

(@ Standard Samples

Summarize per each Group

Summaty Repork Format File:

Unknown Samples

Summarize of All Samples

=
Na terceira janela clique em Avancar.
r - x
Batch Table Wizard - Other Settings e
Auto Conditioning
[ startup Set the startup method and pumping period.
g Please set the start date and time in the batch settings.

[] Baseline Chedk

4

(Acquire)

4

Na quarta janela clique em Avancar.

[] AutoPurge Perform AutoPurge using the specified
g' parameters in method.

[ shutdown Set the shutdown method and cool down time.
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Batch Table Wizard - Save Batch File [

Batch File
Save Batch File

Batch File Mame:

Na quinta e ultima janela, entre com o0 nome de arquivo do Batch e clique em Concluir.

Edite se for necessario o campo Data File, ou outros, na tabela de injecdes e salve o
batch em File > Save Batch File.

Sample Type Method Rle Data FRle Levelff
0:Unknown Desvio lcm Arquivo-001 Icd 0
0:Unknown Desvio lom Arquivo-002 lod 0
0:Unknown Diesvio lcm Arquivo-003 Jod 0
0:Unknown Diesvio lcm Arquivo-004 lod 0
0:Unkniown Desvio lcm Arquivo-005cd 0

Start
Realtime Batch

Clique em Start Realtime Batch para iniciar o Batch.

Edit Table/
Restart

Cligue em Edit Table/Restart para editar a tabela.

Depois da edicdo, clique novamente em Edit Table/Restart para dar sequéncia no
Batch.
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Para selecionar o comprimento de onda que deseja visualizar (PDA) durante a aquisicao
dos dados, clique com o botdo da direita do mouse em cima da tela do cromatograma e
selecione Display Settings. Na janela que aparecer digite o comprimento de onda
desejado, ou clique em Obtain from Data Processing Parameters.

Para os outros modelos de detectores ndo é necessario este passo.

F A
Display Settings ﬁ
General | Status | PDA | Uy Spectrum | ALL |
[] Contour UY Spectrum
Wavelength: 190 - 800 nm Absorbance: 0 - 1000 maL
View Size: Contour & UV Spectrum
Chromatogram [T Base shift
@ Overlay () Stack
Show Wavelength| Bandwidih | Magnifica-
Chit | View | Type [nm] +/-nm] tion
1 Absorbanc 250 4 1.00
2 Absorbanc 600 4 1,00
3 [
4 [l
5 [
6 [
7 [
8 [
3 [
10 [ Apply to Data
1 |:| Processing Parameters
12 [
13 [
14 | Obtain from Data
| N
15 [ Processing Parameters
16 [
Intensity Range:
Channel -100 - 1000 mau v | Normalize |
[ QK ] [ Cancelar ] Aplicar
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Para ajustar a altura do cromatograma para 0 maior pico cliqgue com o botdo direito do
mouse em cima da tela do cromatograma e selecione Normalize.

@ Realtime Analysis (LB-383-Executor) - [Data Acquisition - Teste.lem(Read only), Teste2.lcd]

%ﬂ‘ File Edit Wiew Method Instrument Acquisition Data Tools Window Help

sk Bk DaHd=E? 2(oedw | ) ? m/[@] ?
ME|
LCRunning PDARunning Plat
Acquisition Sample Name
Sample D
E}r D ata Comment :
il LC | PDA | ALL
INstrumet
Parameters [PDA Running Time: 1.45 /10,00 min Chi(250nm.4nm}.-313mal
mAl Max Intensity : 3.732.647
12500-{ChT Z50nm, 4nm Time - - 9,083 Inten. 0,000 .
Start
Single Run
10000+
7S00] Base Shift O
- 5000 =
Snapshot Normalize
!éf Display Settings...
. 2500+
Data Analysis Properties...
1 d
0,0 25 50 75 10,0 135 12,0 175 min
ﬂ‘ Data Acquisi...
Mormalize the PDA chromatogram. C: 213GB Free NUR

Para visualizar no Post Run e obter os valores do cromatograma que estd sendo
adquirido, clique no icone SnapShot que aparecera na barra de ferramentas Assistant
Bar durante a aquisicéo.

Durante a aquisigdo é possivel sobrepor cromatogramas j& adquiridos, clicando em File
> Open Reference Data File. Selecione o arquivo do cromatograma e o canal.
Para finalizar a sobreposicdo clique em File > Close Reference Data File.
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File| Edit View Method Instrument Acc

Open Reference Data File...

Select Project(Folder)...

File 5earch...

Select Acguisition Printer...

Print Setup...
Print Method File k

Method File Properties...

Exit Alt+F4

ANALISE QUANTITATIVA E QUALITATIVA

INTEGRACAO E CURVA DE CALIBRACAO

Para acertar os parametros de integracdo e construir curva de calibracdo dos dados ja
obtidos entre em Postrun, selecione a opgdo Postrun na janela principal do programa
LC-Solution, depois clique no icone

Postrun

Em seguida clique nos icones Data Analysis ou PDA Data Analysis (Assistant Bar)
dependendo do detector utilizado para a anélise.
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|
)

Data Analysis

POA Data

Analysis

Postrun Batch

=

Data Comparison

UV Library
Editor

Abrir o Data Explorer clicando em View > Data Explorer.
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il |
Folder:

... \Data\Qualificacdo\Fev 2014 - ]
Filename Modified D: =
1| Arquivo-001 05/02/2014
] Arraste 05/02/2014
1| Branco 05/02/2014 |E
1| Desvia002 05/02/2014

1] Gradiente AB 05/02/2014 1
1] Gradiente CD 05/02/2014 1
] Repetibilidade-01 05/02/2014
1] Repetibilidade-02  05/02/2014
1| Repetibilidade-03 05/02/2014 _
L PP

+ Ll I

Max Intensity : 0

Dados Métodos Relatdrios Batch Todos

Selecione em Folder: a pasta onde foram armazenados os dados de interesse. Clique na
ficha referente aos dados (cromatogramas) e depois clique duas vezes no arquivo
referente a um dos pontos da curva de calibracéo.

Se o detector utilizado for PDA, selecione Multi Chrom, nas fichas, inferior direito, o
comprimento de onda de interesse (figura a seguir).
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& <» Method View - Multi Chromatogram T able

Multi Chrom |I.ntegraﬁnn I Identification | Quantitative I Compound | Group I Performance | UV Spectrum I Library I Purity |
Disp- Wavelength| Bandwidth | Magnifi-

Chi lay Type {rim) +/~{nm) cation

1 ¥ Absorbance 254 4 1,00
2 ] Reference Correction
i = Ref, Wavelzngth: | 350 mri
g e Ref, Bandwidth: | 20 i
= =
2 Tl Display Extracted Chromatogram
11;1] = Extraction Settings
11 =] (@) Absorbance Derivative
= : Bandwidth: 4 sl
13
14 =]
16 = Magnification:

ﬁi‘;

Wizard

Na barra de tarefas (Assistant Bar) clique no icone
parametros de integragéo e curva de calibrag&o.

para comecar a definir os

Na janela Compound Table Wizard 1/5 selecione em Channel o(s) comprimento(s)
de onda de interesse.

F il
Compound Table Wizard . =5
This wizard automatically creates a compound table. Please note that the curmrent compound

able will be replaced with the new one created by this wizard.
this page. please set the peak processing parameters for peak detection_
Channel: [Chl 254nm - l
Width: 5 sec Copy to All Channels
Slope: 1000 uV fmin j
Drift: a UV fmin —-—-—-—-"m_—-—-—
Program
T. DBL: 1000 min
Min. Area/Height: 1000 counts [ Moise/Drift Calculation. .. ]
Calculated by: @) Area (7) Height N
[ Register Spectrum to Table
< Voltar Avancar > | [ Cancelar ] [ Ajuda
a
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Modifique os valores de Width e Slope até que a integracdo dos picos de interesse fique
adequada.

Clicando no icone [Fro@am| node-se visualizar se a integracdo e utilizar outros

parametros de integragdo. Ex: Integration On e OFF este parametros oculta a
integracdo em determinado intervalo de tempo. Clique OK e em seguida Avancar.

r{'ﬂ] Integration Time Program - ibilidade-04.lcd Channel @1
R.Time: 3,641 Inten: 116328,4 Reference Chrom Ch#: |pDA Ch1 254nm
mal - Wax Intensity : 117 215
] & -
100
75 @
i o oo
g z & &
22 2E--8 -
- 2i> 3 %
= . : N S — S Ti—; T— : | &
0,0 0,5 1,0 15 2.0 25 3,0 3,5 40
A b R g pe b Pl A 00 P b e e SO A B
Time(min) Command Value oK
el - T e
3 |#] 0.000 0

Na janela Compound Table Wizard 2/5 selecione os picos de interesse.
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Selec| Ret. Time Area Height | » Select peaks you want to define by checking boxes
v 703 | 635532 | 116552 | || Pn the peak table.
2] [ 2,351 8085 843
3 [ 2560 27820 31533 usll  Max Intensity : 117.215
Tl i {Time 0,034 Inten. o~
4 25917 13925 2063 125000301 240 g
] (=3
100000 o
75000} i
50000
] o]
] 2
o -
g &
- a | |
[«]»]\ch1254nm / 00 25 mn
[ < Vaoltar ][ Avancar = ] [ Cancelar ] [ Ajuda ]

Na janela Compound Table Wizard 3/5 ajuste os seguintes parametros da curva de
calibracdo:

Quantitative Method: escolha 0 método Quantitativo Ex: Padrdo Externo ou Interno.
Calculated by: selecione se as areas ou as alturas serdo utilizadas nos célculos
quantitativos. .

# of Calib. Levels: digite o nimero de niveis de calibracdo da curva.

Curve Fit Type: selecione qual o tipo de equagéo para ajustar a curva.

Zero: selecione forcar ou ndo a curva de calibracéo passar pelo zero.

Weighting Method: recursos matematicos para melhorar a curva de calibracéo.

X Axis of Calib. Curve: selecione qual pardmetro estara no eixo X (Concentracao ou
Area/Altura).

Unit: digite a unidade das concentracdes (campo de texto).

Format of Concentration: selecione o formato que o resultado da concentracdo sera
mostrado (numero de decimais ou algarismos significativos).

Grouping Type: somente selecione se 0s picos vao ser quantificados em grupos.

Apds ajustar os parametros clique em Avancar.
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Quantitative Method:

]

Unit: magjL

[External Standard

T ] |:| Format of Concentration

Calculated by: @ Area
Calibration Curve

# of Calib. Levels:

() Height @ Decimal Digits () Significant

Digits
5

Curve Fit Type: [Linear = ] Grouping Type:
[Nut Lzed -
Zero: [Nut Faorced - ]
Weighting Method:
¥ Axis Calib. Curve: @ Conc. () AreaMHeight
< Voltar ][ Avancar = ] [ Cancelar ] [ Ajuda

Na janela Compound Table Wizard 4/5 ajuste 0s seguintes parametros para a

identificacdo dos picos:

Window: os picos serdo identificados no intervalo estipulado em porcentagem do

tempo de retencao.

Band: os picos serdo identificados no intervalo estipulado em minutos.
Peak Selection: selecione a maneira de identificacdo dos picos caso dois picos
estiverem no mesmo intervalo de tempo. Ex: All Peaks os picos serdo identificados
como um pico Unico, somando-se as areas ou altura.
Retention Time Update: selecione o que fazer com a variacdo do tempo de retencao
dos picos. None (nada a fazer), Replace (substitui pelo novo tempo de retencdo) e
Average (faz a média entre o tempo de retengdo novo e o velho).

Apds ajustar os parametros para 0 método de identificacdo, cliqgue Avancar.
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Compound Table Wizard y | 3 |

Identification
Window/Band: @ Window () Band
Window: 5 B
Defaulk Bandwidth: 0,01 i
Identification Method: [Absolute Rt v]
Peak Selection: [[‘.Iusest Peak - ]

[ Display not identified peaks as peaks with zero areafheight)
Add the peaks with zero arealheight) to calibration level I

Retention Time Update: i
@ Mone i”) Replace (7 Average
< Voltar ]I Avancar > I [ Cancelar ] [ Ajuda
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Na janela Compound Table Wizard 5/5 digite os nomes dos picos. Selecione em Type
0 padrdo interno (ISTD), caso esteja realizando uma andlise com padrdo interno.
Coloque os valores das concentragdes de cada nivel (Conc.1, Conc2...).

Em seguida cliqgue em Concluir.

.
Compound Table Wizard '

Following compound table is created.
Chedk the contents and modify it if necessary.

bS]

1D Name Type Channel Ret. Time Conc_(1)
1 Metil Farabeno | Tanget Ch1 254nm 2036 ]
2 Target Ch1 254nm 0,001 1

[ < Valtar ][ Concuir ] [ Cancelar ] [

Ajuda ]

Com parametros de quantificacéo e identificacdo ajustados clique em View e selecione
a ficha Compound para certificar-se de que os parametros foram transferidos
corretamente.

[ <» Method View - Compound T able

1D

MName

Type

Channel

L View | # Edit

Ret. Time

Conc_(1)

1

Metil Parabeno

Target

Ch1254nm

2036

5

Multi Chram I Integration | Identification | Quantitative | Compound | Group | Performance | UV Spectrum I Library | 1| *
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Este passo é muito importante e gera muita confuséo, por isto preste muita atencao

no nome do método utilizado para aquisicdo e principalmente o diretério onde esta
salvo.

Aplique as alteracOes realizadas para o método original. Clique em Apply to Method
na barra de tarefas Assistant Bar ou clique em File>Save Method As..., para transferir
as novas informacdes para o método original.

Main
PDA Data

Applhy to Method

Nesta etapa verifique com atencdo e tenho certeza que o nome do método e o diretdrio
estejam corretos. Entdo clique em Salvar.

-
@ Save Method As ' ﬁ
Salvar em: |, Fev 2014 - & F EF M-
Morme . Data de modificag.. Ti
En| Desvio 05/02/2014 17:42 Sk
) Grad AB 05/02/2014 10:07 St
) Grad CD 05/02/2014 10:07 St
|2 Repetibilidade 05/02/2014 13:29 St
) Teste 06/02/2014 09:00 St
' 1 | b |
Nome: Repetibiidade v
Tipo: [LC Method File (*lom) ~| | Cancelar |
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Sempre devera aparecer a mensagem a seguir, entdo clique em Sim.

-~

Postrun Analysis

3
e

7 1N

[033c] The same file exists. Are you sure you want to overwrite it?

ChLabSolutions\Data\ Qualificagdc Fev 2004 Repetibilidade.lcrm

Sim

Nio | | Ajuda

Em seguida cliqgue em OK na janela que surgira.

| |

@ Current Settings

Data Processing
Data Processing Parameters

(7 Acguisition Settings

- Peak Integration Parameters
- Identification Parameters

- Quantitative Parameters

- Compound Table

- Calibration Curve

- Column Performance Parameters
- Group Parameters

- Custom Parameters

- QC Check

- Multi Chromatogram Table

- Purity Parameters

- Spectrum Parameters

- Library Search Parameters

Cancel

[T gajoc Parameters
- QASQC Parameters

[ system Suitability Settings

Fechar a janela Data Acquisition, pois esta analise vai ser utilizada no Batch.

No Data Explorer clique na ficha referente ao Batch e depois clique duas vezes no
arquivo referente ao Batch que possui os arquivos da curva de calibracéo.

Modifigue as seguintes colunas no Batch:

Sample Type: Selecione Standard>Initialize Calibration Curve para o primeiro
padrdo da curva e Standard>Add Calibration Level para os padrdes restantes.
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Sample Type @

& Unknown Calibration

& Standard @ Initialize Calibration Curve
& Control

& Unspiked Add Calibration Level

& Spiked

& Standard(ISTD Recovery) Replace Calibration Level
g Unknown(QAJQC)
[ Backup Method

[ Ok ] [ Cancel ][ Help ]

Level#: selecione cada corrida com o respectivo nivel (concentracdo). Ex: o primeiro
ponto da curva esta relacionado ao Level 1.

Sample Type Method Rle Data Rle Level# | Inj. Volume
1| 1:5tandard:{l) repetibilidade lem Repetibilidade-01 led 1 20
1| 0:Unknown repetibilidade lem Repetibilidade-02 lcd 0 20
1| 0:Unknown repetibilidade lcm Repetibilidade-03 lcd 0 20
1| 0:Unknown repetibilidade lem Repetibilidade-04 lcd 0 20
1| 0:Unknown repetibilidade lom Repetibilidade-05 lcd 0 20
1| 0:Unknown repetibilidade lom Repetibilidade-06.Jcd 1] 20

Start
Postrun Batch

Clique em para reprocessar o Batch aplicando as novas informacdes e
construir a curva de calibracéo.

Para visualizar a curva de calibracdo e os parametros gerados, clique na ficha referente
ao Método (Data Explorer) e depois clique duas vezes no arquivo referente ao método
utilizado no Batch. Abrird uma nova janela referente a curva de calibracdo. Nesta tela ha
informacdes sobre a curva de calibragdo de cada composto. Se desejar imprimir o
relatorio da curva de calibracdo clique em File > Print Graph Image > Print.

Figura a seguir.

Elaborado por: Jair Aprovado por: 35
Prof. Dr. Raul Cavalcante Maranhao

Revisado por: Priscila Carvalho




ILZJ Calibration Curve - Repetibilidade.lem

8 Calibration Curve View @) Compound () Group [+ Data Files -
#1 Metil Parabeno ] =- L:avel_\‘l .5 -
Y-aX<b ] R epetibilidads-01.led =
Area H il
g a=126788 |£.~:] Repetibilidade-02. led
b=0 M Fepetibilidade-03.led
] R"2 = 1,000000 e i] Repetibilidade-04.led
TRl R = 1.000000 ] Repetbiidade 04 lod 2
1 RSS = 0.000000e+000 B Chromatogram Yiew
BExtemnal Standard ] 3 5
] Calib Curve:Linear A singie |t Muiti I Sample Info. |
2500004 ﬁff‘?imﬁmd mAU Max Intensity : 119.907
1 veignt -None JChT 254nm,&nm Time | 1,857 Inten. 0,748] .
Mean RF : 1.267876e+0( 100
RF 5D : 5,103264e+002 ]
0 g d RF %RSD : 0402505
0,0 25 Conc. Date Processed : 06/02/2 o~
level| Conc. | MeanAmea | SD [ =msp T =
1 | 5] 633938 | 25516322003 | 0,402504 |
L £ T T T T d-"\l: d
19 2,0 2,1 22 23
'l e 3 1 +
B Method View - Compound Table & Wiew | @ Edit

Multi Chrom I Integration I Identification I Quantitative | Compound |Group I Performance I UV Spectrum I Library I Purity I Custom I QC Check I Retention Index|

D# | Name | Type

Channel I

Ret. Time |

Conc.(1) |

1 { Metil Parabeno | Target

[ChT258mm |

2.036 |

5]

Se necessitar fazer alguma alteracdo nos parametros de integracdo e da curva de
calibracdo, clique em Edit na tela acima, ou, abra um arquivo de um cromatograma da
curva de calibracéo, faca as alteracdes e clique em Apply to Method (Assistant Bar).

Abra o Batch e reprocesse novamente.

Abra o método e verifique se a curva esta OK.

Todas as analises de amostra desconhecida, que forem realizadas utilizando-se deste
método, os picos serdo identificados e automaticamente quantificados, basta reprocessar
0 Batch para as amostras obtidas antes da constru¢do da curva de calibragdo. Para
visualizar o resultado selecione em Folder a pasta onde foram armazenados os dados de
interesse, clique na ficha referente aos dados (cromatogramas) e depois clique duas
vezes no arquivo referente a uma amostra.

Os resultados estardo disponiveis na ficha Results.
(campo inferior esquerdo).
O LabSolutions disponibiliza 2 tipos de resultados:

-Peak Table, todos os picos integrados s&o mostrados.
-Compound, apenas o0s picos identificados sdo mostrados.
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| <> FesulsView - Peak Table
Peak Table | Compound | Group | Calibration Curve
Peak# Ret. Time Area Height Mark Conc. Uit
1 2037 631477 118093 45958 | masL
2 2.350 1511 4| v 0,000
3 2561 21650 3585 | V 0,000
4 29159 13559 2089 0.000
Total 668557 124071 4958
[« [+ [xch1 254nm / | < i | ’
Relatérios.

Existem 2 maneiras para imprimir o relatorio do cromatograma.

1- Impressdo utilizando o Batch.

Abra o Batch contendo o arquivo do cromatograma.

Selecione Report Output e em Report Format File escolha o formato de relatério
que deseja aplicar.

Processe o Batch, o relatorio serd impresso para o cromatograma selecionado.

Inj. Volume Report Output Report Format File
20 Fl C:LabSolutions \System DEFAULT Jsr @
20 [ C:LabSolutions System DEFALLT lsr
20 ] C:\LabSolutions System DEFALLT lsr
20 7] C:xLabSolutions* System DEFAULT lsr
20 7] C:xLabSolutions* System DEFAULT lsr
20 ] C:LabSolutions . System DEFAULT lsr

2- Impressdao Manual.

Selecione em Folder: a pasta onde estdo armazenados os modelos de relatérios,
clique na ficha referente aos relatérios e depois clique duas vezes no arquivo
referente ao modelo de relatério desejado.

Em seguida selecione em Folder: a pasta onde foram armazenados os dados de
interesse, clique na ficha referente aos dados (cromatogramas) e depois clique e
arraste para cima do relatorio.
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Folder:

[C: \LabSolutions\Sample\LC

Modified Date

26/03/2011 12:07
26/03

Filename

|= BatchTable
CalibrationCurv...

CalibrationCurv... 26/03/2011 12:07
CalibrationCurv... 26/03/2011 12:07
|=] ColumnPerform... 26/03/2011 12:07
Contour3DReport  26/03/2011 12:07
FractionCollecti... 26/03/2011 12:07

GroupResults .1 26/03/2011 12:07
GroupResults_2
Method
PDADatafnalysi...
\=| PeakReport_1

=| PeakReport_2

4 ]

26/03/2011 12:07

26/03/2011 12:07
26/03/2011 12:07

m

Comment:

Shimadzu LabSolutions Analysis Report

Semghe [nfermetion

<Chromatogram>

Verifique se o relatorio esta adequado e se estiver clique em Print para imprimir.

m

-]
Folder: &
[.H\Data\quahﬁcagét)v:au 2014 v]
==== Shimadzu LabSolutions Analysis Report =
Filename Modified Date
|+ Arquivo-001 05/02/2014 17:42
ol . . [Sample Mame - Padrio
&JA"E“E 05/02/2014 11:53 ISample ID : Metil Parabeno003
|| Branco 05/02/2014 11:20 Ha{g Fcijlie:[}ame : Rep?ltijb‘il‘ijd%del—ﬂilcd
o Method Filename : repetibilidadelcm
|11 Desvio002 05/02/2014 14:48 Batch Filename  : Repetibilidade.Icb
¥ Gradi 102/ : ial # 111 Sample Type : Standard
(]Gradiente AB  05/02/2014 0:11 Injection Volume © 20 uL Coval ]
|| Gradiente CD 05/02/2014 09:41 Date Acquired :05/02/2014 11:31:19 Acquired by : Executar £
|1 Repetibilidade-01 06/02/2014 10:26 Date Processed - 06/02/2014 10:26:30 Processedby  :Executor
M\Repetlbllldade-ﬂl 06/02/2014 10:26
k-j,Repetihilidade-GE 06/02/2014 10:26
|+ Repetibilidade-04  06/02/2014 10:26 <Chromatogram>
|1 Repetibilidade-05  06/02/2014 10:26 mAY
M\ Repetibilidade-06 06/02/2014 10:26 ] PDA Multi 1 254nm, 4nm
(1] Testel 05/02/2014 16:24 2
&‘l'TestEZ 06/02/2014 09:00 100+
« T 504
FDA -
Max Intensity : 178.769
g § %
o8 3
T T T T T T T
0,0 05 10 15 20 25 3.0 35 40
min
<Peak Table> =
3:0 40 ] [} »
-D Report
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