N2000型色谱工作站操作规程
目 的：建立色谱工作站操作程序，规范操作行为。
适用范围：N2000型色谱工作站操作
责 任 者：色谱工作站操作员
程 序：
1、进入N2000色谱工作站，选择进入“在线色谱工作站”。
2、打开通道1或2，对实验信息、方法进行编辑。
3、输入实验信息，包括实验标题、实验人及实验单位。
4、编辑方法：①采样控制：输入采样结束时间、文件前缀、文件保存方式、保存路径以及选择采样结束后自动积分或自动打印报告；②积分：选择积分参数、积分方法，并且根据实验所需对分析参数进行修改；③谱图显示：输入时间、电压显示范围，并选择色谱图注释内容；④报告内容编辑：根据实验所需对谱图尺寸、实验信息、报告内容及谱图显示等进行修改；⑤仪器条件：在“液相色谱”下输入仪器型号、标温、柱类型，在“检测器”下输入检测波长，“梯度方式”下选择梯度类型、输入流量。
5、数据采集：①查看基线；②零点校正。
6、待检测器稳定后，开始进样。在“数据采集”状态下，单击“采集数据”，采集完毕后，单击“停止采集”，如不要此数据，则单击“放弃采集”。
7、在“在线色谱工作站”状态时，打开“离线色谱工作站”。
8、在“off line”下，打开文件，查阅数据，并对所得结果进行计算、打印。
9、分析完成后，退出N2000色谱工作站。
N2000型色谱工作站的有关概念
1、本工作站需用到的部分色谱专业术语 
1.1 色谱图的有关概念
色谱图：色谱柱流出物通过检测器系统时所产生的响应信号对时间或者说载气流出体积的曲线图

色谱峰：色谱柱流出组分通过检测器系统时所产生响应信号的微分曲线。

基线：峰的起点与终点之间所连接的直线

峰高：从峰的最大值到峰基线的距离

峰宽：在峰两侧拐点处所作切线与峰基线相交两点之间的距离

半峰宽：通过峰高的中点作平等于峰底的直线，此直线与峰两侧相交两点之间的距离

峰面积：峰与峰基线之间的面积

1.2 峰处理参数
色谱峰检测、基线漂移的修正、峰起落点的确定、分割分离不完全的峰、测定峰面积等谱峰处理，都是根据设定的峰处理参数（如峰宽、斜率、漂移量、最小峰面积、时间变参、时间程序表及积分事件表）等进行的，其有关概念见下表：
	参数 
	单位及范围
	功能与说明

	峰宽
	0～50（5）秒
	删除峰宽比设置值小的峰，过程如同筛子以最小有效峰的半高处的宽度为依据来设置，最小半峰宽，可从谱图显示处估计该设置值。 

	斜率
	0～99999.99（70） (微伏/分) 
	峰检测灵敏度，用于确定峰的起点与终点

	最小峰面积
	0～99999.99（100） (微伏?秒) 
	删除面积(峰高)比设定值小的峰,用于删除分析过程中面积相对较小的不相关峰(如仪器噪声)

	漂移
	0～99999.99（0） (微伏?秒) 
	确定基线变化程度,实现峰面积的自动分割置“0”则进行自动修正 

	时间变参
	0～2000（0）（分） 
	依据色谱峰的峰形规律,在到达设定时间后,斜率减半.峰宽加倍,置“0”根据峰宽与实际峰形的关系,自动改变,如不想使用则设置一个比停止时间大的值


	锁定时间
	0～99999.99（0）（分）
	删除分析开始至锁定时间之间的峰,主要用于删除分析开始的一段时间内出现的空气峰,溶剂峰,负峰等不相关峰

	样品量
	0～999999.99（100）
	分析样品的重量,不能置零,对非归一法有效


注：表中括号内数据为系统默认值。
2、色谱处理的相关概念 

2.1.数据采集：在采集数据的过程中，分析仪器所输出的信号在采集器中由模拟信号转化为数字信号。数字信号传送到N2000色谱工作站并保存在信号数据文件中。

2.2.积分：积分是从信号曲线上确定峰并计算其大小。积分是定量计算必不可少的。N2000色谱工作站积分时，先是辨别每一个峰的开始及结束时间，并用“|“符号标记这些点，同时寻找这些峰的顶点，确定保留时间，建立基线，计算峰面积、峰高及峰宽。这些过程由积分参数表、时间表、手动积分事件表控制。
    在实际运行中，色谱工作站常常必须处理非常复杂的色谱问题。在一次运行中，峰的大小可能变化很大，而且峰经常是以很小的浓度出现。系统噪声，漂移等干扰会影响工作站用来计算峰面积和高度的基线，最终会导致色谱过程难以完全将峰分离。只要有可能，就优化色谱分析方法来产生分离效果。当由于某些原因而难以做到时，色谱工作站必须处理复杂峰。
    因此，我们知道峰的积分是一项复杂的工作，尽管我们浙江大学智能信息工程研究所的增强型智能算法尚不能对极差的色谱峰完全补偿，但我们的N2000型色谱工作站能够克服噪声、漂移和峰的不完全分离等问题，并从较差的色谱图中获得可重复的结果。 

2.3.定量：使用峰面积或峰高来确定样品中化合物的浓度，包括以下过程：弄清并鉴别您所分析的化合物；建立分析含有这种化合物样品的方法；分析含有已知化合物浓度的一个或几个标准样品，以获得该浓度下的响应，并计算出响应因子；分析未知浓度的化合物样品，以得到未知浓度的响应；将未知浓度的样品与标准样品进行比较，并利用标准样品的校正因子来确定未知样品中化合物的浓度。
     为了获得未知样品响应与标准样品的有效比较，必须在相同的条件下采集和处理数据。

2.4.校准：校准是通过进样分析指定的准备好的标准样品，来确定计算绝对组分浓度的响应因子的过程。
    重复次数：同一浓度的标准样品平行进样的次数。
    校准点数：由一个校准不同样品浓度的校准点组成。
    标准样品：也叫校准样品或标准混合物，是含有用于定量的已知数量的化合物样品。标准样品可从国家标准试剂供应商处买到。
    标准曲线：是从一个或多个标准样品中获得的化合物的数量与响因数据的图形表示。

2.5.报告：报告包含所分析样品的质及量的信息。报告可以直接打印，或在屏幕上显示，报告可包括运行中所测峰的详细信息及所得的信号图。 

3、本工作站的特有概念介绍：

积分方法、组分表、谱图、ORG文件、MDY文件、DAT文件、手动积分事件表等。
3.1.方法(.MTD文件)
    方法是指控制工作站对色谱仪的信号进行显示、采样保存、分析计算、打印、同时记录试验条件的一个程序，包括采样控制、积分参数、组分表、谱图显示控制、报告编辑格式、仪器条件等。
    本工作站所用的方法有三类：贮存方法、缺省方法、现用方法，扩展名为.MTD
    针对不同的样品设置相应的方法，可以使您更准确更快速更方便地进行样品测试，并真实地记录样品的实验条件。所以，在日常的操作中应养成良好习惯；即取一个简单直观的方法文件名并及时地保存修改过的方法。


3.2.组分表(即ID表)
    工作站组分表就是用来鉴别峰，判定组分名称，进行非归一法计算时的依据。

3.3.谱图DAT文件
     即只包含色谱数据信息的文件，与原N型和UPPER色谱工作站兼容。

3.4.ORG文件
    原始处理数据文件，除了谱图数据以外，还包括实验信息与样品分析方法、仪器条件、积分及定量计算结果、结果报告等信息。这是只可查看不可编辑的二进制文件，因而可确保结果的原始性，符合ISO9000系列及美国GMP认证规定。后处理时不许对其进行修改，修改后保存为MDY文件。

3.5.MDY文件
    对原始处理数据（ORG文件）进行修改后保存的文件。

3.6.实验日志
    即您利用本工作站时对方法的操作、数据的采集等在线工作站的自动记录。
    可记录整个系统的运行情况，包括方法的建立、保存、另存、加载、实验数据的采集及文件的保存。

3.7.手动积分事件表
    即您对谱图手动画基线等手动积分事件的集合。
N2000工作站相关文件操作
1、本工作站通用的文件操作方式
1.1.方法的加载：从磁盘中调入一个已有方法到内存中，作为现用方法处理色谱数据。
1.2.方法的保存：将内存中正在使用的方法以加载时的文件名保存到磁盘中，以免因调用其他方法或突然停电而将修改后的方法丢失。
1.3.方法的另存：将内存中正在使用的方法作为另一个文件名保存到磁盘中。
1.4.方法的缺省：将工作站内置的方法调出作为当前方法。
1.5.谱图的打开：从磁盘中调入一个已有的谱图作为当前对象进行操作，打开之前可以在打开谱图的下方小窗口进行预览及放大。
1.6.谱图的保存：将当前内存中的谱图以另一个文件名保存到磁盘中，需要选择或者输入一个文件名，保存的扩展名为MDY。

2、本工作站通用的谱图操作方式
2.1.谱图的放大：在谱图窗口内，按住鼠标左键，从左上到右下选一个区域，放开鼠标，所选区域即被放大至全窗口。
2.2.谱图的缩小：与放大的操作步骤相反，即在谱图窗口内，按住鼠标左键，从右下到左上拉一个区域，放开鼠标，谱图即还原回被放大前的全窗口。
2.3.谱图的拖动：即在谱图窗口内，按住鼠标右键，任意移动鼠标，即可将谱图的其他部分显示在窗口内。
2.4.选择一个色谱峰：按住shift键，用鼠标在谱图上点击所需要的色谱峰，然后再点击插入，工作站自动给出相应的保留时间，以方便您进行组分表的编辑。
2.5.选择一个时间段：按住shift键，用鼠标在谱图上拉出所需要的时间范围，在编辑时间程序表时用。
2.6.谱图的全量程显示：以最大的峰高为纵坐标，将谱图的所有峰都显示在窗口内。工作站默认为本选择。
2.7.谱图的自动显示：即工作站根据谱图的实际情况，自动选择一个最佳的电压作为纵坐标，以美观的格式显示谱图，方便您的操作。
2.8.范围不变：即工作站强制以您设置的电压范围和时间范围显示谱图。
校正归一法（单点多次校正）
在本例中，所测样品有四种组分，各组分浓度如下：
	组分名
	组分浓度（％）

	A
	25.23

	B
	45.22

	C
	15.5

	D
	14


该样品所采用的方法为“面积校正归一”，且已对该标样进行了2次平行进样(重复进样)。现要求对方法进行单点二次的校正归一法校正。

参照本章第一节的叙述，其校正步骤如下：

1、选择方法和积分参数，在此例中我们使用“面积校正归一法”，如图所示：
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2、编辑组分表，调开标样谱图，在本例中我们采用“全选”方式套用各组分保留时间及时间宽度，在峰名一栏中输入组分名“A”、“B”、“C”、“D”，
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然后单击“采用”，工作站将跳出提交成功窗口：
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点击OK，工作站将加亮“校正”按扭，单击“校正”，工作站将跳出校正窗口。

3、输入标准品含量:单击“组分含量”，在组分含量表中输入A、B、C、D的浓度，如图所示：
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注：在输入组分含量时，请将输入法切换成英文形式，在中文输入法下，很容易将小数点“.”输成句号“。”。这是软件不能接受的格式，还则系统将提示您“请输入正确的数值”。
4、校正：在本例中我们采用“加入标样”来运行校正，单击“加入标样”，工作站将跳出“打开谱图文件”窗口，选择标样hplc1.dat，单击“打开”，以完成一次校正；
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重复第一次校正步骤，即再点击一次“加入标样”，打开标样谱图hplc2.dat文件，并“确定”，单击“校正完毕”用以完成本次平行两点校正。
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5、预览校正曲线：
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单击“另存”，输入方法文件名“面积校正归一法（平行两次校正）测样.MTD”，用以保存校正曲线，以便分析样品使用。
高度内标法（单组分单点二次校正）
例：标准样品的配制：精密称取98.54mg VE标准品(含量为99.3%)于100ml容量瓶，用含1mg/ml内标物C32的正已烷稀释至刻度。可算出VE标准品的浓度(即标浓度1)为0.9785mg/ml；
样品1的配制：精密称取96.13mg 样品于100ml容量瓶，用含1mg/ml内标物C32的正已烷稀释至刻度。可算出VE样品的浓度(即样品量)为0.9613mg/ml

样品2的配制：精密称取90.10mg 样品于100ml容量瓶，用含1mg/ml内标物C32的正已烷稀释至刻度。可算出VE样品的浓度(即样品量)为0.9010mg/ml

标准品连续进两针，做平行二次校正。
标准品组分浓度：

	组分名
	称重（MG）
	浓度（mg/ml）
	纯度(%)
	净重(MG)

	NB（C32）
	1*100=100
	1
	100%
	100

	VE
	98．54
	0.9785
	99.3%
	97.85


待测样品浓度：

	样品号
	组分名
	称重（MG）
	浓度（mg/ml）
	纯度(%)
	净重(MG)

	样品1
	NB（C32）
	1*100=100
	1
	100%
	100

	
	VE
	96.13
	0.9613*X1
	X1
	Y1

	样品2
	NB（C32）
	1*100=100
	1
	100%
	100

	
	VE
	90.10
	0.9010*X2
	X2
	Y2


该样品所采用的方法为“高度内标法”，且已对该标样进行了2次平行进样(重复进样)。现要求对方法进行单组分单点二次的校正归一法校正。

参照本章第一节的叙述，其校正步骤如下：

1、选择方法和积分参数，在此例中我们使用“高度内标法”，如图所示：
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2、编辑组分表，调开标样谱图，在本例中我们采用“插入”方式套用各组分保留时间及时间宽度，先按住键盘上的SHIFT键，再用鼠标单击所需要的峰，单击“组分表”页签中的 [image: image9.jpg]


分别插入NB，VE组分峰，如图所示：
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注：时间宽度也可采用绝对数值，在此也可输入0.5（MIN）做为时间宽度。
以同样的方式插入VE组分峰，组分峰不需要作内标峰标记，不需要输入内标量及含量。如图所示：
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然后单击“采用”，工作站将跳出提交成功窗口：
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点击OK，工作站将加亮“校正”按扭，单击“校正”，工作站将跳出校正窗口。

3、输入标准品含量:单击“组分含量”，在组分含量表中输入NB、VE的浓度，如图所示：
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注：在输入组分含量时，请将输入法切换成英文形式，在中文输入法下，很容易将小数点“.”输成句号“。”。这是软件不能接受的格式，还则系统将提示您“请输入正确的数值”。 

4、校正：在本例中我们采用“采集标样”来运行校正，进一针标准品，按下采集开关（或单击“采集数据”按扭），待所有组分出完峰后单击停止， 以完成一次校正；
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重复第一次校正步骤，即再进一针标准品，再次按下采集开关,待样走完后,单击“停止采集”，单击“校正完毕”用以完成本次平行两点校正。
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5、预览校正曲线：

[image: image16.png]e

HRIERREE





单击“另存”，输入方法文件名“高度内标法（平行两次校正）测样.MTD”，用以保存校正曲线，以便分析样品使用。
面积外标法（单组分多点一次校正）
本例是测定气体CO2组分含量示例，其组分分浓度如下表：
	项目
	CO2

	浓

度

（%）
	20

	
	40

	
	60

	
	80


该样品所采用的方法为“面积外标法”，且已对该标样进行了5次不同浓度进样。现要求对方法进行单点五次的面积外标法校正。

参照本章第一节的叙述，其校正步骤如下：

1、选择方法和积分参数，在此例中我们使用“面积外标法”，如图所示：
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2、编辑组分表，调开标样谱图，在本例中我们采用“全选”方式套用各组分保留时间及时间宽度，在峰名一栏中输入组分名“CO2”，
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然后单击“采用”，工作站将跳出提交成功窗口：
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点击OK，工作站将加亮“校正”按扭，单击“校正”，工作站将跳出 校正窗口。

3、输入标准品含量:单击“组分含量”，在组分含量表中输入CO2第一点的浓度（20），如图所示：
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注：在输入组分含量时，请将输入法切换成英文形式，在中文输入法下，很容易将小数点“.”输成句号“。”。这是软件不能接受的格式，还则系统将提示您“请输入正确的数值”。
4、校正：在本例中我们采用“加入标样”来运行校正，单击“加入标样”，工作站将跳出“打开谱图文件”窗口，选择标样CO2-20.dat，单击“打开”，以完成一次校正；

[image: image21.png][





 

重复第一次校正步骤（3-4步），即再点击一次“组分含量”，输入第二点浓度（40），打开标样谱图CO2-40.dat文件，并“确定”，用以完成本次校正。
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重复第一次校正步骤（3-4步），即再点击一次“组分含量”，输入第三点浓度（60），打开标样谱图CO2-60.dat文件，并“确定”，用以完成本次校正。
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重复第一次校正步骤（3-4步），即再点击一次“组分含量”，输入第四点浓度（80），打开标样谱图CO2-80.dat文件，并“确定”，用以完成整个校正过程。
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5、预览校正曲线：
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单击“另存”，输入方法文件名“面积校正归一法（平行两次校正）测样.MTD”，用以保存校正曲线，以便分析样品使用。
面积外标法（两点二次校正）
本例是测定白酒中各组分含量示例，其组分分浓度如下表：
	组分名
	浓度1(mg/ml)
	浓度2(mg/ml)

	甲醇
	0.01
	0.02

	异戊醇
	0.03
	0.06

	异丁醇
	0.06
	0.12


 

该样品所采用的方法为“面积外标法”，且已对该标样进行了4次2种浓度重复2次进样。现要求对方法进行两点二次的面积外标法校正。

参照本章第一节的叙述，其校正步骤如下：

1、选择方法和积分参数，在此例中我们使用“面积外标法”，如图所示：
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2、编辑组分表，调开标样谱图，在本例中我们采用“全选”方式套用各组分保留时间及时间宽度，在峰名一栏中输入组分名“甲醇”，“异戊醇”、“异丁醇”。
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然后单击“采用”，工作站将跳出提交成功窗口：

[image: image29.png]



点击OK，工作站将加亮“校正”按扭，单击“校正”，工作站将跳出校正窗口。

3、输入标准品含量:单击“组分含量”，在组分含量表中输入CO2第一点的浓度（20），如图所示：
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注：在输入组分含量时，请将输入法切换成英文形式，在中文输入法下，很容易将小数点“.”输成句号“。”。这是软件不能接受的格式，还则系统将提示您“请输入正确的数值”。
4、校正：在本例中我们采用“加入标样”来运行校正，单击“加入标样”，工作站将跳出“打开谱图文件”窗口，选择标样白酒标样1.dat、白酒标样2.dat，单击“打开”，以完成一次校正；
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重复第一次校正步骤（3-4步），即再点击一次“组分含量”，输入第二点浓度，选择标样白酒标样1.dat、白酒标样2.dat，单击“打开”，以完成二次校正
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重复第一次校正步骤（3-4步），即再点击一次“组分含量”，输入第三点浓度（60），打开标样谱图CO2-60.dat文件，并“确定”，用以完成本次校正。 
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5、预览校正曲线：

[image: image36.png]e

HRIERREE





单击“另存”，输入方法文件名“面积校正归一法（平行两次校正）测样.MTD”，用以保存校正曲线，以便分析样品使用。
比较谱图
离线色谱数据工作站的比较谱图功能
[image: image37.png]Eo4




单击谱图比较菜单，就可以同时打开多个谱图并对之进行比较或加减。方法为用鼠标单击再打开按钮或选中菜单中的相应功能，上面的是用来比较的谱图，下面的是被比较的谱图。在谱图加减运算中，上面的谱图是用来加减的谱图，下面的是被加减的目标谱图。谱图比较有很多实用的功能，如图9-4所示，具体操作如下：
图9-4
9.2.1分开显示谱图与合并显示
[image: image38.png]



再打开一个谱图后，您可以把多个谱图用合并显示与分开显示两种方式进行查看，默认为分开显示，如需为合并显示，则用鼠标单击合并显示按钮或在菜单中选中该功能。工作站马上就可以将两个谱图合并在一起显示，如图9-5所示。反之亦然。
图9-5
多谱图打开比较：在打开两个谱图比较的基础上，你可以单“再打开”，对多个谱图进行操作。如下图所示：
五个谱图
三个谱图
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9.2.2 谱图的对齐
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为了方便地进行比较，您可以根据需要对齐两个谱图，除了工作站默认的方式即起点对齐以外，工作站还可以先自定义好对齐的时间点，然后单击对齐，如图9-6所示。
图9-6
9.2.3谱图的相加减
N2000型色谱工作站还提供了多个谱图相加减的功能，在打开了如图9-7所示两个谱图后，您只要用鼠标单击谱图相加按钮或在菜单中选中该功能，就可得到如图9-8所示相加的谱图结果，还可以根据需要对运算结果加以保存。谱图相减的操作和谱图相加一样，下图是上述多个谱图相减后的结果。
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计算公式
[image: image42.png]CERREROHEE, FUROELHERINAE
HRHRAR (ZARER, EFAF, AEARARG AAHTARY)

) poit 28aA 10
4

(DREB—t 2H(%) = = FAE) o0
(Fadis Fa)

O FRHETFHRER

(FdrF) g

(Fadis Fi)

2200

(O3

£ = 10
[OF 53

7RI
(smasunn 24)

sy SRFdtFa) g,

W

™ # Atk

PENLTIETS N

AgEm:

HES (RAF)

e TR (RAH)

L2 EER

P T T T —
PR T T T T





[image: image43.png]i [
Fa SERE
6.6 R ERF

REEFHIAAR:
O REEFE-2#

Fi=Ci-Fuds
@ W

Fom O it

100(4i- 42
Fa=CiHon=Fids
[CIE +

Fa=InCi- Filn A2-n(100/ W)
[BRETLEY

G _ &

i A g

Coi A




手动积分
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实际分析中由于有时的样品十分复杂，实验室所用的色谱分离技术无法达到较理想的分离状况，虽然N2000色谱数据工作站采用了国际上最先进的算法对色谱信号进行智能鉴别，但作为一个软件产品，要百分之百准确地差别出峰的起点．终点与峰的类型，仍然具有一定的难度，于是我们工作站就提供了一个人工对色谱峰的识别进行补充处理的工具，这就是手动积分。手动积分是对工作站智能自动判别的一种合理补充。
手动积分有手动画基线，设置峰类型（单峰／重叠峰／拖尾峰），移动峰起点与结束点，增加分割线／删除分割线，添加峰，设置水平基线，添加负峰及删除负峰等几种。
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手动积分的各个功能使用方法如下：您必须先用鼠标按下手动积分按钮，或者选中积分菜单中的手动积分功能，等到手动积分的各子功能按钮弹出（如图9-9所示），然后您可以按照色谱工作站在谱图下方给出的提示，用鼠标单击所需功能按钮，使该按钮按下，并在谱图上选择所需想改变的目标点以及改动以后的点即可。具体各功能的操作如下：
图9-9

9.3.1手动画基线[image: image46.jpg]


：用鼠标按下手动画基线按钮或在菜单上选中该功能，然后用鼠标分别在色谱图上单击选择所需改变色谱峰基线的起点及终点，工作站即自动在按您所给出的两个点之间画一条基线，并强制按这条线计算出该色谱峰的面积。
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9.3.2强制改变峰类型（单峰[image: image48.jpg]


／重叠峰[image: image49.jpg]B



／拖尾峰[image: image50.jpg]


：用鼠标按下强制为单峰按钮或在菜单上选中该功能，然后用鼠标分别在色谱图上单击选择所需改变色谱峰类型的起点及终点，工作站即按您的要求对所选时间段内的色谱峰强制以单峰重新进行积分。如图所示。强制为重叠峰与强制为拖尾峰的操作与强制为单峰一样。
重叠峰处理
单峰处理
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拖尾峰处理 [image: image52.png]Rt





9.3.3 移动起点[image: image53.jpg]


／移动结束点[image: image54.jpg]


：用鼠标按下移动起点（或结束点）按钮或在菜单上选中该功能，然后依下方的提示用鼠标在色谱图上单击在移动的目标峰，然后用鼠标单击选择新的起点（或结束点）
[image: image55.png]
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9.3.4 增加分割线[image: image57.jpg]


／删除分割线[image: image58.jpg]


：用鼠标按下增加分割线按钮或在菜单上选中该功能，然后用鼠标在色谱图上单击选择所要添加分割线的位置，工作站即自动在您所选的位置强制添加一条分割线。如果您要想删除分割线，则在用鼠标按下删除分割线按钮或在菜单上选中该功能后，必须用鼠标在色谱图上单击选择所要删除分割线的起点与终点位置。
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9.3.5 添加峰[image: image61.jpg]


/删除峰[image: image62.jpg]


：用鼠标按下添加峰按钮或在菜单上选中该功能，然后用鼠标分别在色谱图上单击选择所要添加色谱峰的起点与结束点。

[image: image63.png]



9.3.6 前向水平基线[image: image64.jpg]


／后向水平基线[image: image65.jpg]


：用鼠标按下前向（或后向水平基线）按钮或在菜单上选中该功能，然后用鼠标分别在色谱图上单击选择所需改变色谱峰水平基线的起点与结束点，工作站即自动在的选两点处连接成一条水平线。

9.3.7添加负峰[image: image66.jpg]


／删除负峰[image: image67.jpg]


：用鼠标按下添加负峰（或删除负峰）按钮或在菜单上选中该功能，然后用鼠标分别在色谱图上单击选择所需添加负峰（或删除负峰）的起点及终点，工作站即自动在按您所给出的两个点之间添加负峰（或删除负峰），并强制按这条线计算出该色谱峰的面积。
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9.4手动积分事件表
所谓手动积分事件表就是色谱工作站自动将您所做的每一步手动积分操作都记录在一个表格中，这就是手动积分事件表，如图9-10所示。通过手动积分事件表，您不仅可以清楚地看到每一次手动积分的积分内容，时间点1和时间2，而且可以先选择其中一个手动积分事件并通过点击删除按钮将该事件删除，或者通过点击清除按钮将所有的手动积分事件全部清除。
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岛津LC-10AT型高效液相色谱仪操作规程
1．目的
规范岛津LC-10AT型高效液相色谱仪的使用。
2．范围
适用于岛津LC-10AT型高效液相色谱仪的使用。
3．职责
质检员对本规程的实施负责。
4．规程
4.1 系统组成：本系统由2个LC-10ATvp溶剂输送泵（分主/A泵和副/B泵）、Rheodyne 7725i手动进样阀、SPD-10Avp紫外-可见检测器、N2000色谱数据工作站和电脑等组成，另外还包括打印机、不间断电源等辅助设备。
4.2 准备
4.2.1 准备所需的流动相，用合适的0.45μm滤膜过滤，超声脱气20min。
4.2.2 根据待检样品的需要更换合适的洗脱柱（注意方向）和定量环。
4.2.3 配制样品和标准溶液（也可在平衡系统时配制），用合适的0.45μm滤膜过滤。
4.2.4 检查仪器各部件的电源线、数据线和输液管道是否连接正常。
4.3 开机：接通电源，依次开启不间断电源、B泵、A泵、检测器，待泵和检测器自检结束后，打开打印机、电脑显示器、主机，最后打开色谱工作站。
4.4 参数设定
4.4.1 波长设定：在检测器显示初始屏幕时，按[func]键，用数字键输入所需波长值，按[Enter]键确认。按[CE]键退出到初始屏幕。
4.4.2 流速设定：在A泵显示初始屏幕时，按[func]键，用数字键输入所需的流速（柱在线时流速一般不超过1ml/min），按[Enter]键确认。按[CE]键退出。
4.4.3 流动相比例设定：在A泵显示初始屏幕时，按[conc]键，用数字键输入流动相B的浓度百分数，按[Enter]键确认。按[CE]键退出。
4.4.4 梯度设定
4.4.4.1 在A泵显示初始屏幕时，按[edit]键，[Enter]键；
4.4.4.2 用数字键输入时间，按[Enter]键，重复按[func]键选择所需功能（FLOW设定流速，BCNC设定流动相B的浓度），按[Enter]键，用数字键输入设定值，按[Enter]键；
4.4.4.3 重复上一步设定其它时间步骤；
4.4.4.4 用数字键输入停止时间，重复按[func]键直至屏幕显示STOP，按[Enter]键。按[CE]键退出。
4.5 更换流动相并排气泡
4.5.1 将A/B管路的吸滤器放入装有准备好的流动相的储液瓶中；
4.5.2 逆时针转动A/B泵的排液阀180°，打开排液阀；
4.5.3 按A/B泵的[purge]键，pump指示灯亮，泵大约以9.9ml/min的流速冲洗，3min（可设定）后自动停止；
4.5.4 将排液阀顺时针旋转到底，关闭排液阀。
4.5.5 如管路中仍有气泡，则重复以上操作直至气泡排尽。
4.5.6 如按以上方法不能排尽气泡，从柱入口处拆下连接管，放入废液瓶中，设流速为5ml/min，按[pump]键，冲洗3min后再按[pump]键停泵，重新接上柱并将流速重设为规定值。
4.6 平衡系统
4.6.1 按《N2000色谱数据工作站操作规程》打开“在线色谱工作站”软件，输入实验信息并设定各项方法参数后，按下“数据收集”页的 [查看基线] 按钮。
4.6.2 等度洗脱方式
4.6.2.1 按A泵的[pump]键，A、B泵将同时启动，pump指示灯亮。用检验方法规定的流动相冲洗系统，一般最少需6倍柱体积的流动相。
4.6.2.2 检查各管路连接处是否漏液，如漏液应予以排除。
4.6.2.3 观察泵控制屏幕上的压力值，压力波动应不超过1MPa。如超过则可初步判断为柱前管路仍有气泡，按4.5.6操作。
4.6.2.4 观察基线变化。如果冲洗至基线漂移<0.01mV/min，噪声为<0.001mV时，可认为系统已达到平衡状态，可以进样。
4.6.3 梯度洗脱方式
4.6.3.1 以检验方法规定的梯度初始条件，按4.6.2项下方法平衡系统。
4.6.3.2 在进样前运行1~2次空白梯度。方法：按A泵的[run]键，prog.run指示灯亮，梯度程序运行；程序停止时，prog.run指示灯灭。
4.7 进样
4.7.1 进样前按检测器[zero]键调零，按软件中 [零点校正] 按钮校正基线零点，再按一下 [查看基线] 按钮使其弹起。
4.7.2 用试样溶液清洗注射器，并排除气泡后抽取适量。
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