Seminario de Espectrometria

de masas para usuarios del
SUIC

-> La espectrometria de masas es una técnica
analitica muy potente usada para:

- Identificar compuestos desconocidos.

. Cuantificar materiales conocidos.

- Elucidar la estructura quimica de las
moléculas.
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Diagrama de un Espectrometro de
Masas
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Las interfases LC/MS tipo A.P.I.:
Electrospray /APCI

son hoy en dia las mas utilizadas
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API-Electrospray (LC y CE):

* La técnica de ionizacion mas suave.

* |deal también para compuestos labiles.

* Interfase con mayor sensibilidad y aplicabilidad.

* Valida para compuestos de baja-media a muy
alta polaridad que se puedan ionizar en solucién.

* Mediante la formacion de iones con multiples
cargas, permite el analisis de compuestos de muy
elevado peso molecular.

APCI (LC):

* Valida para compuestos de baja a alta polaridad;
no se requiere que estén ionizados en solucion.

* Requiere compuestos con una cierta volatilidad.

* Buena sensibilidad para compuestos de polaridad
y peso molecular intermedios.

 Técnica que complementa a API - Electrospray
para el analisis de analitos poco polares.

APPI (LC ycg):
* Valida para compuestos de muy baja a alta polaridad;
no requiere que estén ionizados en solucion.

* Requiere compuestos con una cierta volatilidad.
* Posibilita el analisis de compuestos apolares.

Agilent Technologies




Proceso de lonizacion por Impacto
Electronico (El)
lonizacion: +

La curva
_ _ ABC - depende
ABC + e-—> ABC + 2e del producto (ABC)
Molécula l6n Molecular
Neutra Excitado =
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Detalle de la lonizacion por Impacto

Electronico
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Detector de lones: Electromultiplicador
Dinodo de alta

—energia (HED)

Cuadrupolo .
Focalizacion

de iones

= HED: Aumenta la vida del
electromultiplicadoren 2 6 3

| veces puesto que a éste le

| llegan electrones en vez de
iones y le permite mas bajos
| voltajes de trabajo, ademas
mejora la sensibilidad de todo
el sistema.

— Electrones

lris™
Multiplicador

de electrones _
= Los electromultiplicadores (EM) son capaces de aumentar la corriente por un factor de

1,000,000 pero el rango de trabajo tipico es de 100,000.

= El tamano de la sefial (y ruido) es funcion del voltaje del EM, cuanto mayor es el voltaje
mayor es la sefal. La relacion NO es lineal en lo que respecta al voltaje o m/z.

= E| EM tiene un tiempo de vida finito. Este tiempo de vida es funcion de la corriente de
salida, cuanto mayor es ésta, menor es el tiempo de vida del EM.

José Rodriguez
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Tipico Espectro de Masas

Dodecano : C.,H,» (M=170
Abundanc 12 26( )
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® |6n Molecular (M +): pérdida de un electron
® Pico Base: ibn mas abundante del espectro
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Sintonizado MS con PFTBA

Espectro Perfluorotributilamina (PFTBA: C,,F,N PM:671)

Vial/Electrovalvula
para introduccion
vapores de solucion
de sintonizado:

PFBTA\
502

| &
i

Scan: 10.00 - 650.00
100 69
\
\
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CF2-CF2-CF2-
/
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50
264
414
0 N N ] A Lol N L |. . L [ | 614
III|III|IIII|IIII|III|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 65
Mass Abund Rel Abund Iso Mass Iso Abund Iso Ratio
69.00 1974784 100.00 70.00 20344 1.03
219.00 1161216 58.80 219.95 45968 3.96
502.00 56648 2.87 503.00 5690 10.04
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Informe Sintonizado
Automatico

HP5972 Maximum Sensitivity Autotune
Instrument: 5971 - Instrument2

9 ASpeCtOS a : ‘ Wed Aug 02 14:23:56 1995 C:\HPCHEM\2\5972\ATUNE.U

Mass €9.00 | Mass 219.00 | Mass 502.00

T D T 14 1| EMVolts AmuGain 354

Pw50 0.57| Pw50 0.55| Pw50 j Xray AmuOffs 72

Emission widz219 -0.032

L f MS Temp 163 TTI OFF

w Vacuum DC Pol POS

1 1 Samples 8 Repeller 30.07

Anchos de pico de masa consistentes “ Feisuedl Repeller 30.07

StepSize 0.10\EntLens 25.60

MassGain -338 Entoffs 14.31

Perfiles simétricos de los picos de masa

N
El chequeo automatico que - | Apropiado voltaje del EM
se obtiene despues del J’ ,>
sintonizado revisa todos e’ 7T —ww——ade——err sos
estos aspectos a controlar S5 betks 29350 S SR PRI o170t — Adecuada abundancia absoluta

Bajo contenido en agua y aire (<20 / <10%)
80 1 Asignacion correcta de masas
60 1 Tipica abundancia relativa

a0 Adecuada relacion de isotopos
“‘C
o / . -

200 400 500

T 1

(¢} 700
Mass Abund Rel Abund Iso Mass Iso Abund Iso Ratio
69.05 1011904 100.00 69.95 11537 1.14
219.00 408832 40.40 219.95 17656 4.32
502.00 12457 1.23 503.00 1255 10.07
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lones tipicos procedentes de
contaminacion y background

POTENTIAL COMPOUND
SOURCE

COMPOUND
MASSES GENERAL CLASSIFICATION
18,28,32,40, 44 AIR

18 CLEANING SOLVENTS

31 _

77 _

91,92 B}
105,106 B}
1543,58 ;

85 -
73,147,207,221 DIMETHYL -
281,295,355, 429 POLYSILOXANE

41,43,55,57,68,69,76,77  HIDROCARBON
71,85,99
149 PHTHALATES

94, 168, 170, 186, 262, 278, 354, 446

H,0,N,,0,,Ar,CO.,

WATER

PRIM.ALCOHOL (METHANOL)
BENZENE OR XYLENES
TOLUENE

XYLENES

ACETONE

FREONS

SEPTUM OR STATIONARY
PHASE

FINGERPRINTS, MECHANICAL
PUMP OIL

PLASTICIERS IN TUBING,
DIFFUSION PUMP OIL

Para reducir “background” (H,O,N,,0,,..) es util empezar los barridos desde masa 29 o 33

José Rodriguez
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Modalidades de lonizacion: Impacto
Electronico (El)

. Qué es un Espectro El clasico? +

Metil estearato (Cis H,,0),) ‘M=208"""""
Ién (M+1)+ = 299 -------------------------------------------------------- S

Contribucidn isotopica del carbono:

C,o X 1.1% de Cy3 =20.9%
Contribucidn isotdpica del deuterio:
H.s x 0.015% de D = 0.6% (M+1)* = 21.5%
Contribucion isotdpica total =21.5% ~Ale la abundancia de I
Los espectros clasicos de El deben
proporcionar picos isotopicos con 298 299
relaciones respecto al ion molecular muy o1 s
cercanas a los valores teoricos. n° atomos C L~ 195
1,1
Ayudas en la interpretacion desgspectros

* M = impar indica la presencia de un n° impar de atomos de N

« M = par indica la ausencia o presencia de un n° par de atomos de N

2 Rodri
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Modalidades de lonizacion en GC/MS

* Impacto Electronico (El)

Es con diferencia la modalidad
mas utilizada. Es la empleada
para busquedas en Bibliotecas
genéricas de espectros

®* lonizacion Quimica Positiva

* lonizacion Quimica Negativa
NCI es la mas selectiva y sensible

El: técnica de ionizacion muy ENERGETICA.
FRAGMENTA LA MOLECULA y en ocasiones el ién
molecular apenas se detecta

CI/NCI: técnica de ionizacion muy SUAVE. Apenas
Fragmenta la molécula y el ION MOLECULAR
SUELE SER EL PICO BASE

José Rodriguez
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lonizacion Quimica

* Forma iones a partir del “gas reactivo” por bombardeo con electrones.

* Los iones del gas reactivo s_ufren reacciones con moléculas de la muestra
produciéndose iones de la misma

La ionizacion quimica (Cl) es mucho mas suave que la ionizaciéon por
impacto electrénico (El), por lo que se produce menos fragmentacion.

- El gas reactivo mas comun es el metano, que produce iones con
practicamente cualquier molecula de muestra.

* Otros gases reactivos (isobutano, amoniaco) son mas selectivos y
producen incluso menos fragmentacion.

*Es una técnica que en modo negativo da muy alta sensibilidad.

*Es el método mas frecuentemente utilizado para determinar pesos
moleculares de compuestos.

« Con metano se forma: M+1, M+29; M+43. Muy util para asegurar M.

« Con amoniaco se suele formar el M+1 y el M+18. Es muy selectivo
(aminas).

* Con isobutano soélo suele obtenerse el M+1.

Jo;ﬁllz:?‘:;;\ﬁ Sez Agilent Technologies




Amfetamina por El y PCI (con Metano y Amoniaco)

i [3] Average of 5.717 to 5.771 min.: 2201001.D (-]
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Voltaje de lonizacion Variable (5-240 eV)

B e n ef i Ci O S . Abundance Scan 619 (7.531 min.): 2.D (-) 394

7000

« Los voltajeg 'pequeﬁos proporcionan una menor e 12 eV
fragmentacion general y por otro lado incrementan el =
ion molecular en relacion a la ionizacion estandara ™
70eV

3000

2000°

. Los voltajes pequenos proporcionan ionizacion 1000
selectiva [ej..: aromaticos en alcanos] miz%> 6 140
. Los voltajes altos con Cl son también posiblesy s coeno
H H " H 1100
proporcionan una mayor sensibilidad o C..H
9000 28 + 5
8000 70 eV M
7000 85
6000
La reduccion del eV facilita la o
localizacion del ibn molecular
2000 113
10000 1168183 511 938 26 295337 365 3]:-
m/z--> 60 100 140 180 220 260 300 340 380
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Modos Adquisicion en GC/MS:
modo SCAN

Modo SCAN: consiste en hacer barridos entre dos masas para tener una
informacion total del contenido de la muestra a analizar. Es el modo a
emplear en analisis cualitativo para la identificacion de compuestos por
busqueda en biblioteca de espectros. También puede utilizarse para

analisis cuantitativos.

nnnnnnnnn

0000000

000000

000000

000000

000000

000000

000000

000000

000000

000000

Rango de
Barrido (SCAN)

<
<«

Scan 554 (5.086 min): 3PAT_1SC.D 64

48

32 66

50

8 B 3941 44 52 Ias

4 9 4 |5
0 T T T T T T T T T T T T
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 m/Z

José Rodriguez
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* En modo SCAN el MSD es un detector universal con una
sensibilidad media cuando se trabaja con el TIC , y muy
selectivo y con buena sensibilidad cuando se trabaja con
iones extraidos EIC (Extracted lon Chromatogram).

= TIC (Total lon Chromatogram): cromatograma correspondiente
a la suma de abundancias a todas las masas adquiridas.

= EIC (Extracted lon Chromatogram): cromatograma
correspondiente a una determinada masa (extraida del
barrido).

= | a sensibilidad se incrementa con la reduccion del rango de
masas seleccionado.

Agilent Technologies



Modos Adquisicion en
GC/MS: modo SIM

Modo SIM: consiste en una monitorizacion selectiva de iones
carateristicos de los compuestos presentes en la muestra. En modo
SIM el MSD es un detector muy sensible y muy selectivo. Es el modo
a emplear para analisis cuantitativo de trazas de compuestos conocidos.

Monitorizacion

Selectiva de
lones (SIM)

Abundance
Scan 554 (5.086 min): 3PAT_1
uuuuuu

aaaaa
uuuuu
uuuuu

ooooo

uuuuu
300000 S

ooooo

SC.D

'

64 SO,

10000 32
o b

PR
30 35

Se efectua mediante una
programacion en el tiempo
de grupos de los iones a
adquirir

José Rodriguez
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La comparacion de las respuestas relativas de los distintos
iones (cualificadores), con respecto a las del patrén permite
confirmar la identificacion del compuesto cuantificado.

La sensibilidad se incrementa con la reduccién del n° de
masas seleccionado y la selectividad con el aumento de la masa
monitorizada.

La gran selectividad del MSD permite poder llegar a cuantificar
compuestos que se coeluyan.

La modalidad SIM con cuadrupolo proporciona, especialmente a
nivel de trazas, una mejor reproducibilidad cuantitativa que el
modo SCAN, no obstante éste (scan) admite mayores
concentraciones de analito.

= En modo SIM el TIC es el cromatograma correspondiente a la

suma de abundancias de todas las masas adquiridas.

Agilent Technologies




Adquisicion SCAN “versus” SIM

25 pg de 3 sulfamidas (+250 pg de sulfaclorpiridazina) - CUADRUPOLO

Adquisiciéon SCAN:
* Proporciona informacién sobre

120000{MSD1 Tie,Sean componentes inesperados de la
) muestra, pero NO proporciona el
1000004 mismo nivel de sensibilidad que
80000':
60000 * La sensibilidad
40000 mejorara en SCAN con la
] J R ; Y <~ reduccién del rango de
200001 e | , e | masas seleccionado y en
000 _fMSDZ TIC, SIm Adquisicién SIM: * SIOM cqn la reduc_ci(?n del
: Proporciona un nivel muy —__ 3 n° de iones monitorizado
25000 7 € elevado de sensibilidad, pero
20000 7~ NO da informacién sobre
15000 i componentes inesperados de
: N / la muestra
10000 R U Y.....
o 1 25pg25pgT T 25 pg
ST S T3 5 7 min

José Rodriguez
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En Muestras Complejas 1 Pico (TIC) Suele Estar
Formado por Varios Compuestos No Resueltos

TIC (Total: suma de Ios>3)

Componente |1
Componente

Componente

I i L_n |LL L
José Rodriguez
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Deconvoluciona y Extrae los Compuestos
Individuales y sus Espectros

TIC & Espectro Picos y Espectros Deconvolucionados

Deconvolu ion

L

|
I TN

||u|L

j\‘ |I|
José Rodriguez
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Consideraciones Practicas en LCMS

Introduccion Técnicas de lonizacion

a Presion Atmosférica Utilizadas
en LC/MS

» Electrospray

« APCI
* MALDI

Las distintas fuentes de ionizacidon son intercambiables entre los
distintos equipos (si son de la misma marca, claro)

Jo;ﬁllz:?‘:;;\ﬁ :jlez Agilent Technologies




Consideraciones en la Conexion LC/MS

HPLC MS
» Separacion en fase liquida a alta - Se necesita alto vacio
presion . Tolera una carga de gas limitada
- Produce una alta carga de vapor - Opera a Temperatura elevada
. Temperatura préxima a ambiente « Depende de m/z y del tipo de filtro de
. Sin limites en rango de masas masas

. Puede utilizar tampones no volatiles ~ « Prefiere tampones volatiles

1 ml/min liguido — 1 litro/min vapor
(orientativamente)

MS
Opera a elevado vacio

—

LC

Interfases LC/MS: API-Electrospray / API-APCI/ APPI / FAB/ Termospray
Filtros MS: Cuadrupolo (Q) / Trampa lones / QQQ / TOF /Q-TOF/Sector Magnético

José Rodriguez
SUIC. UMU
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Diseno de la Fuente de lones Electrospray

La presencia de sales no volatiles dificultara considerablemente la eficiciencia del proceso de desolvatacion

Gas de lones Desolvatados
Nebulizacion

NEBULIZADOR HPLC|
(N,)

ORTOGONAL I el S 0 V (nebulizador conectado a tierra)
ones en solucién _+ .
La punta del nebulizador esta \ «+* muy conveniente para CE/MS

*
en un angulo de 90° con +°
respecto aclaapeizlnzlt:ada del ' -4.500 V (End Plate) Gas de secado
. - &

K (nitrégeno calentado)

Mesh Assembly: =-3500 V ..uussnn=s 'V:'
(atraera cargas + a la superficie

de la gota)
Disolvente/

Ejemplo con Nebulizado
Polaridad +

Entrada Capilar
Dieléctrico

p-e. Vgup: -5,000 V
(tipico -1500 -6000)

o Limite Explosion
Evaporacion smmmp Rayleig Coulomb Evaporacién mmmmp lones Analito

Alcanzado Desolvatado
- o \ o B

+ + B G + * R

_ + .t + h LR + + - _ + +++ % h s

- e Dl e D I N, .*.
. - - + % - -+ e - - ++ -+ s y h ___________

+'-+-+'+ ++4+- + + + +

ap PR + + + a h SECADO
José Rodriguez
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« JOHN B. FENN CONSIGUIO EL NOBEL EN 2002 POR
SU DESCUBRIMIENTO DEL ELECTROSPRAY

articulo | | discusion | | editar | | historial |

John B. Fenn

John B. Fenn {15 de junio de 1917, Mueva York} es un quimico y profesor universitario estadounidense
galardonade con el Premio Mobel de Quimica del afio 2002

Biografia [editar]

Estudid quimica en el Berea College, donde se gradud el 1947 Se doctord en Quimica por la Universidad
de Yale en 1940 y desde 1952 se dedica a |la docencia. Entre aquel afio y 1967 fue profesor de quimica
en la Universidad de Princeton, y después fue catedratico de Ingenieria Quimica en la Universidad de Yale
entre 1967 hasta 1987, y actualmente ejerce como ingeniero de investigacian en la Virginia

Commonwealth University. John B. Fenn en 2005 =

Investigacones cientificas [editar]

En 1988 publico el metode ES| (Eleciro Spray [onization), una nueva técnica basada en |a espectroscopla de masas que permite detectar y
analizar proteinas. Este descubrimiento permitid comprender mejor los procesos vitales v aumentar rapidamente |a velocidad con la cual los
nuevos compuestos farmacéuticos complejos podrian ser avaluados, conduciendo directamente al desarrollo de las medicaciones para
detener el avance del SIDA (inhibidores de proteasa) desarrollada en la década de 1920,

En 2002 compartid el premio Mobel de Quimica, junto con el japones Kdichi Tanaka y el suizo Kurt Wiithrich, por el desamolic de métodos de
identificacion y de analisis estruciural de macromoléculas biologicas que han contribuido a una mejor comprensidn de los procesos vitales.

José Rodriguez
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Proceso APCI (lonizacién Quimica)

Aerosol con

olle : .
olhs del analito Transferencia de

Entrada

HPLC \ / Nebulizador

® P carga al analito

APCI ®c0 e @ segun su afinidad
Evabaracién ® g o0 @ protonica para captar 6
Vaporizador Gas de P ® ® C & O & ceder un protén al gas
(calentador) SEEEED 0" @ @ @ reactivo (o su afinidad

/ ) @@ @q;la electronica)
=) OOOOO %Formacién del gas
bl c— |

o
O reactivo cargado
Aguja \ OO O © O . g @ €)
Corona Capilar % ONOBNG®) El disolvente vaporlzado se
0o~ o Q%Q ioniza mediante descargas ¢ @ @
S0 glercespodiesporel lones de
Entre otros mecanismos: Vapor 9u] 9 Analito

_ fase + - + fase +
Ny + e——>N,” +2e N,* + Solv?[Solv&H "+ N,

MeOH + e 2% [MeOH]* + 2e  [MeOHJ* + MeOH g [MeOH:]* + MeO"
AcN + e =, [AcN]* + 2 e [ACN]* +H20 = [ACN-H]* + OH-
gas
H:O + e 2, [H.0]* + 2e [H20]* + H20 ;—» [HsO]* + OH-
T —— Empleados
El analito CAPTA protones v en APCI +
del disolvente [Solv+H]* + A --> Solv + [A+H]* [Solv+H]* Empleados

en APCI -
José Rodriguez
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Criterios Seleccion Técnica lonizacion
ELECTROSPRAY

Compuestos ionicos, o ollmeros/blopollmeros que en disolucion adquieren
multiples cargas (peptl os — proteinas - ...).

« Compuestos termolabiles con grupos funmonales ionizables en disolucion, o
de los que se pueden obtener sus sales sodicas (ESI-) o sus clorhidratos
(ESI+)

« Técnicas que requieran trabajar a nano o microflujos

APCl | APPI:

Compuestos NO termolabiles de media-baja polaridad y que contengan algun
heteroatomo. Moléculas sin grupos funcionales ionizables.

» Preferencia por trabajar con fases moéviles NO tamponadas

* “Necesidad” de trabajar con fases fuertemente tamponadas por necesidades
cromatograficas. (APCI/APPI toleran mayores concentraciones de tampoén)

En buena parte de los casos se podran utilizar las 2
tecnicas

José Rodriguez
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Consideraciones Electrospray “versus” APCI

Electrospray: APCI (APPI):

1.- La sensibilidad depende de la 1.- La sensibilidad depende de la
concentracion de analito; por ello admite flujos CANTIDAD de analito; por ello no

muy bajos (microbore /CE). . flui bai
2.- El pH de la fase movil es critico. Con convienen 1ujos muy bajos

gradientes habra que controlar pH en todos los 2.~ El pH de la fase movil NO es critico. No
canales (acidular/basificar también fases requiere del empleo de tampones
organicas).

3.- El solvente organico de la fase movil . o
apenas afecta a la ionizacion. 3.- El solvente organico _de I:_a\'fase movil

4.- [Tampén volatil] < 25mM* afecta mucho a la ionizacion. N
*Concentraciones elevadas pueden dificultar la Metanol o ,f\cetona (3'/ a}un mas el agua) mejor que Acetonitrilo
evaporacion/ionizacion por formacion de par iénico 4.- [Tampon volatil] < 100mM

5.- [Tampén no volatil]* <5-10mM

*tampon no volatil dificulta la desolvatacion/ionizacion  5.- [Tampdén no volatil] <5-10mM
(el fosfato la dificulta menos con polaridad negativa,

pero ensucia mas el detector).

6.- Facilmente forma aductos con Nay K 6.- No forma aductos con Na y K. Si los
- Basta una concentracion 25-100uM para una buena puede formar con NH4
formacion de aductos. -
- Los aductos con NH, son menos estables.
- La formacién de aductos dificulta la Fragmentacion

José Rodriguez
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Consideraciones Practicas en LCMS

Consideraciones en la Seleccidon de
Eluyentes y Tampones para LC/MS

» Concentracion y Volatilidad del tampdn

A P Tipicos en LC/MS

*Supresién de la lonizacion por formacion par
ionico fuerte

* lones tipicos de “Background”
» Adaptacién de un método de HPLC a LC/MS

José Rodriguez
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Influencia del pH en LC/MS con Electrospray

Modo Ion Positivo Modo i6n Negativo

R . R //
i Mo H ;q+1 R A 8 pH Bésicog
:N = R, » HA +«———= = N= + A° -
] : pHBasico T °* R—C—OH + :B —*.m R—=C=-0 + H:E'
3 £ .
Rs Acid . Acido Base pr Adl OA lit
Base cido Analito . nalito
(Analito NO I A d (Anallto NO Ionizado
Ionizad; lonizado lonizado) —
pH Comp. Basicos Comp. Acidos
pH=pK+2 (pH basico) 1% ionizacion 99% ionizacion
pH=pK+1 10% ionizacién 90% ionizacion
x100 pH=pK 50% ionizacion 50% ionizacion x100
pH=pK-1 90% ionizacion 10% ionizacién
pH=pK-2 (pH acido) 99% ionizacion v 1% ionizacion

« Para Optima Sensibilidad con Electrospray trabajar:
pH (basico) > pK + 1 para Acidos en modo negativo
pH (acido) < pK - 1 para Bases en modo positivo
« Para una buena repetibilidad de la respuesta obtenida en Electrospray y de los_tiempos de retencién sera

especialmente importante un buen control del pH de la fase mavil, cuando éste sea préximo al pK, (+/-1) de

alguno de los analitos, dada la gran variabilidad en su grado de ionizacién en esta zona

José Rodriguez
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Influencia del pH en |la Deteccion de lones
Negativos mediante Electrospray (ESI)

100
SIE Modo ion Negativo
p
o)
B rH7 i pH Bésicog _//_,_
] ReCe=O0OH = B —>‘,__ R=C=0 + H:B
pH 10 Keldo Base pH Acido Analito
3 (Analito NO lonizado
§_ . lonizado) .
& | « Paraiones Negativos trabajar
$50 , . i pH
¢ | @ pH basico : pH> pk+1 06 2
% | (analisis de acidos) 3710 37
&) —
9
|
b-Lacdams Aminoglycosides Ivermeitin Tetracydines Sulfamides
pK, aprox. 5 _ pK, aprox. 7 pK, aprox.7.5

José Rodriguez
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Tampones Tipicos para API-ES y APCI

Modo ion positivo (uso pH < 7.0; <5 preferido)

* Acido acético (rango pH 3.8-5.8)
» Acido férmico (rango pH 2.8-4.8)
* (Acido trifluoroacético (TFA) (rango pH 1.5-2.5))

(no recomendable — usar minima concentracion posible de TFA)

Modo ién negativo (pH > 7.0; 9 preferido)

» Hidroxido amonico (rango pH 8.2-10.2) (o formiato/ acetato amonico)
* Trietilamina (TEA) (rango pH 10.0-12.0) pomoa

» Dietilamina (DEA) (rango pH 9.5-11.5)

* Piperidina (rango pH 10.1-12.1)

Consideraciones Varias: Mia Adicién
 La adicion post-columna de acido o base Post-columna

permite ajustar el pH si el proceso cromatografico Columna

necesita otro de diferente. Eluyent

MSD

Inyector

* Los tensoactivos pueden interferir en la evaporacidn. Los reactivos de par
ionico suelen producir un elevado background, si se requieren utilizarlos
volatiles como tributilamina (TBA) o acido heptaflurobutirico (HFBA). La formacion
de un par idénico fuerte puede suprimir la ionizaciéon del analito.

José Rodriguez
SUIC. UMU

Agilent Technologies




lones mas Tipicos como "Background"”

lones Modo Procedencia
64 ES + Acetonitrilo + Na
102 ES + Trietilamina (se absorbe en teflén y plastico del HPLC)
113 ES - TFA
116 ES +6- Contenedor de calibrante
145,147 ES + Acetonitrilo + Cu (proviene del acero del sistema)
149, 391, 419, 413 ES+06- Ftalatos (contenedores de dtes., N2, filtro de gases...)
331 ES + Polietilén propileno

Para evitar contaminaciones “persistentes” de aditivos utilizados anteriormente, se
recomienda reservar un canal (y material de vidrio: botellas — matraces-...) para utilizar con
aditivos “problematicos” (TEA /aminas/ TFA /... ) que queden adsorbidos

Jo;ﬁllz:?(:jr;\ﬁ :jlez Agilent Technologies




Adaptacion de un Método HPLC a LC/MS
ELECTROSPRAY

» Sustitucidn de tampones no volatiles por tampones volatiles
» La concentracién de tampoén volatil debera ser <10 mM
» Si ha de emplearse tampoén no volatil, usar uno donde la parte
anionica o catiénica sea volatil (y a la menor concentracién posible)
Fosfato amonico en lugar de fosfato sédico 6 potasico
» Mejor si la porcidn no volatil del tampén es ionizable en el modo
usado
Fosfato (H,PO,") en modo negativo

APCI

* Debe emplearse tampon volatil

» La concentracion de tampodn volatil debera ser < 100 mM

» Al no requerir APCI el uso de tampones para controlar la ionizacion
del analito bastantes métodos pueden transferirse directamente

José Rodriguez
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Caracteristicas Tipicas del Espectro en LC/MS

LI 4 O N
» Suele presentar poca fragmentacion | J N
. ., . HoN ST NH J_L
* El pico base suele ser el ion “quasi molecular” | — “oH
o) 3

 El espectro y proporcién entre iones es

instrumento-dependiente >> Las bibliotecas | " oas-Scan Frag: s Pos sean....
se las debe crear el propio usuario . S
8 -~ .
. “gm 1 ESI+ | 7
Modo iones Positivos i e
R, Ry T Distinta
| L I ‘ T Fragmentacion
N=R, +HA PUHNRR v AT N
R, Rs 1 I‘|- ......... ;
” s Muestra .7 0_‘ |. .‘l-“ ‘-..l. I..I....I .‘..|..I. l... ““““ n..n: Iu..|. I.
Base Ac'd‘f . Muestra . 100 150 200 250 o mz
POIarldad POSltlva M+1 ¢ 601 API-ES, Neg,.Scan, Frag:109;'.“Negscan“ N
] ] 5 :: ................... > M-H
Modo iones Negativos | .4 ESI- i3
O o . Y B N
o > Y o + | ] e
R=C=—OH + :B < - R=iC=0O"# H:B 20
Acido Base Muestra .| 1
. . . - o« 0 ‘ ‘ ] o l| : ‘
Polaridad Negativa : M-1 | o o s —

Utilizar en los calculos Pesos mono-lsotépicos (no los moleculares)
Ejemplo Cl = 35 (6 37 para calculos isotopicos - no 35.45)

José Rodriguez
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Intensidad

5.4e54
5.0e57

4.5e5
4.0e5;
3.5e5
3.0e53
2.5e5-
2.0e53
1.5e5]
1.0e53

Espectro ~

LC/MS, CE/MS -APCI - El)

277.087

(API-ESI)

\\ | H.

Abundance

9000 |
8000 |
7000
6000 |
5000 |
4000 |
3000 |
2000 |
1000 |

m/z-->

José Rodriguez
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100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 20

0 210 220 230 240 250 260 270 280 296 |
m/z (masal/carga)

36 OH
Espectro
CHg
(El)
CH
HaC ’
57 127
1 Clenbuterol
M 99 140154166 0 243 559 PM = 276 D
"H"1‘\!\“\1\‘“1““““\W“\W‘H“m“h;"N”w_u"m‘\!h‘_‘H_HWMH“_HM‘ - a
0 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
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Presentacion de un analisis

10 % |+ESI| Sean (0.320 min) Frag=150.0V CF-0057.d
1.4 " 582 4021
(MfH)=
139 * 482 2485
1.29
11 *189.0911
293.0847

14
0.94
0.8

233.0808

0.7

0.6

0.54

0.4

377.0855
0.3
0.2
321.1158
0.1
0 |]J \.Ll T A L1, . L |
150 175 200 235 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675
Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

%105 |~ESI Scan (0.220 min) Frag=150.0V CF-0057.d |

141 5824021 : - i

5] (I‘Jl‘:_ e ,(’QMS Formula R ezgults: + Scan [0.320 min]

1.2 iz lat Farmula Abundance

: " 6043341 T 1
11 (M+Na) (M)

1 Best Farmula (M) lan Forrmula Score Calc miz Diff (ppm] | Mass Mate:
0.9 = | | C33HA NED4| 33 H52 N5 04 98.93 582.4014| -1.2| 98.24|
081 |zotope Abund Sum? Calz Abund Sum? m/z Calz m/z Diiff [ppm)
0.7 1 £R.23 E7.85 5824011 BEZ 4014 122
061 2 58 25,9 G IR
057 3 57 533  5ed4071 FE4.4074 042
049 4 078 0F|  Gendoaz|  Gen4i0i 156
0.31
091 miz lon Formula Abundance

- “

0.14 | 804-38‘11|I\‘1ass to Charge: the moncisotopic mj'z of the species for which the farmulas on this list have been calculated |
7 a — a a 7 7 a . : . = I — - Best Farmula [M] lon Farmula Scare Calc miz Diff [ppm] | Mass Mate:
S B O O Mo e ooy 2G04 608 608 610 g | CI3HS1 N5 04 CI3H51 N5 Na 04 smes| B0 %) 97

|zotope Abund Sum’ Calz Abund Sum? miz Calz miz Diiff [ppm)

1 £8.49 E7.85 £04. 3841 04,3833 135

2 2573 25.96 05,3868 G0, 38364 -0.66

3 .04 53 0. 3329 G0 3393 0.E3

L) 074 0.8 B07.3923 B07.331 027

José Rodriguez
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100

all

* Representaciones en forma “diagrama barras’
» Representacion espectro “completo”

Ejemplos Espectros LC/MS (AP-ESI / APCI)

* Los espectros en LC/MS suelen presentar
poca fragmentacién

Microcystin-RR

520
m+2h 2

I6n con
doble
carga

a0

300 800

00 00 1100

100

a0

Microcystin-YR

VENTAJAS MINIMA FRAGMENTACION
DEL ESPECTRO LC/MS:

* Mayor Selectividad

1045 |. Mayor Sensibilidad

M+H

9N

Lol

INCONVENIENTES:

* Menor informacion estructural*

Ly * En LC/MS aumentando suficientemente el

H

| T
250

300

= NHJ.LNH
’[N CH;  Siduron

3

700 800

1100 Voltaje del Fragmentador (voltaje a la salida del
capilar) se puede aumentar la fragmentacion en
los espectros para obtener mayor informacion
estructural, aunque la mejor alternativa es la
utilizaciéon de sistemas de LC/MS"

NHC,H,

“«j,f”

Abundance
i 202 (MH)* EEHENH\(NW
| N - N
Bl Simazine Cl
30-
1 J M+3 = 1/3 (M+1) >> Existencia de 1 Cl
I:I L] L] L) | L) L] | L) L] L] L] |
140 180 220 260 300 340 msz

 Las proporciones de los iones a A, A+2, A+4,... Permite reconocer la presencia de ciertos elementos

José Rodriguez
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Pérfiles y Proporciones Isotopos (A+2 )

98%
Br
Br,
51% Q1 49%
98%
Br,
34% 32%
68% Br4
65%
17% 16%

A+X:+0 +2 +4 +6 +8

Cl

33%

1%

98%

cl,

32%

|3%

77%

cl,

49%

1%

|1%

A+X:+0 +2 +4 +6 +8

José Rodriguez
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5%
3%
| |

Si

109
/?"/64
| I

Si,

0,
g
1%

Si,

0,
o

A+X:+0 +2 +4
+1 +3

Si,

%
I 2%,

S
8%
SZ
09%
2_/o|
s3
13%
2"/1
s4
Zi%
3.0/7 2%

A+X:+0 +2 +4

+1 43

7% BrCI
24%
85%
°| Br, CI
49%
26%
8%
|
89%
Br, Cl,
‘ | .
| |
BrCl,
65%
51%
18%
2%

A+X:+0 +2 +4 +6 +8

Agilent Technologies

M = impar

4

n° impar de N

M = par

U

no existe N o

existe un n® parde N

n° C ~ %(A+1)* / 1.11
«

Contribucién C'3

* %(A+1) = % de abundancia de la
sefial correspondiente al C'3 (A+1)
con respecto a la del C'2 (A).

10xC -> A+1=11.1% de A



Formacion de Aductos en LC/MS

* Na*, K*, NH4*, pueden competir con los H* en la ionizacién del analito.

* En Electrospray +: en presencia pequenas concentraciones*@ de sales Na* (K*/
NH,*) se observan muy habitualmente los aductos M+23 (M+39 / M+18). Estos
NO se observan en polaridad negativa. En caso de duda (p.e. anélisis de trazas) la

adicion de Na* y K* puede ayudar a confirmar el M. Incluso en algunas ocasiones pueden
facilitar su ionizacién: algunas moléculas neutras con tendencia a formar puentes de
hidrégeno (p.e. Mentol y carbohidratos) se pueden conseguir ionizar mediante la formacion
de aductos con NH4" y metales alcalinos (probar AcNH4 o AcNa como tampén).

* En APCI+: Se forman aductos con NH,*, pero NO con Na* o K*.

* En APCI-: se pueden formar en ocasiones aductos con compuestos halogenados
si el eluyente contiene algun disolvente halogenado (basta un pequefio porcentaje). .

 En modo Negativo (ESI y APCI) puede adicionarse un anién procedente deI

e|Uyente M + A => [M+A] Abundancia Trioleina (C18:1,[cis]-9) 903
A" Carboxilato (AcO", HCOO", TFA"), Haluro (CI-,I,,...) M 884.781 Cq7H10,06 ¥
 En instrumentos que no desolvaten perfectamente = < V=R
al analito se puede observar la formacién |  Aducto con NH,*
de aductos con disolvente. (p.e. acetonitrilo - por APCI+
formacion puentes hidrégenO) 000000 NH, presente en eluyente
*a Bastan niveles uM de Na, K o NH, para poder obtener aductos. . 6T3§39 | %87

José Rodriguez
SuIC. UMu

Agilent Technologies




Ejemplos Formacion Aductos LC/MS: Espectros
Aflatoxinas (ESI+) y Saponina (ESI-)

ADUCTOS ESI+ con Na*

ADUCTO ESI-con TFA-

331 315 -
. Saponina ESI(-)
+ . +
o, Aflatoxina G2 4;M+H] o0, Aflatoxina B2 M+ V=1250
313 "flas (M + TFA)
@ [M-OH]* P 1363
50, 50; 100 CO0-Glc |
\Q 353 1 MS
OCH, [M+Na]* 287 | 337 60 waclc'ec'
4‘ © ocH [M+Na]* - ¢
T “..‘....‘.]...l...'l I‘,’/' \ k\ —— ..[ 0y .‘l T R I.’ k‘ 20
120 160 200 240 280 320 360 ° 120 160 200 240 280 320 \ @ te—thi e s
Pérdidas agua (-18) Aductos por la presencia de Na+ en eluyente M (CF;-COOH) = 114 (M-H)"
\ 2 313 7 100- 1249
| [,?,,+9H]+ [M+H]* MS/MS con Trampa lones | ., (114)
oy Aflatoxina G1 90, Aflatoxina B1 MS2 (1363) ey
' 311 , ;807 1363
_ [M-OHJ* s - -Glc1087
50 v 50 g 00 |
| aa3 351 285 335 i : " ' n?/z
OCH, 283 [M+Na]* '0 5 ocH [M+Na]* 250 500 750 1000 1250
o ’ ‘;1 Lk ] - Muestra analizada por ESI(-)
B A A A AU L L L LR DALY T T

mediante infusion de una disolucion
que contiene TFA (acido trifluoroacético)

120 160 200 240 280 320 360 120 160 200 240 280 320
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Disefno del Sistema con Trampa de lones

" Excelente Sensibilidad y Calidad Espectral

=  Hasta MS' en modo manual

Adquisicién Automatica e Inteligente hasta MS® (él solo decide los precursores)
Adquisicién Simultanea (MRM) de hasta MS? de 10 iones precursores
Adquisicion Simultanea polaridad +/- (alternante incluso con MS")

Parametros totalmente programables en el tiempo

* 2 Octppolos

/®I|E
\“i

\
| “End Caps”
Zona
Zona SEPARACION Zona DETECCION
<«— VAPORIZACION p Zona FOCALIZACION > < IONES — 5 — —_—

DE IONIZACION

José Rodriguez
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Trampas de Iones: Obtencion Espectro MS"

La energia de Fragmentacion
3 Excitacion se aplica selectivamente. Sélo

2-Aj | t la recibe el 16n Precursor o
-AIS amlen rango de iones que interese

fragmentar
1-Acumulacién precursor

4-Fragmentacion

(C.1.D.: Disociacion Inducida por
O = Colision (con helio) del i6bn precursor)

H

En una Trampa el proceso de
transmisién de lones de
“Fuente a Detector” es un
proceso discontinuo

(s) WG-Deteccién
| Espectro
v MSn

% » = MS/MSMS/.
X Sel| ©°
5-Acumulacion |:> U_I_KL

de Fragmentos N Espectro
de Masas"
(n=1-11)

José Rodriguez
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Ejemplo Obtencion Espectro MS"

Intens.
101: 065-0601.D: EIC 461.4 £All MS, Smoothed (0.3,1, GA)
X
6 MS1
4 S/N= 23
2-

065-0301.D: EIC 426.2 +tMS2(461.4), Smoothed (1.5,1, GA)
200ppb Oxatetraciclina

4_
|  Electrospray + con 0.5%HCOOH
X en 80/20 CH,;-CN/H,0 S/N= 735

x1(9:

065-0401.D: EIC 337.2; 365.2; 381.1 tMS3(461.4->426.1), Smoothed (1.8,1,

/\SIN 605

7.2), Smoothed (2.2,1, GA)

2-Aislamiento

n ciclo@
Q
I6n

e%‘ 3-Excitacion
Precursor “

O
@ @ @ @ 4-Fragmentacion

1-Acumulaciéon "VV\ S/N 90
6-Deteccion
5-Acumulacion
de Fragmentos 3 5 4 5I'|me [mln]

'“;91'2)2_ +MS, 3.6-3.8min, 100%=8686, Background Subtracted
1.00 MS1? 461.4
0.757
0.50“5
0.25§
000_' |“|A| h.“‘. :l-'l l.,'..lulu.tl A

200 250 300 350 400 450 : m/z
Intens.
1 +MS2(461.4), 3.5-3.9min, 100%=6091, Background Subtracted
x10 41 2 %
0.8 MS 4261
067 (461.4)
0.4
2] 1 cmlo@
Y —————032l e
200 250 300 350 400 45,0 m/z
Intens. J 3 *+MS3(4614->426.1), 3.4-4. Omln, 100%=697
1000 7 MS .
7507 (461.4/426.1) 3372 3594
500 7 i
250 2 C|C|O@ ‘ 365.2 426.1
0:-- . "....‘,...,
200 250 450 m/z

Intens. ] +Msi(461 4->426.1- >337 2) 3.5-3.8min, 100%=466
600 M 3371
4001 (461.4 /1 426.1/ 337.2) 3 ciclo
200- 28|3.2 @

O_I""l""ll""l""Ll""l""l
200 250 300 350 400 450 m/z

La gran selectividad proporcionada por MSZ y MS3 suele proporcionar una mejor sensibilidad en la
deteccion de picos minoritarios

José Rodriguez
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% Abundancia Relativa

% Abundancia Relativa

Analisis Vitamina D5 por MS" por Inyeccion Directa
(FIA) mediante Supresion “Fondo de la Muestra”

100l 255.2
100 395 3975 MS MS?3 (385/367)
' 80- Patréon Vitamina D,
807 3
~ 423.5 & 271.1
&60' 213.0 2413
601 © 2279
_ _ _ 385.4 383.4 S40] 1850 2853
Vitamina D3 ? g 7 ass
407 313. ) '
~ [M+H]* 385 < 20{15g L
4934
49.
207 255.3 0l I fb, i \‘. h' |M Jl “ h h |3 [9 &;37,6 S :
1163.1 203.3231.4 467.5 150 200 250 300 350 400 500
I . - mn ; bl b 1001 2551 \/
0 Ao fudi 3
150 200 250 300, 350 ﬂ400 450 500 MS? (385/367)
_ MS2 804 Extracto de
1001 APCIMS/MS de 385.4 3674 (385) _ pienso de ave
60 1 [M+H]* - H,0 m—t T
| Las pérdidas de agua (18) y § ' 241
60 ] amoniaco (17) son muy poco o407 2132272
i selectivas g ' 285.4
40 | _§ 185.0 2711 311
< 20] $25.5 353.2
20 X |158.
1993 2190 232 4 B3 3054 , 0. JLM I . I‘ ‘ ‘
1 50 200 250 300 350 400 450 500 150 200 250 300 400 500

También se habria poder alslaazo el 385y fragmentado 367-385

José Rodriguez
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Espectros de lones con Multiples Cargas

» Moléculas de gran tamaiio, p.e.
peéptidos y proteinas, suelen
proporcionar en ESl iones con
Multiples Cargas =) respuesta a
multiples relaciones m/z (masa/carga)

» Con moléculas amfotéricas (moléculas
con grupos acidos y basicos - p.e. Péptidos y
Proteinas) si pH = pl (pto. Isoeléctrico) =>
molécula globalmente sera neutra:

CoDH c0® c00©
WP W NH,
COOK o 0@
w® WP M,
pH < pl pH = pl pH > pl
carga: pOSitiva neutra negativa

 El perfil del espectro de iones con
multiples cargas variara en funcién

del pH de la fase MOvil. s 3

José Rodriguez
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Abundance

Abundance

-----

Abundance
o)
o
S

‘a

aan®

Espectro MS (ESI+) de LISOZIMA
proteina M=14.306

+13
o pH 2.5

+14 Ejemplo de lones + con
Multiples cargas
+11

+15 +1f +9

800 ' 1000 = 1200 1400 ' 1600 = 1800 2000

+
+1211

+10 pH 6

m/z: (14.306+11)/11= 1302
pH 12

A_a Jaa - - N

L| L] 1 T T L] 1 1
a

1000 1200 1400 1600 1800 2000
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Reconocimiento de lones con Multiples Car

TRAP: Angiotensina | Humana:

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe- HIS Leu PM1

* En lones con 1 sola carga la diferencia entre las

Am/z=1/z (n° cargas)

* Por consiguiente:
Am/z=1.0 =1 carga
Am/z = 0.33 =3 cargas

senales correspondientes a C12y C'3 es de Am/z = 1.
* En iones con multiples cargas la diferencias seran:

Am/z = 0.5 =2 cargas
Am/z = 0.25=)4 cargas

» Para reconocimiento del n® de cargas se recomienda
guardar el espectro de masas en modo completo

1294 1296 1298 1300 1302 1304 m/z

o lones con 1 carga: Am/z=1.0
= 100 1297.29
& ] \A-O 99
807 [M+HJ*
S [MHT) 1206 28
< 1Con Trampa
T 60 fones v\v A=0.98
S
=3 1299.26
(o) -
N 20]

lones con 2 cargas: Am/z = 0.5

100:
80
60]

20

[M+2H]2"

648.9
A=0.48
649.40

Con Trampa
A=0.48 lones

649.89

644 646 648 650 652 654 m/z

José Rodriguez
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Intens.

x1Q°%

1.0 1
0.8 7
0.6 1
0.4 7

0.2 7

0.0

lones con 2 cargas: Am/z =0.5

7.00 .
[M+2H]?
Con A=0.50
Cuadrupolo
807.50
A=0.42
807.92
08.60
LA a Ma A-

790 795 800 805

Agilent Technologies

810 815 820 m/z



Comparacion Resolucion Espectral: Q vs TRAP

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu = PM 1296

Iva

% Abundancia Relat
()]
o

o
S

80';

I
2.

N
=

TRAP: Angiotensina | Humana:

[M+H]*

1298.28
1Con Trampa
| B v\v A=0.98

1299.26

lones con 1 carga: Am/z=1.0

* En lones con 1 sola carga la diferencia entre las

senales correspondientes a C'2y C'3 es de Am/z = 1.
* En iones con multiples cargas la diferencias seran:

Am/z=1/z (n° cargas)

* Por consiguiente:
Am/z=1.0 =1 carga
Am/z = 0.33 =3 cargas

Am/z = 0.5 =2 cargas
Am/z = 0.25=)4 cargas

» Para reconocimiento del n°® de cargas se recomienda
guardar el espectro de masas en modo completo

1294 1296 1298 1300 1302 1304 m/z

lones con 2 cargas: Am/z = 0.5

100:
80
601

20

644 646 648 650 652 654 m/z

790 795 800

805

648.9 Intens. lones con 2 cargas: Am/z =0.5
: Z\, A=0.48 X10° 7.00
] 649.40 : o*
] 2+ M+2H
| [M+2H] Con Trampa | Con o IM+2H]

a=0.4s lones .| Cuadrupolo
' (Q-QQQ) 807.50 e0.42

] 649.89 0.4 7 807.92 '
§ 0.2 08.60
: u 00 .—A v = aLVN AA

810 815 820 m/z

* La Trampa de lones proporciona mas resolucion y selectividad espectral que los cuadrupolos

José Rodriguez
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Comparacion Resolucion Espectral: TOF vs Trap & Quads

_ | Tiempo de, Vuelo (TOF) ___Cuadrupolo (Q & QQQ)

.% 879.403 879.649 X %e; 807.00 .

S [M+aH 20.25 o || [M+2H]?

o 879.902 0.8 A=0.5

O

8 879.14p Resolucién Espectral:

c

3 %919 TOF > Trap > Q & QQQ

NN 880.398 0.2-

JU | U 880.651 ' j
0.0 805 > 810 m/z
1 amu 1 amu

lones con 4 cargas: Am/z = 0.25 lones con 2 cargas: Am/z =0.5

100 R 5025 100 64§92 T\ 4=0.5
M+4H q% < 649.40

g0 [ ] (3 Trampa lones (Trap) —) [M+2H]2"

60 (modo maxima resolucion) A=0.5

40 : 40 7

] 649.89
20 J 20 _ U h
323 324 32 5 36 327 0/50 - - I - -
amu m/z 644 646 648 , 650 652  m/y

José Rodriguez
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LC/MSD TOF
Excelente Resolucion Espectral

956.5993
3.0e4 956.4333.
2.8e4"

2.6e4"
2.4e4
2.2e4
2.0e4
1.8e4”
1.6e4
1.4e4
1.2e4
1.0e4]

8000.0t
6000.0" 957.2634

5 fmol Insulina

956.2672| | 956 7661 con +6 cargas

956.9319 Permite llegar a resolver
956.0967 incluso isotopos con +8 cargas

SJUN09 ‘ANsua)u|

957.0981

4000.01 957.4285
2000.0%
0.0

9555 9560 9565 957.0 957.5 958.0 958.5
m/z, amu

2 Rodri
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Fundamentos del TOF 6 Tiempo de Vuelo (“Time-of-Flight”)

Fuente Zona libre de campo eléctrico.
lones Opcional: Reflectron (espejo de iones)
® . Detector ”
o ® o ®
e o - e 9 ®
®o o : © °
oo | 8 X
30kV /™™ 0V -
2 Long. 1.0
E=1mv v= -J2E t= = - =91 usec
2 m / 2E ngoooo)
m 50200

Acelerar con la misma energia a los iones procedentes de la fuente
= Los iones de distinta masa adquieran distintas velocidades y

lleguen al detector con distintos “tiempos de vuelo”
(menor masa =» mayor velocidad)

=Técnica pulsante con un intervalo tipico de generacién de pulsos de 100 useg. (10.000 pulsos/s)

=Tiempos Vuelo tipicos (vuelo 2m): m/z - uyseg.: 118 =20us. 622 =46us. 3000 =100ps.
= Resoluciones en el rango de ppm’s requeriran la medicion del tiempo de vuelo con una precision mejor de 1 nanosegundo

José Rodriguez
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Masa Exacta Requiere una Elevada

Resolucion Espectral

13004 | 922,0092 Resolucion Espectral:
20641 > 4.000 a masas bajas
110e4] >10.000 a partir de masas medias
1.00e4 1
5000.007 esolucion = M/AM
5 8000.00 m/z = 922
2 7000.00- 922/0.087 = 10.600
= 0.087
o 6000.00 7
% 5000.00
4000.00 1
3000.00 1 923.0121
2000.00
1000.00!
0.00 921.5 922.0 922.5 923.0 923.5 924.0 924.5

m/z, amu
La elevada resolucion espectral proporcionada por los TOF’s (superior a
Trampas y Cuadrupolos) permitira obtener “masa exacta” mediante la adiciéon
en continuo de algunos compuestos como referencia interna para m/z.

José Rodriguez
SuIC. UMu

Agilent Technologies

m/z =118
R=4.700

|

m/z118 119 120

iz = 2.722
R=13.500

_

m/z2722 2724




La Importancia de disponer de "Masa Exacta”
para “centrar” la busqueda:

Al aumentar la Exactitud de la masa analizada se reducen muy considerablemente el n° de posibles
composiciones elementales que pueden dar la masa en cuestion.

o 1000 : P.M.
©
s '\!\\ - car +176
£ » 100 (072 386
083 . N
0 = \n\ 882 . 882
QO Q
§ S 10 386 n 0 1347
8 L = 1672
o 176 i
o -o— 5687
p 1 B

l ' 1 4 a2 Xk T t Exactitud Masa

0,1 0,05 0,91 0, 005 0, 001 0,0005 0,0001 (u.m.a)
arah 1000 Lo
S 1.000uma 500 250 1§0uma P.M.(uma) para 10ppm

 En moléculas pequeias el poder determinar el peso molecular con la tercera cifra
decimal permite tipicamente definir una formula empirica inequivoca.

2 Rodri
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Esquema LC/MS-

OF

OAprc]:ia?’?gg nebulizadores: lon mirror FUNCIONES
. iti SE—
. v - = PEJO DE IONES:
« Micro-analitico P = = —ES
upc ° Electroforesis Capilar walls — —— 1. DOb_lgr ec:
inlet Skimmer . :',?jce?g” o de
Nebulillrer
gas inlet Octopol .
Capillary o N 2.- Refocalizar
Nebulizer : - | guides quad Cl_.lanUI_e!'
| i dispersion
> llll Iens Sllts Det.ector produclda por
| = iones con
| \ - - ’
g4+ M Q:EEEIQ . —— \ distinta energia
0 A\ n I lon pulser l AL
A B Y
N \\
\
Signal \
Fuente drying gas Flight L = <« _____ |
' tube Ampliaciéon Zona iones ®
Electrospray ! DETECCION :
[ '."’é"g 1
Waste 1 121 3 4 5 | -l e |
| AB5OV I.I‘._I.l. gl:;clgo‘ca%npl]eu
Zona Zona : Electrones “Microchannel |
VAPORIZACION e Zona FOCALIZACION Vacuum stag‘ef SEPARACION " kY — \1, Plate (MCP) |
DE IONIZACION o > Y — oy e
. . DETECCION I I
Opciones Fuentes Ortogonales HPLC / Infusion: IONES I g T |
* Electrospray (dual) I —700v |
* nano-Electrospray 1 ~ Ganancia - |
° QE(P:: :Overallgaln~2x102;1£|rg;_6 lpln:.;.;gw;.rher :
. 1 T 1
« AP-MALDI (acoplable “offline” con HPLC) I l Broud i omultiplicador |

José Rodriguez b

SuUIC. UMU Agilent Technologies

B o ey e e e e e

Detector Opticamente Acoplado



LC/MSD TOF: Fuente Electrospray

Para obtener “masa exacta” -ademas de elevada resolucion espectral- se requiere
la adicion en continuo de unas masas/compuestos de referencia interna

___—Nebulizador Analitico

e eotino y — ebulizador de
" Referencia

de una Solucidon de Fuent tibl | resto d
. uente compatinie con el resto ae
Referencia LC/MS Agilent Series 1100 (Quad’s y

Fuente Agilent TOF TRAP’S_) i
Series 1100: MASA Seleccion

EXACTA EN RUTINA Compuestos de

gracias al Disefio con ferencia utilizados

Doble Nebulizador =

ortogonal para lonizacién

Independiente de

Muestra y Masas de | :
4 L\ Pump | Bin Pump2 | Column | DAD | MS TOF |

ReferenCIa Data] Acquizition I Ref. Masses I Chramatograrn ] Dptimiz{l Calibration I Tunel

[¥ Enable Reference Mass Conectian ~ Select ReferenceM asses

¥ Use Battle & 118.086255 Edit Mass Lists

O z2043121

— Auto Recalibration Parameters E22 02895

Awerage |? scans §22.009738
O 1221 890637 \

Reference Ma [ 1521.971475

Detecton  [100°  ppm 1821952313 '

Windaw D227 = Elusuario puede

:‘_l"';“cm"m IEU counts Check Al | Check None Utllézar |faS SO UCI(d)neS
€ rerterencia de

Agilent o las suyas
propias

José Rodriguez
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Agilent 1100 LC/MSD TOF: Amplio Rango Dinamico para
Correccion Automatica con Masas de Referencia para
“Masa Exacta” en Operacion de Rutina (p.e. m/z 118 y 922)

(11 ”
U n known Theoretical | Abundance Error
Ref. Mass Mass Arb. Units (ppm)
m/z 582.319 487.73253 1316 0.61
1.6 pPpm m/z 922.010 450.2364 5304 1.59
error 722.81666 6611 0.64
o “Masa Exacta en 417.21191 6910 2.66
o T Rutina” requiere: 512.25457 8978 1.66
8 464.25036 12534 0.73
g o Muy amplio rango 519.21717 575 0.06
2 ; dinamico (+3 653.3617 21881 138
g S ordenes) gracias a la 435.91023 555 -0.28
S g tecnologia A.D.C. de 501.79513 10141 -0.04
7 S digitalizacion del 820.47251 842 0.25
h o " tiempo de vuelo 526.58871 3100 0.35
‘ b | . 674.32258 1881 -1.4
I 480.60877 23885 -2.52
582.31897 49027 1.57
400X 710.84248 3863 -1.16
= El amplio rango dinamico espectral permite utilizar como 627.97323 13881 0.55
referencia masas a concentraciones mucho mas diluidas que el 474.23075 24508 1.13
analito (y asi pasen desapercibidas en el espectro del analito) . 507 81333 11016 068
= Evita tener que efectuar diluciones (el analito puede estar 1000 - ; -
veces mas -concentrado o diluido- que la solucién de referencia) . 740.40136 9671 0.12
784.37501 643 -3.49
Promedio error absoluto masa:

José Rodriguez
SUIC. UMU
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Selectividad con Extraccion 1amu (tipica con Q’s) Orina anadida con

2ng/ml Clenbuterol (2ppb)

Zorbax XDB-C18 2.1x50mm x3,5um
A 5mM NH40AC/0.1% Acético

B Acetonitrilo

300 pl/min  Iny.: 20 pl

B TIC of +TOF MS: fram InjeotionOE0 wiff 0 min 5%B
arassrassrannnas, s 10 7 min 80%B
167 1 6 X 1074— TI‘ 9 min 80%B
Rt Clenbuterol
o
=
=
o
=
o
=
0.5 1.0 1ls 2.0 2.5 =0 =5 4.0 4.5 5.0 55 5.0 5.5 7.0 7.5 2.0 2.5
Time, min
| SIC of +TOF S 2754 to 277 .8 amu from Inje ction=20 wiff b3z, 9. 9ed cps.
’ -1(-)-1-0 Clenbuterol a2
=R=-Tr1 :
>=11.0 x 10— |C(276.38744 — 277.38744)
Z.0et - 0 7 +0 3
-0.7-+0.3amu _, _ ..
SIN = 14
- —_—
%g“ 5.0e4
E 4.0ed 4,28
3 .0ed
2.|:-e4E' 1ng 1281580
1.0y r P
ango extraccion tipico con cuadrupolo
0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.5 1.0 1.5 2.0 =25 =0 =5 2.0 4.5 5.0 5.5 .0 6.5 70 75 =0 2.5
Time, min
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Selectividad con Extraccion +/- 30ppm m/z
Orina anadida con 2ng/ml Clenbuterol (2ppb)

B xC of +TOF MS: 277.1 to 277.1 amu from InjectiandS0 it

1.9e49
1.2ed 4

1.7ed 4

1.6e4

1.5e4 4

1.Fed

1.3

1.2e5

1.1

1.0e4 4

=lnlnln R

Intensity, cps

S000.0 -
Fooo.o -
S000.0 -
S000.0
S000.0
20000
ZDDD.DF

10000

(TIC: x850 x320 5.9 min)

Ventana Extraccion:

IC(277.07913 — 277.09575
m/z)

+/-30 ppm  +/-8 mDa

S/N =102

277.0866 Da
error: 0.7ppm

5/H = 102.4

B -oquence wineistd. rdb (T

5.24

OH

Cl
CHj

HN><
< CH,

Cl Hj

El TOF ademas
proporcionara
espectros

> completos

H,N

b
0.0 -

05
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