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(cromatografia liquida/espectrometria de masas) con “Tiempo de Vuelo™”, asi como su
posicionamiento con respecto a técnicas de MS/MS.

Se presentaran los fundamentos, aportaciones y limitaciones de la técnica de LCFMSJ




Introduc 1 las Técnicas de
LC/MS con TOF

Soluciones LCMS Agilent +3.500 LC/MS

Rango Aplicabilidad de las Técnicas de LC/MS
“versus” GC/MS

e Mucho mayor rango de aplicabilidad que GC/MS (p.e. no volatiles o i6nicos), Pero
cromatografia muchos menos resolutiva

* Permite analizar compuestos termolabiles.

« Evita las habituales derivatizaciones de GC/MS y suele simplificar los
procesos de preparacion de la muestra.

LC/MS permite detectar una muy
elevada proporcion de compuestos
LC/MS organicos —SI LAS CONDICIONES
API-Electrospray SON ADECUADAS
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o LC/MS API-Electrospray:

° ¢ Ideal también para compuestos labiles.

= *Vélida para compuestos de baja-media a muy
o

3 1000

o

I APCI alta polaridad que se puedan ionizar en solucion.
[ - * Mediante la formacién de iones con multiples
cargas, permite el analisis de compuestos de muy
elevado peso molecular.
GC/MS LCIMS APCI:
N « Vélida para compuestos de baja a alta polaridad;

no se requiere que estén ionizados en solucion.
* Requiere compuestos con una cierta volatilidad y

Polaridad del analito/ mu olar
no polar yp NO termolabiles.

Solubilidad en Agua
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El Espectro de Masas por lonizacién a Presion
Atmosférica (API-LC/MS)

Las técnicas de ionizacién a presion atmosférica (API) utilizadas
en LC/MS son muy suaves y apenas fragmentan a la molécula.

OH

Intensidad °© +TOF MS: 5.672 to 5.833 min from lowhigh03.wiff Agilent
5.4e5 277.087
5.065] >< Clenbuterol _
e * C,,H15CL,N,0 [M+H]*=277.0874
oes: 279.084
b Peso Molecular isotépico: 276.0796
25e Contribucién del CI(37) de aprox. 2/3 =|2 &tomos Cl
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* No existen bibliotecas universales de espectros de LC/MS

» Solo existen bibliotecas de “masa exacta”
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Obtencion de Informacidn Estructural en LC/MS

“pseudo

En LC/MS para obtener informacién estructural la S MS’Mf" de
molécula ionizada se puede fragmentar en: ; mq¥m;

* Sistemas LC/MS (Q y TOF): en la zona situada ll_“L <
entre la salida del capilar y el primer cono.
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1.- Posibilidades y Criterios de
Seleccion de la Técnica de lonizacidn a

utilizar en LC/MS

Auto MSn"?
INFUSION?

-3~ Agilent Technologies

Agilent Series 1100: Disefio Ortogonal de la i
Fuente de lones API — Electrospray =

Gas de lones Desolvatados
Nebulizacién
NEBULIZADOR
ORTOGONAL (N,) H PLCl 0 V (nebulizador conectado a tierra)

'°“es en solucién ,+* 1y conveniente para CE/MS

La punta del nebulizador esta K¢
en un angulo de 90° con
respecto a;:pc:lr;t:ada del }‘ -4, 500 V (End Plate) Gas de secado
(nitrégeno calentado)
Mesh Assembly: =-3500 V ..uunsnns=n
(atraera cargas + a la superficie

de la gota)

H Disolvente/ foro
Ejemplo con Nebulizado

PO I arldad + Entrada Capilar

Dieléctrico

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

» Limite Explosién
Evaporacion mmmp Rayleig Coulomb Evaporacion wmmmp l6nes Analito
Alcanzado Desolvatado

0 & . *
+ A + LA
SN + 3 ‘ SECADO+
La presencia de sales no volatiles dlflcultara considerablemente la eficiencia del proceso de desolvatacion
Para optima sensibilidad los analitos deben estar totalmente ionizados al pH del eluyente
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Criterios Genéricos de Seleccion de Técnica

ELECTROSPRAY: lonizacion

Compuestos ionicos, o polimeros/biopolimeros que en disolucion
adquieren multiples cargas (péptidos — proteinas - ...).

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

Técnicas que requieran trabajar a nano o microflujos
APCI / APPI:

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

Preferencia por trabajar con fases moviles NO tamponadas

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

APPI:
Compuestos apolares NO termolabiles y sin heteroatomos

En buena parte de los casos se podran utilizar las 3 técnicas
APCI /| APPI “suelen” dar menor supresion de la ionizacion* y %RSDs algo menores que ESI

* Reduccion de respuiesta con respecto a patrones en disolvente

e maasure i3 your SUccess ::1..:.}:" nﬂilﬂﬂl Tﬂh"ﬂ!ﬂﬂiﬂl

Ejemplos de Aplicacion de la Técnica LC/MS

APCI: API-Electrospray:
Carbamatos Sulfonilureas
Herbicidas: Fenilurea Hidratos de Carbono
Pesticidas LSD

Triglicéridos Benzodiazepinas
Aditivos en platicos Morfinas

Explosivos Pesticidas

Micotoxinas Pigmentos

Farmacos Micotoxinas
Antioxidantes Péptidos y proteinas
Azlcares Farmacos

Acido Succinico Salbutamol

Compuestos Fendlicos Penicilina

Aldehidos / Cetonas*@ Aminas Aromaticas / Cuaternarias
Amidas *® Antidepresivos

*& APCI: Los compuestos carbonilicos en ocasiones Esteroides y corticoesteroides

pueden llegar a protonarse. ** APCI: Las amidas e Antocianinas
hidroxilos arométicos perder un protén. lones

Recordatorio: LC/MS-API no puede detectar analitos que no se ionicen !!
e maasure i3 your SUccess :.1..:}." nﬂilﬂﬂl Tﬂh"ﬂ!ﬂﬂiﬂl




Tipicos Est os de Aplicacién de las
Técnicas de LC/MS-TOF

Soluciones LCMS Agilent H +3500 LC/MS

Escenarios de Aplicacion “Exclusivos” de las
Técnicas de LC/MS-TOF

En LC/MS el equipo “ideal” dependera del “escenario central” de trabajo

1.- Identificacidén de picos cromatograficos desconocidos.

2.- Estudios Metabolémicos/Biomarcadores y de ldentificacion por
analisis diferencial de metabolitos u otros compuestos
potencialmente correlacionados con cambios en el metabolismo o
propiedades de un producto, orige°n de la muestra, ...

3.- “Screening” de un n° “ilimitado” / muy elevado de compuestos sin
disponibilidad de patrones **. La confirmacién y cuantificacion de
positivos si requerira la disponibilidad de patrones)

*Escenarios donde un QTOF (o un TOF cuando NO se requiera MS/MS) es muy diferencial con respecto a
otras técnicas de LC/MS** La confirmacion final de positivos requiere del uso de patrones

Page 13
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Requisitos Clave
Escenarios 1, 2, 3y 4:

Agilent MS-Series 6210/6220 TOF &
6510/6520 Q-TOF:

“Masa Exacta” en operacion de
rutina y con la Maxima
Sensibilidad

» Exactitud Masa en MS y MS/MS

» Masa “independiente” de la
concentracion de analito

» Sensibilidad

Opcidén preferente:

» Tiempos de Vuelo (Q-TOF/TOF) en
modo MS: proporcionan la “selectividad
de la masa exacta” (tipo MS/MS) en
matrices complejas con métodos de
adquisicidon genéricos.

T B

Alternativas

* Ninguna de adecuada

» Se debe operar en modo “scan MS”.

» Se debera disponer de selectividad “tipo MS/MS” con
la extraccion de cromatogramas de iones con “masa
exacta” (muy finas ventanas de extraccion)

« Los cromatogramas de iones de trampas y cuadrupolos en

modo MS ofrecen una limitada selectividad para matrices
complejas.

Escenarios de Aplicacion “Compartidos”* con
otras Técnicas de LC/MS

5.- Screening y cuantificacion de un n° “limitado” Compuestos Diana.
(Analisis Multiresiduo) y con disponibilidad de patrones.

Tipica aplicacion de QqQ en modalidad MRM (registro de s6lo 2-3 m/z de
lones seleccionadas a “priori”. TOF también valido en modo “Exact IC”
con una selectividad semejante a “MS/MS”, pero con menor sensibilidad
gue un QgQ en modalidad MRM, pero con la ventaja de trabajar en
SCAN con MS exacta (se dispone de toda la informacion de compuestos

lonizados en el disco duro).

6.- Identificacion de Proteinas en complejas mezclas mediante “Peptide
Mass Fingerprint” (no Auto-MS/MS) y basquedas en bases de datos de

proteinas.

7.- Cuantificacion de proteinas, determinacion de su masa, pero NO

secuenciacion de péptidos,.......

Page 15
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Escenario 1: Para identificar

Posibilidades de los compuestos

QTOF /TOF en desconocidos la clave
Identificacion de es disponer de “Masa

Compuestos
P i Exacta” robusta
Desconocidos
» Se trabaja en modo SCAN-MS

* NO es imprescindible
disponer de patrones ni de sus
I tiempos de retencion. Sl se

requieren para confirmar la
. identificacion.
WL h 1L} - Se pueden utilizar bibliotecas
R & & de masa exacta (T, es opcional)

@ o0 “calculadoras de férmulas
empiricas”.

Agilent Technologies

La Identificaciédn de Compuestos Desconocidos
por LC/MS: "

A

o o Ao ke

Es como buscar ;

/:\ﬂ

Primero se requerira
CENTRAR en que o
PEQUENA zona buscar.— 2%° VE
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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.

, 1000 e P.M.
©
S . 5.687 ~- 176
£ 4 100 1672 = 386
L2 S ? N\,
0= 882 : - 882
O Q
S E 10 386 o | o 1347
@ = 1672
o 5687
= 1 : : s R i + ' Exactitud Masa
0,1 0,05 0,Q1 0,005 0,001 0,0005 0,0001 (u.m.a)
QUADs 1.6QPOF;500 250uma 100uma  P.M.(uma) para 2ppm
1.000uma 500 250 100uma P_M_(uma) para 10ppm

En moléculas pequenas el poder determinar el peso molecular con la
tercera cifra decimal permite tipicamente definir una férmula empirica

{'r Agilent Technologies

La importancia de la “Masa Exacta” LC/MS  ToF-6210

* En LC/MS NO existen bibliotecas universales de espectros. n
« La identificacion de desconocidos en LC/MS se base en la masa exacta

Reserpina (C;;H,N,0O,) da un ién [M+H]* a 609.28066 m/z
Los cuadrupolos proporcionan masa +/- 0.1 = 165 ppm
N° de posibles formulas usando sélo C, H, Oy N:

Exactitud n° posibilidades
165 ppm (quad) 209
10 ppm 13 45.5272 pseg
5 ppm 7 Sistema medida Tiempo de
Vuelo Basado en conversor AD
3 ppm (Agilent 1100 TOF) 4
2 ppm (Agilent 6210 TOF) 2 Para poder obtener “masa exacta” se
requerira la adicion en continuo de
1 algunos compuestos como referencia
_1 interna para m/z.

Disponer de Masa Exacta reduce enormemente el n° de posibles
férmulas empiricas.

Algunos AAS tienen m/z muy parecidas: Leu=lle=113.084 / Lys=128.095 GIn=128.058
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Posibles Identificaciones por Busqueda en Bases de datos de
Masa Exacta de Metabolitos y de Estructuras Moleculares

£ Possible Compositions

bucirai o

- ormula MIST -
= | chemical formula Chemlbplus ~2DBE | pattem | score
il C15H18N4 METLIN -.:_ 4.0 23 100
HEEE e Settings...  tPe4D. 98 74

..
0.

p #4 (RT=40.078)— 4 Features .,

MAME: Piperazine, | {3-amino<d-pyridyd)L-phenyl- ‘__ _':-—' II_""Q _‘.;‘
re bR e BN ARO2.0T.3 o : -

& T
J 1B 8 e A

Se3 iss [aburd. [width [satur ™ "-, [T —————
D vaees 80,2774 224E5150) 0,401 - Corgle 4 k-
2 B2 397728937 390.2770  GI63EB0) 0.447 | 4 e, .
3|MeH+1 | 40061 3922877 902775 1491838 0.433 Search Results NIST
4|MeH+2 | 40053 3932913 30902768 24007R 0.377 ; e -
B|M+H+3 | 400E0 3942958 30028039 33602 (0460 e, +15.000
5 Ttk bt ot e et . metabolitos ||
F|M+Ms | 40118 4132664 3902771 2005762 0678 et IHETUH“""’"_'“'_“?‘H““ endégenos
B|M+harl | 40120 4142700 3302773 673467 050 a Chremce formmds PR e e T I & exéadenos
G|M+Ma+2 | 40128 4152730 3902708 93567 0562 * Siracen puage o evadatle Metabolites 9
10| M+baed | 40105 4162742 3902773 5900, 0.347 s i e i T w—_—
11
12| bd+k, 40.090 AGILENT 0533 I e denghen smde T (0, H_0L) WD Maas Havin Famuds C&3  KEGG s
13| M1 | nosa| 0423 i o
e MOLECULAR Lo e e TN corbeghe st 3 S0, ST
16| 2M+MNa 40085 FEATURE 0.381 e iy u
16[2M+Ma+1| 40083 » | 03ez L A ks 013
ez ol EXTRACTOR 0.4m B TR T T T
18(2M+Nar3 40068 BOB5531 390.2781 126078 0.352 Ve, R i i |
19|2M+Maed| 40073 8075574 3902791 19632 0312 By
20|2M+Na+E 40058 BOR5EST 3902618 2957 0148 . i

)

o

{': Agilent Technologies

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

Fuente Tubo Vuelo: Zona libre de campo eléctrico.
lones Opcional: Reflectron (espejo de iones)
. ® L‘ ® Detector
&) ! % o
- @ =9 ® °
@ E l":. o o °
(@) E‘
© ) 2 ‘o @
30kV /™ 0 Volts Tiempo
12 L Long.
E=3mv v=+/2E t=— t=——— t=Llong. /L
m v 2E 2E
m

Acelerar con la misma energia a los iones procedentes de la fuente
= Los iones de distinta masa adquieren distintas velocidades y
llegan al detector con distintos “tiempos de vuelo”

(menor masa = mayor velocidad)
=Técnica pulsante con un intervalo tipico de generacién de pulsos de 100 pseg. (10.000 pulsos/s)
=Tiempos Vuelo tipicos (vuelo 2m): m/z - pseg.: 118 = 20us*. 622 =46us. 3000 =100ps.

*velocidad 118m/z = 1000Km/seg.

* Resoluciones en el rango de ppm’s requeriran la medicion del tiempo de vuelo con una
precision mejor de 1 nanosegundo

Page 21
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Esquema Agilent 6000 LC/MS-TOF

Espectrometros de LC/MS de Agilent

b AT

Opciones nebulizadores: lon miror
« Analitico —rra— FUNCIONES
. Micro-ana”ti.co ) [ = = ‘/ESPE\]O DE |ONES
upe  * Electroforesis Capilar wialls — — .
inlet skimmer /| e 1.- Doblar el recorrido
Nebulizer / . de vuelo
pas inlet Dectopola .
Capillary L T 2.- Refocalizar
Nebulizer 0 quad cualquier dispersion
S Rocus| ) producida por iones
' | lens| Slits Datector con distinta energia
Analyte E -\\
KNS \
lan pulsar l \\ |l\\
RN
Fuente pighy S0 N .
Electrospray tube : 1 Ampliacién Zona jones b :
1 1
Waste 4 5 | : " _,__,,_:
Zona Zona : Electrones Mlcrocr}‘msnungl :
+— VAPORIZACION __ Zona FOCALIZACION Yhclumatae: SEPARACION | | —* S !
DE IONIZACION —coma s Yo i Folones I Centelleador
; ‘s DETECCION |
Opciones Fuentes Ortogonales HPLC / Infusion: IONES : bl :
* Electrospray (dual) - = Fuentes muy rapida y facilmente : Gana;; 1
* nano-Electrospray (dual) intercambiables entre si y con otros |t e - 51 aprox, e |
1 1
1 1

* APCI y Multimodo (APCI+ESI)
» APP|

[hir maasue (8 your Success

1 2x10E6
e

Technologies otomultiplicador

{'..r Apilent Technologies

Agilent TOF- 6520

—

Agilent Proporciona simultaneamente:

* Maxima Sensibilidad, Resolucion,
Exactitud de Masa y Rango Dinamico
* NO requiere tomar soluciones de
compromiso segun prioridades

) ) TOF- 6210
Las mejores prestaciones del mercado: n

- Sensibilidad:

-Exactitud de masa: < 2ppm

10pg reserpina S/N> 10:1 p/p

-Rango Dinamico Espectral: 5 érdenes

-Rapidez y Resolucion Espectral:
hasta 40 espectros /seg. a Rs >16.000

La mejor Robustez y Facilidad de uso del
mercado:

- ESI con doble nebulizador

- Sistema automatico suministro calibrante

- Sintonizado Automatico Altas Prestaciones
- Independencia condiciones ambientales

Mass Hunter: muy potente software de analisis y
“deconvolucién” de datos

RV EY ]
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Masa “independiente” de la concentracion de analito
Rango Dinamico 6520-QTOF (muy diferencial): hasta 5 Décadas de Rango

Dinamico Espectral Muy importante en Metabolémica donde
se mediran metabolitos con un muy

O variado rango de concentracidones

3x107 6
72 9x10° cts Erythromycin, 500 fg/uL
7] o1 e s TNM+H]* = 734.4 1
7] Niacinamide, 10 ng/pL 250 cts;| = EEr:OE' = +g 6 685m8 i
o] [M+H]* = 123.055289 m/z gg -0 Pp
/ Error = +0.8 ppm K
=1 |Rango dinamico
<1 |espectral
1 |Este ejemplo
i oax106/250 = 3.6 % 104
41 |Maximo :
ol , 5 Independiza la masa de la
o 3x107/250= 1.2x 10 concentracion de analito

Py

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Our measure s {': Agilent Technologies

Elevada Resolucion Espectral para reducir

interferencias de Compuestos Isobaricos

Importante en Metaboldmica y matrices
complejas donde se analizan muestras con un

PN muy elevado n° de metabolitos/compuestos
OH Methyl 5-acetyl-salicylate (MAS) N Butyl paraben (BP)
[M+H]* 195.065185 o [M+H]* 195.101571

O  Diluir MAS, manteniendo BP constante Manteniendo MAS constante diluir BP

Resolucién 14.000 . :
0.5 N
(FWHM) a 195 m/z: | 0.036Da(| 90 ppm /| 0.8 ppm
+1.9 ppm +1.3 ppm\ ‘

-0.2 ppm [y
|Zoomview | | '
4128 dilution | \

Zoom view
+0.7 ppm)\ ‘ 128x dilution

\ A
VA

-1.4 ppm

v —

19494 19496 19498 195 19502 19504 19506 19508 1951 19512 19514 19502 19504 19506 19508 1951 19512 19514 19516 19518 1952 19522
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z) Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Mejora de la Selectividad y Relaciéon S/N con la
Reduccmn de la Banda de Extraccién

| Un TOF con Masa exacta permite IC con muy
NitroFurano: NPAMOZ finas bandas de extraccion permite:
L i e gaohee) e « Mejor selectividad (semejante a MS/MS) y
—0.7/+0.3 uma- sensibilidad
« Disponer de TODA LA INFORMACION en
: disco duro para reprocesarla y extraer nuevos
== > S ; cromatogramas iones cuando se requiera.
~ | | »Métodos de adquisicion genéricos. No
) requiere pre-programar los iones precursores
Extraccién NPAMOZ miz A a aislar ni las transiciones a monitorizar.
335.1352 +/— 0.1 uma o Por ejemplo cuantificar nuevos metabolitos no
_ ' esperados después de haber ya adquirido los datos.
e i wrurvg | e Cuantificar la muestra retrospectivamente
o e -=-| mediante factores de respuesta relativos.
= ] « Confirmar la identificacién mediante el
— S/N = 214; .
= _ espectro del analito con (“pseudo espectro
= Ex"f/‘f‘:)'%'a;‘upn':‘:"of /'_“%335';11352 MS/MS” con masa exacta) Y sin fragmentacion
= ' PP (“i6n precursor”) obtenidos con adquisicion
multisefial .
S b rtmbincarrivetd W) A REQUIRE MASA EXACTA
o e = ROBUSTA

Comuesto analizado : NPAMOZ (metabolito Nitrofurano

[ur maasure is your succeas 'I.'} luilﬂﬂl Technologies

Aspectos a Considerar para una Maxima
Exactitud de Masa

Relaciéon S/N >50:1 para una éptima exactitud de masa (<2ppm)
(Unresolved chemical background shifts mass peak centroid. With a signal to
background ratio of 10 : 1 the shift can be as high as 10 ppm. With a signal to
background ratio of 50 : 1 the shift is generally less than 2 ppm).

Intensidad Sefal Espectros MS: >50.000 para un suficiente n° de iones
para reducir el error estadistico para una éptima exactitud de masa.

Intensidad Seinal Espectros MS: < 3 x 10e6
Rango 6ptimo intensidad seial: 50.000-3.000.000

La separacion cromatografica es importante para evitar la
coelucién de masas isobaricas (muy proximas). A resolucién 10,000,
una diferencia de masa entre muestra y contaminante de 50 ppm y una
relacion de intensidades 10:1 implica un error de S5ppm.

Page 27
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Escenario 2: e Para Metabolomica es

clave es disponer de “Masa
Estudios Metaboléomicos y de Exacta’” robusta
Identificacion por analisis
diferencial

* Se trabaja en modo SCAN-MS

* Requerira un Software
Analisis Estadistico (Agilent
GeneSpring MS)

* NO es imprescindible
disponer de patrones ni de sus
tiempos de retencién.

e : * Algunos metabolitos se
."h' pueden identificar mediante
l B I'_ bibliotecas de masa exacta de

metabolitos.

Agilent Technologies

Fase Inicial - Determinacion de los Perfiles de

Metabolitos: Localizaciéon de “Todos” los Metabolitos
lonizados

1.- Adquisiciéon datos LC/MS con TOF o Q-TOF (modo barrido “Scan” MS

@? con masa exacta - No MS/MS)
TOF

N\

2.-Localizacion Metabolitos mediante Software::

* LC/MS: Agilent “MassHunter Molecular Feature
Extractor” (MFE).

* GC/MS: libreria NIST y el Agilent AMDIS & DRS
(software de deconvolucion e identificacion)

D maasure is your success '.{;}. Agilent Tﬁﬂhﬂﬂfnﬂie!




Comparacion de Perfiles de Metabolitos: ;Doénde
estan las diferencias?

x107

» La comparacion de perfiles totales
soOlo sirve para ver diferencias de
componentes mayoritarios.

BN W A OO N

* En muestras muy complejas incluso
muchos componentes mayoritarios
pueden quedar enmascarados.

30 40
Counts vs. Acquisition Time (min)

* En muestras complejas es dificil
conseguir una buena separacion
9y o Fuomsinboy % swunon cromatografica (especialmente HPLC —
mas facil en GC). Se requerira de la
selectividad de un MS para “resolver”
los solapamientos cromatograficos

- N ®m % 1w o B

e maasure i3 your SUccess ‘I:{;}:" Aﬂilﬂﬂl Tﬁ'ﬂhmﬂﬂﬂiﬂl

Extraccion de los Espectros de los Componentes
Individuales (“Mass Hunter Molecular Feature Extractor”)

En muestras complejas 1 pico (TIC) suele estar formado por varios
compuestos no resueltos y algunos del propio fondo
TIC & Espectro Picos deconvolucionados y espectros

: %

TIC (suma de los 3)

m+H Componente 1

Componente 1] '

[M+Na]*

O

Componente

Componente 2
[M+H]*

¢ .
nana’s® Cresims

“Deconvolucion” <
[M+Na]*  [2MHHT*

(\

Componente 3
[MHH]*
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Avanzado Algoritmo de Deconvolucion “LC/MS Mass
Hunter Molecular Feature Extractor” para obtener por la
Masa Exacta de "todos” los Compuestos lonizados en la

Muestra

Espectros Deconvolucionados

H Augilenl HossHunder Dhealibal ve Analysis - Delada 2105 |Cpd 22:+ Scan [5.626-5.862 min) 50 frmal bsa.d
501.543E5 751 .TI 203
D 1
#10# |Cpd 23+ Scan [5.680-5.923 min) 50 fmol bsa.d
e 700.32951
a
#1037 |Cpd 24:+ Scan [5.846-6.055 min] 50 frol bea.d
& Extract &l Found Resu;
o mruks ol | Hnal £25.31443
& i it L el Pormlss -
1 #1055 |Cpd 25:+ Scan [5.873-6.122 min] 50 fmol beza.d
' ” I a- A '-1501 % 922.487398
5 F G i
I 2 ax x105 |Cpd 2B:+ Scan [5.851-6.204 min] 50 frmol bsa.d
Forma parte del soft. de TOF y Q-TC SR
: 1 75842241
sy | [E—— " 300 400 SO0  EO0 700 GO0 Qo0 1000
5| Crd £ 500 friol bsa.c
H-1 u Eeid2hi RLE Hosti o0 mol ksad Flespnnse wz Mazz-to-Charge [mez]
1 I
0.8
07
06
054
0.4
03
024
0.1
0 c-
2B 28 3 32343638 4 42444648 5 525456 58 6 B2 64 GBES ;7 72 74 7670 9 82 84 8688 3
‘Rezponge vz Acquizition Time [mln] i : :

3~ Agilent Technologies

Listado de Compuestos Detectados por el Algoritmo
“LC/MS Mass Hunter Molecular Feature Extractor”

Detalle de los iones del compuesto seleccionado:

Retention Time

2 ERZL G W 10715062 Localiza y utiliza todas las m/z de los iones
ot e S correspondientes al mismo compuesto para
Compound & 51 0. 1691 5. calcular su masa con la mayor exactitud posible
Compaound 5 5.176| X 1137
iLompound & 5. 184] X 1 1137, E_;k;Peaksl]ne:+Scan[5.939-B.149||i1]
Compouna 7 [E] (IS T 1942 E361
% B 5. 268! 0,00 18366 12905981 Abund® | Sat. | Chaige Species Formula
(] p i 1 THIY,
[Compound 10 5256 ! 1 e,
11 [ [ 187 ; 3 : [M+2H)
= ¥ +20 5357 0 365 05.372 BE224T6|  20527 30 2 1| 561239 || (M+2H]2|  CHIHTENBOT453
L ¥ 1 ¥
13 compuestos —£35 e arni 56274057 WH i 2 1| 5612391 || (M+2H[2| CHIHTENBO1453
Mﬁ en 1 minuto 151 55 I TR me3zHg| 2288 3 2 1] 6612391 || (Me2H)2| CoIHTENBO1453
15 5.354 0 16553 §73.4531 BEI7AG| 813 1 E 1| 561233 || (M+2H]2| CHIH7ENBO1453
t - 2 L EL L 56423006 478 1 2 1] 5612391 || _Ms2H]:2| T5TH7BNEO1453]
Informaciéon comparada entre E7222%7| 132 z z 2| B72ZZ%[f (M+HNaj [
:ﬁ 57272837 1454 Z z 2| 572225|| (M+HNal+[n
_& muestras: tlempo abundanma masai— e 2 z 2| 572228 | M+HNajs s
Tz dnd] a2 3 1 3| NM21471|| (M+H}+| CGIH7ENBOT453
H s T z 1 3 N2Ta7 || (MeHl|  CoIHTENBOT453
w"’t §§ TizzdTis|  7eed 1 1 3| TZIATI||  (MeHJ+| CoIH7ENBO14SS
pij T4 2447 4 1 3 Nzianl|| (MeHl|  CoIH7ENBOT453
[Compound 38 O &3 17 Z 1 3 NZian || (MeHls|  CoIH7ENBO1453
Listado f ¢
Clompuestos - " | EspectroLC/MS También es
onizados i :
{ Deconvolucionado capaz de
1 detectar
i multimeros
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Metabolomica — Fase de Analisis Estadistico Diferencial
de Perfiles: Los Datos deben Normalizarse antes de su

» Utilizando patrones internos se normalizaran las intensidades de las sefales
y los tiempos de retencion (muy util Agilent RTL en GC/MS).

» Se alinearan las masas de los “compuestos & metabolitos” detectados
(“molecular features”).

» Se compararan las intensidades de senal de los compuestos identificados
por tiempo de retencién y masa exacta (en LC/MS) o por identificaciéon con
biblioteca de espectros (en GC/MS).

Ohur measus s {_'r Agilent Technologies

Automatizacion Comparacion Diferencial de Perfiles

Analisis Diferencial: Mediante el software “Mass Profiler” o “GeneSpring MS”
comparar las intensidades de las molecular features” (/compuestos presentes), entre
muestras problema y muestras control para poder localizar las diferencias.

No es necesario identificar la identidad del compuesto, basta saber su Try su
m/z exacta (para evitar ambiguedades y disponer de una selectividad tipo MS/MS

pero trabajando en modo SCAN-MS. BSA + 120 fm Myo vs, BSA + 30 fm Myo
Es habitual trabajar
conTr £ 129
e intensidades E 4] « Admite datos de Agilent LC/MS-TOF, Q-TOF = ;
normalizadas P + concentrados en = =t
§ poblacion < - e
28 4 TSI
=
I S se—— m—— el p -
S e L e e AR e + concentrados en
g 2 4 - poblacion
DI [ (= ===
biih byt ] 2 Fl B B

Log2 Abundance - BSA + 30 Im Mys
« Cada punto representa un compuesto (info disponible

_ | sobre m/z,tiempos retenciin y abundancias)
Tiempo Retencién * Mdltiples formatos gréficos y tabulares disponibles

Log2 Ratio
f_\_.bund
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Comparacién Estadistica de Perfiles mediante Analisis de
Componentes Principales (PCA) y Analisis de Varianza.
“GeneSpring MS”

PCA after 1-way ANOVA

* “GeneSpring MS”: Muy avanzado

software de analisis estadistico para
“revelar de los miles de metabolitos | Y:[PCA companen! 2 (14.63% variance)
cuales estan estadisticamente

correlacionados con diferencias en las

poblaciones suejtas a estudio. TP309-NT TP309-Px099 & Xa21-RaxST
TP309-Mock / (Infected)

» Permite Analisis de Varianza (ANOVA

de 1 0 2 vias) y de Componentes

s
T,

Principales (PCA), comparar miiltiples
grupos de condiciones, poblaciones y
agrupar aquellos componentes cuyos

ompoenent 3 {1 -2-._E-5'3{- wvariance)] X321_NT, Mock & Px099
incrementos y reducciones en (resistant)

concentracion puedan estar
« Agilent LC/MS-TOF, Q-TOF & QqQ

« admite importacién MS genéricos con
ficheros XML y de GC/MS con AMDIS

correlacionadas,.......

[ur measure is your success 'TI:J" lui]ﬂl‘ll Tﬂ:l’ll‘lﬂlﬂﬂil‘l

GeneSpring MS: Comparacién del Analisis de PCA de todos
los “Molecular Features” versus Comparacion Utilizando
soblo los “significativos” de acuerdo con un ANOVA de 1-via

a. PCA only b. 1-way ANOVA and PCA

i’ Y Proporciona una mucha

! ] mejor diferenciaciéon de
clases
TP309-XaZl line Infected
_ |transgenic) wild and transgenic
TP309 line | |0 g| {®3-INF )
{wild) ie” g 7-|N£ #:6-RES -_Z-INF “'ai6-RES
L 2 : H i
i ) 1
; 5:#""“‘- X
Uninfected
transgenic
Arroz salvaje Arroz transgénico
1 ® TP308 wild rice - no treatment 4 & TP309-Xa21 transgenic rice - no treatment
2 = TP309 wild rice - mock challenge 5 @ TP309-Xa21 transgenic rice - mock challenge
3-INF ® TP309 wild rice - bacteria challenge 6-RES ® TP309-Xal1 transgenic rice - bacteria challenge

7-INF ® TP309-Xa21 transgenic rice - knockout bacteria challenge

[ur measure is your success 'TI.'..J" lui]ﬂl‘ll Tﬂ:l’ll‘lﬂlﬂﬂil‘l




Escenario 4: - La Selectividad de la
“Masa Exacta” permitira

Posibilidades de los efectuar “screenings” de un
LC/MS-QTOF & TOF en n° ilimitado de compuestos:
“Screening”

Mu Itiresiduo » Cualquier compuesto ionizado.

* Trabajando en modo SCAN-MS

« Sin necesidad de disponer de
patrones ni de sus tiempos de

retenciéon (solo para confirmar /
I cuantificar positivos)
. B . » Sin tener que programar la
. j i) adquisicién de iones precursores o
h . ' B & segmentos en el tiempo (métodos

adquisicion genéricos)

—— « Utilizar bases de datos de masa
exacta (T, es opcional)

* Cuantificar con 5 6rdenes de
rangq'.gt?*-inkg’derntd'eahmlogles
TOF-6220 & QTOF 6520

Analisis Posterior de Compuestos No
Esperados

Muestra analizada buscando

15 pesticidas pedidos por el cliente...
(El Diuron no se encontrabaen

la lista...)

3 meses después, el cliente tiene
problemas con Diuron.

¢ Contenian las muestras
Diuron hace 3 meses?

Laboratorio Quimico Microbioldgico - Murcia
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Analisis Posterior de Compuestos No

DIURON Esperados

Formula empirica: C9H10CI2N20
Masa Exacta : 243.0243 (El software incluye una calculadora de masas)

Fase 1.- Localizacion de Potenciales Positivos:
- Extraer IC’s de “masa exacta” (muy finas ventanas de extraccion)

- NO se requieren patrones.
Fase 2.- Confirmacién /Cuantificacion

- Diuron | de Positivos:
o - Confirmar con patrones por Try
relaciones de iones del pseudo MS/MS

- Posibilidad de cuantificar reprocesando
retrospectivamente el Scan-MS mediante
“factores de respuesta relativos” (sin tener
que reanalizar la muestra)

Laboratorio Quimico Microbioldgico - Murcia

Duur mewsue «  -iI- Agilent Technologies

Confirmacion Identificacion con LC/MS-TOF por
Espectros Simultaneos Con y Sin Fragmentacion

£ 5 465, Clenbuterol +TOF MS: Experiment 1, 5.672 to 5.833 min from lowhigh03.wiff Agilent 277 0868
=39 ~ OH
8 5-0952 N C12H18C|2N20 [M+H]+:277.0874 Max. 5.4e5 counts.  grrordmasa: - 2.2ppm
gaoes Fragmentador: 140 volts
c 4.0e5 HN °
£ a.5e5H ><CH = El Agilent TOF Series 1100 puede adquirir sefales 27P,0839
3.0e5] a e simultaneas a varios voltajes de fragmentador Errgrimasa. - 2.1ppm
2.5e5] = La elevada resolucion espectral permite confirmar
2.0e5] identificaciéon del compuesto por comparacion de v
1 5eq] "pseudo espectro de MS/MS" con masa exacta con patron
1'095; 121.0510 (aunque no exista una buena separacion cromatografica)
5.004 l
2.0e4 L La “ L
%%00 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

+TOF MS: Experiment 2, 5.688 to 5.849 min from lowhigh03.wiff Agilent

2 132,0624
5 19e5 168.0385 203.0076 Max. 1.9e5 counts.
o 1.8e51
L Fragmentador: 250 volts
2 15e5
‘@ 1.4e5
S 1.3e51
g 1.2e5 205.0046
£ 1.1e57
1.0e51 o«
9.0e2 1 pseudo espectro de
.0ed 3y
7 0ed] 121,0520 170,035 MS/MS
2.0ed 149,0898 ' con masa exacta
3.0e4 1339675140 0202 . s i
1] th)
20et | | ’ I ion precursor” &
-0e I o | 1 i | L I | L A |
0'0100 110 12 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

m/z, amu

Espectros Clenbuterol: en canal a bajo fragmentador se observa el “ién precursor” aislado
cromatograficamente. En el de elevado fragmentador (fig. inferior) se puede observar el
“pseudo espectro de MS/MS” obtenido por Disociacion Inducida por Colision (CID

Page 43
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Automatizacion “Screening” Multiresiduo :
Creacidn de Bases de Datos

Consideraciones generales

1) Las Bases de Datos NO SON de ESPECTROS (como es habitual
en MS) sino de FORMULAS EMPIRICAS /”Masa Exacta”.

2) Para la creacion de las bases de datos sélo se necesita conocer
la FORMULA EMPIRICA y su masa exacta de cada compuesto

3) No se necesitan estandares, ni la inyeccién de los mismos
4) La herramienta de creacion de las bases de datos es EXCEL

5) Si se emplean condiciones estandarizadas de analisis para mantener
los tiempos de retencion constantes, se podra incorporar el TIEMPO
de RETENCION a la base de datos como medio de confirmacién
adicional

6) La busqueda también se puede efectuar previa aplicacion del
software de deconvolucion Agilent “Molecular Feature Extractor”
(MFE)

e maasure i3 your SUccess ::1..:.}:" nﬂilﬂﬂl Tﬂh"ﬂ!ﬂﬂiﬂl

Ejemplo Base Datos Fichero Excel (formato CSV)

. ., g | s e vt
[ A B C D E
Féormula T, (opt) Masa Nombre Comentarios
Exacta
U e | e vt | NG
71 |C11H19NS 212 253.13557 Irgaral
72 |CTHAN20: 19.2 2639661257 Fluroxypyr
73 |CIH10MSC 16| 2550523023 Imidacloprid
74 |C11H10N2 14.6 256.0170184 Imazalil Degradate
75 |C11H18NC 16.2 257.0721787 Ethiofencarb sulfone
76 |C11H1ENC 17.7 267.0721787 Methiocarb sulfane
77 |CIH11NZC 221 258.0003902 Metobromuron
78 |CIH13N2C 18.5 260.0160403 Bromacil
79 |C13H15N3 13.7 261.1113414 Imazapyr Fragment Ion
80 |C12H15N3 18.1 2650884974 Albendazole
81 |C14H20NC 261 269.1182566 Acetochlor
82 C10H13M 26.1 147.1042509 Acetochlor Fragment lon
83 |C14H20NC 26.1 269.1182566 Alachlor
84 |C11H15N 26.1)  161.119901 Alachlor Fragment lon
8 (CTHINOB 217, 274 8561389 Bromeyni * El desarrollo de la base de
- X romaocyni ra -
87 |C12H18NC 24.3 2750746772 Dimethenamide datos es facil y GRATUITA.
88 |C14H18N2 19.1 278.1266 Oxadixyl
89 |C12H14N2 191 218.105 | Oxadixyl Fragment lon . N
90 | C15H21NC 215 2791470582 Metalaxyl * Sélo requiere conocer los
91 |C13H19N3 30.2 281.1375561 Pendimethalin
92 |CBHIN3O: 30.2) 211.0587573 Pendimethalin Fragment lon PM exaCtos de Ios
93 |(C15H22NC 259 283.1339067 M_etolachlor compuestos de |nteres
94 |C16H18N2 216 286.1317425 Difenoxuron
95 |C12H21N2 211 288.1238937 Diazoxon
96 |C15H15N2 23.6 290.0822054 Chloroxuron e Ti A
97 |C10H14NC 273 291.033 Parathion Ethyl Tle_mpo de retencion
98 |C15H18N3 23.6 2911138399 Cyproconazole opc|ona|_
99 |CIH10M2C 2401 2919614179 Chlorbromuron
100/ C16H13N3 18.4 295 0956913 Mebendazole
101|C14H14N2 18.1 296.0483185 Imazalil
102|C18H35NC 197 297 2668 SPIROXAMINE
i4 4T¥ [W7, Pesticide_dbase_100, Agilent /
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Seleccion Parametros “Screening”

Data Analysis Method Editor - C:\Program Files\igilent\TOF Softwareidamethodsimol feature.anm

File Edit Help

o|z|@s=|

S o
f= 14 [u]

Propertiez | Molecular Feature Extraction |

j Adducts ; Confirmation Screening

ul

Farrnula Gene

Report Type 1 Proceszing Options

J Report Ophions

Browse. ..

iare\databases\fu:urmuIae'\Pesticide_dbase_EDD.csv

M azs tolerance: 35 Ippm _v_j

Retention time tolerance: i-‘l mik

Farmula databaze:

i Megative neutral loss

— Report options

— Pozitive neutral lozs
idd
. Pr——r
. i Faadl ey LG TOF ME Usiag s
Femove Remg 4, Msleslar Fasture Botabase Srarch
. ; - Applacation
L
EEX R ] [ X
g ®
Ll -
A e it
H

Sort results by imass ernar

Automated Screening of 600 Pesticides in Food by LC/TOF MS Using a Molecular-Feature Database

Search p/n: 5989-5496EN - Pesticide Residue Research Group - University of Almeria (grupo Amadeo Rodriguez)

{'..r Agilent Technologies
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Imazalil en “Babyfood”(pera+naranja+platano):
inyectados 25 pg en columnal

M ax. G.0eT cps.

B TiC of +TOF WS fram Fotito 854 05-0-05 wiff

6.0e7 2.2
. 4ne7
=
2z
=
= Z0e7
0.0 T T T T 7 T T T 4 T T T T T T
2 4 5 S 10 1z 14 16 48 20 2 2d 26 28 30
Time, min ]
has. 5.0ed cps.

B iC of +TOF MS: 207.0 to 207.2 amu from Fotite $84 02-0-05 wiff

Z2.0e4
. 15e4
5
E 1.0e4
S000.0
0.0
162 164 1665 165 170 7.2 174 176 175 15 152 154 186 155 190 192 194 196 195 200 202 204 ZO06
Time, min
[ +TOF MS: 15.016 to 15055 min from Fotito 54 03-9-05.wiff Agilent, subtracted (17 744 to 17.907 min) Max. 2.5ed counts.|
2070559
m/z 297.0556
.
4000 "
X 200 0479 1 d
. o ppm exactitu
2
£ zooo
(+ 0.0003Da)
282 284 286 282 2a0 202 204 205 202 200 202 204 205 202 210 212 214 216 218
mfz, amu

{'..r Agilent Technologies
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LC/MS-TOF & Q-TOF: “Screnning“ de un muy elevado n° de
compuestos mediante “Masa Exacta” : Farmacos, Drogas de
Abuso, Pesticidas, Disruptores,....

Loa autores abajo indicados han creado una base de datos con

unos 6400* compuestos toxicolégicamente relevantes (salud
., M+H humana y medio ambiente)
b M+Na
121 297.972 | ;1002

rad 2M+Na
v * Actualmente Agilent pone 616.919

gratuitamente a disposicion de sus
clientes de TOF y Q.-TOF una base
de datos con +7000 compuestos

L .

na
0
LES
aa
5.2
o4 o
oo
™

ELXg
Experimenttt : 1
Mass Value = 296.96572

#| lon Retention Time
1 M+H 2.34

ELT I

Compound# : 1035

Mass : 206.96572

Autores: J. Hallbach, A. von Meyer, Clinical
Chemistry Dept., Municipal Hospital, Munich,
F. Pragst, Charité , Universitatsmedizin Berlin,
Institute of Forensic Medicine, Berlin, Germany
B. Wiist, L. Bonnington, E. Nagele, Agilent
Technologies, Germany

Mass
297.9723

Volume
1.43

1| M+Na 2.34 | 319.85498 1,77

1| 2M+Na 2.34 | 816.91872

Mass Value = 296.96572
# Formula
CTHBN30452C!

Mass
296.968447 |

| Error (mDa)
1.25

* Error (ppm)
4.2

Ret. Time Error | Description
— | Diuretikum

Compound

Hydrochlorothiazide:
« “Accurate molecular mass determination by HPLC-ESI-MS-TOF in clinical toxicology” (5989-5916EN).

-

{'..r Apilent Technologies
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Disponibilidad de Base de Datos Toxicologia con “Masa
Exacta” de +7.000 compuestos incluyendo Farmacos,

Pesticidas,.....
Formula Mass Compound name Description
C10H11NO 161.08406 Abikoviromycin Virucide
C30H4006 496.28249 Absinthin Biomolecule
C25H43N018 645.24801 Acarbose Enzyme inhibitor
C29H4802Br2 586.20211 Acebrochol Hypnotic
C6H1004 146.05791 Aceburic acid Analgesic
C18H28N204 336.20491 Acebutolol Beta-Blocker
C15H23N302 277.17903 | C12H12N203 232.0848 Dazoxibenhmic
C14H10CI4 317.9537 DDD, o,p' -
C9H15N203Br 278.02661 C14H10CI4 | 317.9537 DDD, p.p'- N
C9H15NO2 169.11028  C14H8Cl4 315.938 DDE, o,p'- esticidas
C16H13NO4CI2 353.02216 C14H8Cl4 315.938 DDE, p,p'-
lllllllllllllllllllllll C14H9CI3 281'977 DDMU
C14H120CI2 266.0265 DDOH-4,4'
+ )
con|13 ajgsczgsdf;g?cg%n ic7aorggnte C14HICIS | 351.9147DDT, o,p™
P relevantesg C14HOCI5 | 351.9147 DDT, p,p"-
C4H11NO 89.08406 Deanol

[hur mags
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Escenario Proteémica :

- Identificacion de Proteinas en
complejas mezclas. Localizacion e
identificacion de modificaciones post-
traduccionales,...

- Cuantificacion de proteinas,
determinacion de su masa,
secuenciacion de péptidos

HPLC-Chip/QTOF la mas
avanzada nanotecnologia para
proteémica

* Disponer de MS/MS con
“Masa Exacta” mejora la
fiabilidad de los resultados

» Se trabaja en modo Auto
MS/MS

* Requeriran Softwares
Bioinformaticos tipo Spectrum
MIll, que incluyan motor de
busqueda en base de datos de
proteinas, comparacién de
expresion diferencial,
secuenciacion Denovo,
deconvolucion iones con
multiples cargas, admita datos
de multiples fabricantes y
equipos,...,.....

Agilent Technologies

¢, Qué Informacion Proporciona la Espectrometria
de Masas y su Acoplamiento con HPLC ?
* La cromatografia permitira que los diversos componentes de una muestra (p.e.

péptidos) lleguen a distinto tiempo al detector facilitando asi la deteccion de
componentes/péptidos minoritarios.

Cromatograma 100 amol Péptidos

m/z del péptido: da informacion de
los AAS presentes (no de su secuencia),\

Intensida
X108

1.25
1.00
0.75
0.50
0.25

0.00

l Intensity

BPC (cromatograma no selectivo) 1o

1.0
0.54

0.0

min x10¢

EIC (cromatograma selectivo) 08

m/z 769.0

0.6
0.44

N

0.24

‘ . . .
[Glu] Fibrinopéptido B 7%9.0
ADSGEGDFLAEGGVR

Y7 y Espectro MS/MS ||
8
m/z 769
Ye
Y3 ys | Ys blO y H
Y TEArrery [ Ty Y| '-lu lian .u-lLJl-lL “.I Y N R |

Espectro de Masas

MS?

Sélo compuestos que tengan masa 786.3
daran respuesta

El area / altura del pico

proporcionara informacion de la
concentracion del peptido

Espectro MS/MS* del péptido: da informacion
de la SECUENCIA de AAS del péptido

*Se obtiene por aislamiento y fragmentacion de un
i6n precursor (769 en el ejemplo)

Page 51

{': Apgilent Technologies




¢, Qué es un Motor de Busqueda ?

Mezcla Proteinas Digerida

m/z del péptido: da informacion de
los AAS presentes (no de su secuencia),\

~ Cromatograma 100 amol Péptidos
gt BPC (cromatograma no selectivo) ! m;e:;fy [Gm Fibrinopéptido B 7%9,0 Espectro de Masas
; .| ADSGEGDFLAEGGVR MSt
06 MS: TOF
04 0.54
0.2
€Masa Exacta Y7 y Espectro MS/MS | |
T miz 769

MOtOr Busqueda € Masa+Fragmentos
0.64

04
Nivel Expresion sin marcaje
isotépico (diferencial de SPMill) 0.2
S E— »
“';‘1'-‘ ‘;1'“‘ Recound W& Accenmizn Proise bams
o) ]

by, o

10

MS/MS: Q-TOF, TRAP

C TP T W N e e e e T

TR BT [Femprie e
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El poder de la “Masa Exacta” versus

Capacidad MS"

Agilent Series 6000 CEI.Nﬁ,
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Comparacidon Resolucion Espectral: TRAP vs TOF

lones con 3 cargas: Am/z = 0.33 lones con 4 cargas: Am/z = 0.25
< 432,82 3p4.85
S 100 2'%
= 4=0.36 Con Trampa A=0.25
% | P 4\' Las “Trampas” ofrecen
$ 8o [M+3H]3+ 433.18 ( o:leﬁ M+4H]4+ mayor Resoluciéon que
modo alta
.g 60 A=0.33 resolucion) =0.26 I_os Cua_drupolos. Estas
S diferencias no se pueden
2 40 43351 40 25.36 apreciar en sistemas con
>
cuadrupolo (Q y QQQ
2 20 20 polo (Qy )
S L | V. ) .
T ) <«
428 430 432, 434 436 438 323 324 325 _3%6 327 328
m/z miz
3.0e4 956.433: .
2604 Con Tiempo de Vuelo (TOF) Los TOF proporcionan
2.6ed4 .
2400 A=0.17 S fmolinsulin 879.403 '\'879,649 mayor Resolucién que
2204 A=0.25 los sistemas con
6+ 4+
2,004 [M+6H] [M+4H] Trampa o con
S Lses 879.902 .
ER- Cuadrupolo. Ademas
3 e 879.1 pueden llegar a

proporcionar
“masa exacta”

1.2e4
1004 880.15
8000.0

6000.0

880.398
880.651

4000.0

2000.0
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Trampas de lones: Obtencion Espectro MS"

Intens. N N o —
.. . _ N+1 x104_1 OXATETRACICLINA spms1000.d: +MS, 20.1min (#2), 100%=22738
+ = ]
1 Acumulacién + N ciclos = 1 espectro MS | s cicLos Vs o
2
@ W&Excitacién 1] 2795 4241
i i ] Lol s d § otanomnll ALt
2-A|sllznmlent xtof” E aislamiento: 2 miz 3vswd400.d: +MS2(461.4), 34.3min (#2), 100%=10017
1.25 3 ’ :
P 4-Fragmentacion § fragment..: 40 miz 426.1
recy\:sor g I ;::: - 1 orcLo MSZ v
@ (CLD: g5 (461.4) o
i
Colision 0.00 L3
|:> o (con helio) E 26MS3000.d: +MS3(461.4->426.1), 43.2min (#2), 100%=1559
del i6 2000 2 CICLOS v
@ pre?:u'l?sr:;r) 1500 1 S3 337.2 w11 oredNor
1-Acumulacién 1000 3 (461.4 - 426.1) K3
:‘ @ 6-Deteccion sy 365:2
] L ‘ J . .
?q o_: 3cIcLOS 41MS4000.d: +MS4(461.4->426.1->337.2), 48.6min (#2), 100%=1272
5-Acumulacion D 1500 MS4 331
de Fragmentos 1000 ] (461.4 — 426.1 — 337.2)
La energia de Fragmentacion se aplica s« 283.1
selectivamente. Solc_> la rembe_ el I6n S B Ty S e TR
Precursor o rango de iones que interese " 283.1 NS5
fragmentar, y asi facilita enormemente s | B
la interpretacion espectral al saberse "™ 1% * ' ' ' '
de donde procede cada ion ' I .

Wi 3 X P 55
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Ejemplo Obtencién Espectros LC/MS"

Intens.
ad 065-0601.D: EIC 461.4 £All MS, Smoothed (0.3.1, GA) | - Intens +MS, 3.6-3.8min, 100%=8686, Background Subtracted
6 MS1 100 Ms? 461.4
0.753
4 S/IN= 23 0507
0.25 7
2 0.00: ‘AJ ‘J.I NN TN ITN Pr -AA-IM‘J Lneldianly " " “‘
3 . 200 250 300 350 400 450 miz
. ntens.
x1 065-0301.D: EIC 426.2 tMS2(461.4), Smoothed (1.5.1, GA) 104 *MS2(461.4), 3.5:3.9min, 100%=6091, Background Stibtracted
2 X raciclin i
00ppb Oxatetraciclina 0.8- MS2 * 426.1
Electrospray + con 0.5%HCOOH 067 (461.4)
en 80/20 CH,-CN/H,0 SIN= 735 0.4
2 021 1 C|C|O @
0.0 408.2 —®
200 300 400 459 miz
10| 065-0401.D' EIC 3372 365.2, 3511 IMS3(461.45426.1), Smoothed (LB 1,
Intens. +MS3(461.4->426.1), 3.4-4.0min; 100%=697
n ciclos 10007 mss ™ ! P
7501 (461.41426.1) 3372 3594
S/N= 605 5003
2-Aislamiento 3-Excitacion 250; 2 CICIOS @ 365 2 426_1
I6n ]
Precursor 0 E L i
7.2), Smoothed (2.2,1, GA) 200 300 400 450 m/z
@ 4-Fragmentacion Intens. | +Msf‘1(461 4->426.1- >337 2) 3.5-3.8min, 100%=466
600 337.1%
S ion S/N= 90 400 (461.4 / 426.1/ 337.2) 3 C|C|OS @
m 6-Deteccion 200 283.2
5-Acumulacién 0~ T / T T
de Fragmentos ovime toinl 200 250 300 350 400 450 miz

En LC/MS la gran select|V|dad propormonada por MS2 y MS3 suele proporcionar
una mejor sensibilidad en la deteccidon de picos minoritarios

CID en TOF y TRAP: mecanismos de
Fragmentcion Distintos.

Genérico en TOF: “rompe todo” como en una celda de
colision de QTOF o0 QQQ =» pseudo MS/MS con mayor n°

de fragmentos (iones)

Selectivo en TRAP: sélo rompe ion precursor. 2*MS/MS

con menor n° de fragmentos
habitualmente mas intensos)

D maasure is your success
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Auto-MS> (TRAP) “versus” CID-TOF: Antibiético Bialaphos

(tripéptido)
Auto MS5 con Trampa lones

TOF €N Vi 175V i dwr MSL -Trap s
s TOF con Vfrag 225v I-. ! - s J.:|: l_ P _:EJ;.. l ’
= MS? -Trap v A SIS

MBHIND =TR0-=200 0

\ 2 T DN 6001
L 7 IR 5 _
pes N s TOF €ON Vi, 275V 5 l B MS®-Trap
2070892 J— .-l-. sz xxa E o : .

10084 5 m B B AW e e
000,00

E .................................................................................... ; i 346_1 145
Y . R —— * ooz
400000 e i . [M Na]+

235.0844
2000 2J1.1060 ‘
0 nr,' L |

Ladli L Ahl | by ! i | . L I 1
130 140 180 180 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 280 a00 310 320 330 340 350 360

b e

TOF “versus” TRAP

TOF da masa exacta pero NO MS™
TRAP da MS" pero NO masa exacta.

La combinacién TOF-TRAP permitira obtener la masa
exacta de bastantes de los iones producto del MS"

El rango de masa del TOF es mas amplia y su sensibilidad
menos “masa dependiente”. La trampa al alejarse de la
“target mass” dara menor sensibilidad.

La trampa es mas sensible que el TOF para moléculas con
pocas cargas, pero mas “entorno dependiente”.

El TOF es mas sensible para iones con muchas cargas
como proteinas en ESI

La selectividad del “IC exacto” de un TOF permite
cuantificar muchos mas compuestos por segmento de
tiempo que el modo target MS/MS de la trampa
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Preparacion de la Muestra y
Seleccion de Fases Moviles

¢Como se prepara la Muestra? - i

¢Puedo utilizar tampones

¢Qué eluyentes se recomiendan? no volatiles?

P

¢Qué pH debo utilizar para la
fase movil?

¢Puedo utilizar pares ionicos?

D maasure is your success ‘:'1..;.!:" nuilﬂﬂl T&Eh"ﬂ!ﬂﬂi&!

Consideraciones Genéricas en la Preparacion
de una Muestra para analizar por LC/MS

El disolvente de la muestra a utilizar dependera de ésta y de la técnica
de ionizacion utilizada.

Las caracteristicas de la muestra (solubilidad/ termolabilidad/ volatilidad/
concentracién...) pueden limitar el uso de algunas técnicas de ionizaciéon

Dependiendo de la informacion espectral que se requiera y -de las
caracteristicas de la muestra y de su matriz- convendra utilizar una u otra
técnica de introduccién de muestra al MS.

Sélo si se consigue ionizar la muestra se podra analizar por
MS

La quimica del analito juega un papel esencial en el proceso de su
ionizacion

Cuando mayor sea el conocimiento de la muestra a
analizar mejores seran los resultados obtenidos
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Informaciéon Requerida para una Correcta
Preparacion de una Muestra a Analizar por
LC/MS

Informacion “necesaria” para el analista: ,,,
:Soluble en o
soluciones A

~ ; pK?

acuosas? ~ ¢P

¢La molécula )

es ionizable?

V&)

¢ Qué interfase
puede ser la

mas

¢Descompone adecuada?

térmicamente?
¢La solucion

contiene sales
alcalinas?

¢Tiene una cierta
volatilidad?

¢M esperado?

¢ Qué tipo de informacioén interesa?

D maasure is your success ::'1..;.!:" Agilnnl Tﬁ'ﬂhmﬂnﬂiﬂl

Informacion Util para el Analista

¢La muestra soluble en medios acuosos? 6 ;Requiere disolventes NO
polares?

¢En que rango de pH’s estara la muestra ionizada y con que carga (+/-)?
¢ Se conoce su pK, (su potencial de ionizacion:APPI),...7?

¢ Termolabilidad y volatilidad de la muestra?
¢Rango de masas esperado?

¢La solucion de la muestra contiene cationes alcalinos, sales no volatiles,
reactivos de par idnico, tensoactivos,.....?

¢ Cantidad de analito disponible?

En general unos pocos ng/ul (unas pocas ppm) es suficiente para trabajar con muy buena sefial.

Para MS" con infusién: 500l de una solucién adecuada suelen ser suficientes para “extensivos” experiementos
de MS" (> 30-60 minutos infusion)

En el mejor de los casos (condiciones 6ptimas - equipo en buen estado — disolventes de muy elevada calidad) con unos pocos pl y unos
pocos pg de analito puede ser suficiente para obtener un MS1 6 MS2.

En MS" a medida que aumenta el valor de n, se requerira una mayor cantidad inicial de analito.

¢, Qué tipo de informacion interesa? ¢ En Auto MS": iones preferentes, a
excluir,...?

¢ Qué fuente de ionizacién puede ser la mas adecuada?

Page 64
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Comparacion entre Tampén Volatil y NO
Volatil (ambos a pH 4.6)

1) 5mM AcONH4 pH 4.6
Theabramina

Cafleine ot
Theaphyllina )\ | />
|
o L_____ I Teobromina (TB)

|
. 2) 5mM KH2PO4 pH 4.6 )\)j[ N
|

—
g T g oty o s ey Teofilina (TP)
s -
[] ] | |
Fd q ] o 8 man ~ ﬁ
Condiciones HPLC: Condiciones MS: )\ | |
Columna:  ZORBAX Eclipse XDB-C18 lonizacion: ESI o |

2.1 x 150 mm, 5um Modo: Positivo
Eluyente: 1) 5mM AcONH4 (pH 4.6)/MeOH=80:20 Rango Masa: 100 -200 (m/z)

2) 5mM KH2PO4  (pH 4.6)/MeOH=80:20 Volt. Capilar: ~ 3.5kV Cafeina (CF)

Flujo: 0.2mL/min Volt. Fragm.: 100V
Temp: 40°C “Gas secado”: N2 (12.0L/min 350°C)
Volumen iny.: 5pL sol. 10ppm “Gas Nebulizaciom™ N2 (50psi)

Los tampones no volatiles dificultan considerablemente el proceso de desolvatacion y
producen una muy importante pérdida de sensibilidad y robustez del método de LC/MS

{': Agilent Technologies

Comparacion entre Tampon Volatil y NO
Volatil (fosfato a pH 2.5)

1) 5mM AcONH4 pH 4.6
Theabramina

Cafleine ot
Thenghylina )\ | />
|
o L_____ I Teobromina (TB)

|

. 2) 5mM KH2PO4 pH 2.5 )\)j[ 5
I

- :Aﬁw Teofilina (TP)

] j | |

z 1 L & men ~ w

Condiciones HPLC: condiciones Ms: )\ | I

I

Columna: ~ ZORBAX Eclipse XDB-C18 lonizacién:  ESI
2.1 x 150 mm, 5um Modo: Positivo
Eluyente: 1) 5mM AcONH4 (pH 4.6)/MeOH=80:20 Rango Masa: 100 —200 (m/z)
2) 5mM KH2PO4 (pH 2.5)/MeOH=80:20  Volt. Capilar: ~ 3.5kV

Cafeina (CF)

Flujo: 0.2mL/min Volt. Fragm.: 100V
Temp: 40°C “Gas secado”: N2 (12.0L/min 350°C)
Volumen iny.: 5pL sol. 10ppm “Gas Nebulizaciom”: N2 (50psi)

* En este ejemplo se observa que al reducir el pH del tampoén fosfato de 4.6 a 2.5 se mejora algo la respuesta
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Consideraciones para el Trabajo con Electrospray

o El pH de la fase moévil tiene mayor influencia en aquellos analitos que en
disolucién son iones
» pH basico para iones negativos: pH> pk+1 6 2 (analisis de acidos)
» pH acido para iones positivos: pH<pk-162 (anadlisis de aminas)

Modo ién Positivo Modo ién Negativo
R R
0, . = |? n
,'N_ R, *tHA —— H.NR + A R 6OH+B —* R GO+HE
R, R i Muestra
Base Acido Muestra Acide Easo
pH Comp. Acidos Comp. Basicos
pH=pK+2 99% ionizacion 1% ionizacion
x100 pH=pK+1 90% ionizacién 10% ionizacion
pH=pK 50% ionizacién 50% ionizacién x100
pH=pK-1 10% ionizacion 90% ionizacion
pH=pK-2 1% ionizacion 99% ionizacion

Para una buena repetibilidad de los factores de respuesta y de los tiempos de retencion sera
especialmente importante un buen control del pH de la fase mévil, cuando éste sea préximo al

pK, (+/-1 (2)) de alguno de los analitos, dada la gran variabilidad en su grado de ionizacién en
esta zona

e maasure i3 you gas ‘I:{;}:" Aﬂilﬂﬂl Tﬁ'ﬂhmﬂﬂﬂiﬂl

Espectros de Proteinas/ lones con Miltiples

Espectro MS (ESI+) de LISOZIMA
Cargas . ! oroteina M=14.306

! pH 2.5
* Moléculas de gran tamaio, p.e. E laooo +12 '
péptidos 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

Ejemplo de lones + con
Multiples cargas

1 1 L L] L) 1
1400 1600 1800 2000

Proteinas) si pH = pl (pto. Isoeléctrico) =>:
molécula globalmente sera neutra: : +10 pH 6
(OOH Cﬂﬂe CODG % 8000 +13
i E 60001 +9
NH;e i< 4000
NI@ L 2000 +1l4 +§E
H +15
H iy A
COOH ol 0@ ettt el :
NH;Q NI@ " feenilgoods  miz: (14.306+11)111= 1302 PH 12
pH < pl pH = pl pH > pl o 600-
carga: pOSitiva neutra negativa E ¢La proteina
. ] S5 %001 fragmenta ?
- El perfil del espectro de iones con < < | 4POrquE el espectro
multiples cargas variara en funcién . ambia con el pH?

del pH de la fase MOVil. e 3 e
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Disolventes Compatibles con LC/MS
Adecuados para ES y APCI Adecuados soélo en APCI

Metanol Tolueno

Etanol Benceno

Propanol Hidrocarburos
Isopropanol (p.e., Hexano)

Butanol Estirene

Acetonitrilo CCl,

Agua CS,

DME® Hidrocarburos Ciclicos
DMSO® (p.e., Ciclohexano)

Acido Acético
Acido Formico
Acetona
CH,Cl,

CHCI,

@ A bajos porcentajes (<10%) en ES

e maasure i3 your SUccess ::1..:.}:" nﬂilﬂﬂl Tﬂh"ﬂ!ﬂﬂiﬂl

Tampones Tipicos para API-ES y APCI
Modo i6n positivo (uso pH < 7.0; 5 preferido)

« Acido acético (rango pH 3.8-5.8)

o Acido formico (rango pH 2.8-4.8)

e (Acido trifluoroacético (TFA) (rango pH 1.5-2.5))  (no recomendable — usar minima concentracion posible)
Modo i6n negativo (pH > 7.0; 9 preferido) pomba

e Hidroxido amonico (rango pH 8.2-10.2) (o formiato/ acetato amonicos

o Trietilamina (TEA) (rango pH 10.0-12.0)

o Dietilamina (DEA) (rango pH 9.5-11.5) Mta Adicion

« Piperidina (rango pH 10.1-12.1) et A E——

Columna
= Puede emplearse la adicion post-columna de acido o Eluyent
base para ajustar el pH si el proceso cromatografico necesita
diferente.
= | os tensoactivos pueden interferir en la evaporacion. Los reactivos de par idnico producir un
elevado background y si el par ionico formado es muy estable llegar a suprimir ionizacion,
utilizarlos volatiles: TFA, Acido heptafluorobutirico (HFBA), hidroxido tetrabutilamonio (TBAH).

= En modo Negativo (ESIy APCI) puede adicionarse un anion:
M+ A > [M+A]" A" Carboxilato (AcO-, HCOO-, TFA-), Haluro (Cl-I-,,...), Hidroxilo (OH-),...

= Algunas moléculas neutras con tendencia a formar puentes de hidrégeno (p.e. Mentol y
carbohidratos) pueden formar aductos con NH4 y metales alcalinos (probar AcNH, 0 AcNa como tampdn).

= En APCI los compuestos carbonilicos en ocasiones pueden llegar a protonarse, las amidas e
hidroxilos aromaticos perder un proton y los halogenados y arométicos captar un electron (M”)

Inyector

ks - : Page 71
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Ejemplo Adicion Solvente Clorado a la Fase
Mévil en APCI Negativo

Con CH,CI, 3 ; ConN,
Abundance & Abundance
[M+CI]- 600000
60000017
500000 oH
5000007 OH
HO o
HO 0] - .
4000007 400000 OH
OH
3000001 300000+ o
o)
2000001 2000007
™
1000007 I 1000007
8 8P| §
o] oy
e T T T
150 200 250 300 350 400  miz 150 200 250 300 350 400 m/z

La Prednisolone en APCI(-) en presencia de CH,CL,, proporciona un intenso ion [M+CI]

-3~ Agilent Technologies

Adaptacion de un Método LC a uno LC/MS

ELECTROSPRAY
« Sustitucion de tampones no volatiles por tampones volatiles
* La concentracion de tampodn volatil debera ser < 10 mM
* Si ha de emplearse tampdn no volatil, usar uno donde al menos la
parte aniénica o cationica sea volatil
« fosfato amonico en lugar de fosfato sodico
* Mejor si la porcién no volatil del tampon es ionizable en el
modo usado
* Fosfato (H,PO, ) en modo negativo

APCI
* Debe emplearse tampon volatil
* La concentracion de tampon volatil debera ser < 100 mM

Page 73
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;Ias por su Atencion
Estamos a su disposicion en:

isidre_masana@agilent.com
tel . Agilent : +34.901.11.6890
customercare_spain@agilent.com




