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OBJETIVO

Estabelecer metodologias basicas para aquisi¢cdo de dados por infusdo direta e por sequéncias
utilizando o UHPLC.

1. CRIANDO METODO DE VARREDURA (TOF MS)

1.1.  Verifique se o perfil de hardware contendo o
espectrometro de massas e 0 UHPLC esta ativo. | Haduse Fofes
Se necessario, faga a troca de perfil (Figura 1). | |2 & fk forseoorcos _ Nowpuoe._|
1.2. Na barra de navegacéo, abaixo de Acquire, d& | | & e fmi cos S|
um duplo clique em Build Acquisition Method. O Lo
modelo de edi¢do de método ira abrir (Figura 2). Desclivate Frofle
1.3. Na janela de Acquisition Method Properties, Avalable Devices..
selecione no Synchronization Mode, o modo LC
Sync. Help
1.4, No painel da aquisicdo do método clique em
Mass Spectrometer.
1.5. Na aba MS, selecione o tipo de scan TOF MS

para aquisi¢cao do espectro de massas. Figura 1. Selecionando perfil de hardware com
UHPLC.
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Figura 2. Tela para criagdo de método de MS Figura 3. Parametros do método de MS
1.6. Selecione a polaridade e o tempo de duracdo do experimento de MS (normalmente, igual ao
tempo da corrida cromatogréfica).
1.7. Click em Edit Parameters, e edite os parametros (Figura 3). No modo TOF MS, néo altere os

valores de DP e CE.
1.8. Ajuste o valor de GS1 (Min.30 e Max. 50). Iniciar com o valor de 45.
1.9. Ajuste o valor de GS2 (Min. 40 e Max. 60). Iniciar com o valor de 45.
1.10. Ajuste o valor de CUR (Min. 20 e Max. 50). Iniciar com o valor de 25.
1.11.  Ajuste o valor de Temperature (TEM) (Min.400 e Max. 750). Iniciar com o valor de 450.

1.12.  Ajuste o valor de Voltage (ISVF) (Min. 0 e Max. 5500 V no modo positivo e Max. -4500 V no
modo negativo). Inicie com o valor de 5500 V para o modo positivo e -4500 V para o modo
negativo.

CRIANDO UM METODO DE FRAGMENTACAO DIRECIONADO (TARGETED)

Para andlises exploratérias ou que ndo sejam de quantificagdo, recomenda-se utilizar um método data-independente. Neste
caso, pule para o item 3.

2.1 Adicione um experimento de MS/MS, clicando com o bot&o direito sobre o periodo e selecione a
opc¢éo Add experiment (Figura 8).
2.2. No campo Scan Type, selecione Product lon.
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2.3.
2.4.

2.5.
2.6.

2.7.
2.8.

3.1.
3.2.

3.3.
3.4.
3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

No campo Product Of, coloque a massa do analito de interesse.

Escolha um dos modos TOF: High resolution ou High Sensitivity. Note que o equipamento deve
ser calibrado no mesmo modo, pois séo calibragbes independentes.

No quadro TOF Masses, defina a faixa de massas em que os fragmentos seréo analisados.
Cliqgue em Edit Parameters, e edite os parametros (DP e CE) para o composto de interesse.
Estes parametros devem ser determinados anteriormente por infusdo direta com a seringa e
verificacdo das rampas.

Repita os procedimentos 2.1 a 2.4 para cada analito que desejar realizar a fragmentacéo.
Salve 0 método de aquisi¢do (File = Save) e feche o método. Note que a parte referente ao
método cromatografico ndo contém nenhuma informacao.

CRIANDO UM METODO DE FRAGMENTAGAO DATA-DEPENDENTE (IDA OU DDA)

Para criacdo de um método IDA, primeiramente devera ser criado um método TOF MS.
Adicione um experimento de MS/MS, clicando com o botéo direito sobre o periodo e selecione a
opc¢do Add experiment (Figura 8).

No campo Scan Type, selecione Product lon.

Selecione a caixa IDA Experiment ao lado do nimero do experimento.

Os parametros DP e CE neste modo sdo determinados automaticamente e nao precisam ser
modificados.

Na aba Switch Criteria, configure os parametros do scan como desejado (faixa de massas,
estados de carga, contagem minima e exclusédo de ions repetidos).

Na aba IDA Advanced, o padrdo é marcar apenas as caixas Dynamic background subtract e
Rolling collision energy, deixando todas as outras desmarcadas.

Salve 0 método de aquisigéo (File = Save) e feche o método. Note que a parte referente ao
método cromatogréafico ndo contém nenhuma informagcéo.

3.9. Adicionando o método de cromatografia ao método de MS

3.10.

3.11.

3.12.

3.13.

3.13.1.

3.13.2.

3.13.3.

3.14.

3.15.

3.16.

3.17.
3.18.

Primeiramente, feche o método que esta em
criacdo na janela do Analyst, se estiver aberto. A
edicdo do método de MS e de LC ao mesmo
tempo pode gerar conflitos no arquivo.

Abaixo de Companion Software clique em ekspert
ultraLC 100-XL. O software para edicdo do
método de LC sera aberto.

No software do LC, abra o método recém salvo no
Analyst indo no menu File = Open.

Para ajustar os parametros do método, clique na
figura na regido do equipamento que realiza a
operacao:
Cligue nas bombas para definir o fluxo da
corrida, os frascos que serdo utilizados e a
proporcéo ou gradiente dos solventes. STy
Cligue no auto-amostrador para definir o volume
de injecéo e a temperatura do rack de amostras.
Cliqgue no forno para mudar a temperatura da

Figura 8. Pardmetros de LC mostrados dentro do
coluna. editor de método de MS no software Analyst.

Edite os parametros de cada moédulo do LC (amostrador automatico, bombas e forno da coluna).
Lembre-se que o tempo de corrida do método LC deve ser igual ao tempo do periodo do método
de MS.

Salve o método LC e feche o software ekspert ultra LC 100-XL.

No software Analyst clique em Acquire. Na barra de menu clique em File =» Open = Acquisition
Method e selecione o método recém editado.

Observe que agora 0 seu método apresenta as informacgoes referentes ao LC.
Salve o método e feche.
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