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OBJETIVO

Estabelecer metodologias basicas para otimizagdo dos parametros de composto e de fonte para
andlises quantitativas e qualitativas.

1. OTIMIZAGCAO DOS PARAMETROS DO ANALITO
1.1. Verificando a presenca do analito e se preparando para otimizacao por infuséo direta
Antes de comecar, consulte o método de calibracdo caso haja duvidas sobre a utilizacdo da
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seringa.

Calibre o instrumento utilizando a seringa, e entéo troque seu contetdo pela solu¢cdo contendo

0 analito que sera analisado.

No software Analyst, na barra de navegacao, abaixo de
Tune and Calibrate, clique duas vezes em Manual
Tuning.

No item 1, selecione a opgdo Syringe Pump Method
(Figura 1).

No campo Syringe Diameter (mm), sempre coloque o
valor de 4.6. N&o ligue a seringa se este valor ndo
estiver correto.

No campo Flow Rate, coloque o valor de 10.0.

Na lista Unit, selecione pL/min.

No item 1, selecione a opgdo MS Method (Figura 1).
Da lista de Scan type, selecione TOF MS (Figura 2).
Ajuste a faixa de massas do TOF para Min. 50 e Max.
1000.

Selecione a polaridade desejada (Positive ou Negative).
Sempre calibre o instrumento com a polaridade que
deseja usar para as amostras.

Ajuste a duracéo para 0.5 min.

Selecione a aba Source/Gas (Figura 3).

Ajuste o valor de GS1 (Min. 0 e Max. 60). Iniciar com o
valor de 20.

Ajuste o valor de GS2 (Min. 0 e Max. 50). Iniciar com o
valor de 15.

Ajuste o valor de CUR (Min. 20 e M&x. 50). Iniciar com o
valor de 25.

Ajuste o valor de Temperature (TEM) (Min. 0 e Max.
750). Iniciar com o valor de 0 (Temperatura ambiente).
Ajuste o valor de lonSpray Voltage Floating (ISVF) (Min.
0 e Max. 5500 V no modo positivo e Max: -4500 V no
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Figura 1. Tela para calibragdo manual.

[Thiago ~ | XE
POt | N
EdtRamo., | |MS Method hd
MS | Advancedns | '\®
Sean bpe [ToFms ] T0F)
Accumdation tme [ [0243380  (secs) M
Polaty Dinpl

* Postive
O Negstwe

-

Figura 2. Caixa para selecdo de experimento
de MS.

1/1




1.1.19.

1.1.20.

1.1.21.

1.1.22.

1.1.23.

modo negativo). Inicie com o valor de 5500 V para o

X Fle Edt Wew Acqure Tools Explore Window Soript Help

[Tune and Calibrate Mode ~| || (3 @

modo positivo e -4500 V para o modo negativo. 2EHER
Selecione a aba Compound, e faca alteragbes nos “=™
valores de Declustering Potential (DP) e Collision &%

A Securty Configuration

Energy (CE) somente se necessario. 0 i Coofuali

& Report Template Editor

Apés ajustar todos estes parametros clique no botao @ remicsiee o
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Figura 3. Tela para aquisicgdo manual

Apos o término da leitura selecione uma faixa do gréafico de TIC e entdo de um duplo clique para

mostrar o espectro de massas médio.

Verifigue se seu analito esta presente no espectro de massas. Caso deseje armazenar O
espectro obtido, utilize a opgao Acquire para adquirir o espectro de massas. Na caixa de diadlogo

da aquisi¢éo coloque o nome do arquivo no qual sera salvo o espectro.

1.2. Otimizando o Declustering Potential (DP)
Da lista de Scan type, selecione TOF MS para realizar um experimento de varredura.

1.2.1.
1.2.2.

1.2.3.

1.2.4,

1.2.5.

1.2.6.

1.2.7.

1.2.8.

1.2.9.
1.2.10.

Se a seringa estiver parada, clique em Start Syringe para  EdtRane. | |15 Method - F
iniciar a infusdo da solugao. MS | Advanced s |

Ajuste a faixa de massas de forma que ela contemple as
massas dos analitos de interesse.

Cliqgue em Edit Ramp para configurar a rampa de DP que
sera utilizada.

Em Parameter, selecione Declustering Potential.

Accumulation time: :

Scan type: TOF M5 h

0243930 [secs] Min: 100

Ramp Parameter, Settings

O S RETEN=C ol | ecluistering Potential

valores de Start, Stop e Step podem ser deixados no stat 0 frcls]

St

TOF Masses [Da]

padréo, ou seja, 0, 300, 1, respectivamente. Clique em OK. || se= " (o]

Ajuste a duragdo do experimento para 0.5 minutos. sep [1 g

Cligue em Start e a varredura sera iniciada.

Ap6s a aquisicdo, selecione a regi&io central do TIC e dé Fo] [esr [
dois cliques para obter 0 espectro de massas médio. Figura 4. Configurando a rampa de DP.

Procure o pico do analito de interesse, selecione-o e dé dois cliques para abrir o XIC.
Observe no XIC em qual DP houve maior intensidade de sinal. Este valor deve ser registrado

para uso posterior.

1.3. Otimizando a Collision Energy (CE)

1.3.1.

1.3.2.

1.3.3.

1.3.4.

1.3.5.

1.3.6.
1.3.7.

Da lista de Scan type, selecione Product lon e no campo  EdtRamp.. | |3 Method Elf ¥
abaixo insira a massa do analito. MS | advanced s |

Ajuste a faixa de massas de forma que ela contemple as
massas dos fragmentos do analito.
Na aba Compound, insira o valor de DP otimizado

Scan type: Product lon -

Product OF: B09.28 [Da)

Ramp Parameter Settings

anteriormente.
Cliqgue em Edit Ramp para configurar a rampa de CE que
sera utilizada.
Em Parameter, selecione Collision Energy. Os valores de | **

Parameter: {861

150

Energy

Start: ’D— [waltg]

[waltg]

Start, Stop e Step podem ser deixados no padrdo, ou seja, | °¥ I [relle]

0, 150, 1, respectivamente. Clique em OK.

o]

Cancel | Help |

Ajuste a duracéo do experimento para 0.5 minutos.

St

TOF Mazzes [Da)

Cligue em Start e a varredura sera iniciada.

Figura 5. Configurando a rampa de CE.
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1.3.8. Apds a aquisicao, selecione uma pequena regido do TIC e dé dois cliques para obter o espectro
de massas médio. Verifique os diferentes fragmentos formados para cada faixa de CE, e suas
intensidades relativas.

1.3.9. Defina qual fragmento sera utilizado para quantificacdo, sendo o critério principal a intensidade
do sinal.

1.3.10. Extraia o XIC do pico do fragmento escolhido selecionando-o e dando dois cliques.

1.3.11. Observe no XIC em qual CE houve maior intensidade de sinal. Este valor deve ser registrado
para uso posterior.

1.4. Finalizando a otimizac&o dos parametros

1.4.1. Apbs otimizar os valores de DP e CE, é recomendado a aquisicdo dos espectros com 0s
parametros 6timos. Para isso, utilize o botdo Acquire

1.4.2. Para parar a seringa clique em Stop Syringe.

1.4.3. Desconecte a seringa do equipamento e guarde/descarte a amostra.

1.4.4. Limpe a seringa com isopropanol e descarte o isopropanol utilizado no frasco de residuos.

1.5. Otimizacéo dos parametros do analito pelo UHPLC

1.5.1. FAZER - CRICAO DE VARIOS METODOS

2. OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA FONTE DE IONIZACAO
2.1. Otimizar GS1, GS2, CUR e TEM
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