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1 Objetivo

El objetivo de este procedimiento es brindar una guia para el uso rutinario y manejo general del
cromatoégrafo liquido Vanquish con detector de masas por cuadrupolo-trampa orbitante LC/MS Q-
Exactive.

2 Alcance

Este procedimiento es exclusivo para el equipo de Cromatografia Liquida acoplado con detector
cuadrupolo-trampa orbitante Thermo Scientific (LC/MS-2).

El equipo consta de la bomba Vanquish con desgasificador incorporado, el automuestreador
Vanquish con control de temperatura en la bandeja, un horno para coelumnas, el detector de
masas por cuadrupolo-trampa orbitante Q-Exactive y el software Xealibur, todo de la marca
Thermo Scientific.

El procedimiento incluye el uso rutinario del equipo: preparacion del equipo para el anélisis
(filtracién de solventes, purga de lineas, purga de columna)calibracidon en rango normal de
masas con mezclas de calibracién por infusidn, tuning deneral del equipo, programacion de
métodos de captura de datos, métodos de procesamiento dedatos, programacion de secuencias
y analisis general de datos.

Incluye los aspectos de mantenimiento basicos que,pueden ser realizados por el personal que
utiliza rutinariamente el equipo. Cualquier otraJdaber de mantenimiento debe ser realizada por el
encargado del equipo de la Seccion de Toxicologiallo por el servicio técnico encargado del equipo,
representante de Thermo Scientific.

Es necesario el entendimiento basico delkidioma inglés escrito, en las secciones donde se necesita
revisar los manuales del equipo.

Cualquier cambio en la configuracién®del equipo debe acompafiarse de una revision de este
procedimiento para asegurarse-que todavia es aplicable.

3 Referencias

3.1 Manuales del HPLCwWanquish, Cédigo M-EXT-ECE-TOX-91: Vanquish Column Compartments
Operating Manual, 4827-3201 Revision 2.0a September 2017.

3.2 Manuales del HPLC Vanquish, Cdédigo M-EXT-ECE-TOX-91: Vanquish Pumps Operating
Manual, 4820-4405 Revisién 2.0a September 2017.

3.3 Manuales del HPLC Vanquish, Cédigo M-EXT-ECE-TOX-91: Vanquish Split Samplers Operating
Manual, 4828-5001 Revision 2.1a September 2017.

3.4 Manuales del HPLC Vanquish, Cdédigo M-EXT-ECE-TOX-91: Vanquish UHPLC System
Operating Manual, 4820-3601 Revision 3.0a September 2017.

3.5 Manuales del LC-MS Q-exactive, Cédigo M-EXT-ECE-TOX-92: Exactive Series Operating
Manual, BRE0O012255 Revision B July 2017.

3.6 Manuales del LC-MS Q-exactive, Codigo M-EXT-ECE-TOX-92: Ion Max and Ion Max-S API
Source Hardware Manual, 97055-97044 Revisién E August 2009.
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3.7 Manuales del LC-MS Q-exactive, Cédigo M-EXT-ECE-TOX-92: Suplementary Information
SPLITFLOW 310, Operating Instructions HIPACE 300 Turbopump, Leybold TURBOVAC I (x)
Turbomolecular Pump Operating Instructions July 2017.

3.8 Procedimiento Para la Elaboracion de Procedimientos, Departamento de Ciencias Forenses.
Organismo de Investigacién Judicial (O.1.].). Version vigente.

3.9 Q Exactive QuickStart Guide. Revision A-1288310. May 2011.

4 Equipos y Materiales

Beakers de vidrio de 50 mL, 250 mL, 600 mL, (para mantenimiento, lavado de piezas).
Bitacora de control de uso de equipo del LC Q-exactive

Bolsas plasticas cierre hermético tipo Ziploc o similar, nuevas.

Bomba de vacio 0-30 inHg.

Botella plastica de 4L para desechos del equipo.

Botellas de vidrio de 1 litro (reservorio de agua tipo I “B1”, acetonitrilo u otro disolvente para la
fase movil “"A2”, metanol u otro disolvente de limpieza “Al1”, buffer “"B2”, disolucion de lavado de
jeringa y disolucion de lavado de sellos).

Camara de bioseguridad clase II B2.
Capilla de extraccién de gases.

Consumibles varios del equipo LC/MS Q-Exactive (prefiltros, sellos, capilares, tuberia PEEK, entre
otros).

Filtros de membrana de nylon o PEEE\para jeringa de 7 o 13 mm con diametro de poro de 0,22
MM nuevos.

Formulario “Lista de chequeo, patra uso de equipo instrumental (LC/MS-2)"
Gabacha de laboratorio.

Garrafa plastica de 2 galones para desechos de la interfase.

Guantes desechables de latex o nitrilo libres de polvo (manejo de solventes).
Herramientas del LC-MS Q-exactive (ubicadas en gaveta debajo de la bomba).
Horno para Cristaleria, 20-240°C (+ 10°C).

Insertos de vidrio con soporte de plastico para viales Agilent de 2 mL, parte No. 5181-1270 o
similares desechables.

Jeringa de vidrio con émbolo con punta de teflon de 500 uL para LC.

LC/MS Q-exactive (LC/MS-2): Cromatodgrafo liquido Thermo Scientific, con bomba Vanquish S/N
8306242 con desgasificador por vacio en linea; Automuestreador Vanquish Split Sampler FT S/N
8306221; Compartimiento con temperatura controlada para la columna; Detector de masas por
trampa de iones orbitante Q-Exactive S/N 02823L. Controlado por una computadora capaz de
correr los programas “Thermo Q Exactive Tune” version 2.9 y “Xcalibur” versién 4.1 o superior.

Lentes de seguridad.
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Medidor de temperatura 0-50° C (£1°C).

Membranas de filtracion de nylon 47 mm con 0,22 uym de didmetro para equipo de filtracidén de
solventes, nuevas.

Pafiuelos para tareas delicadas libres de pelusa Kimwipes o similares.
Refrigeradora con control de la temperatura de >0° C a 10° C.
Sistema de filtracién de fase movil para membranas de 47 mm.

Viales de polipropileno para filtracion automatica de muestras 12 x 32 mm con filtro de nylon de
0,22 pm Mini-Uniprep Whatman UN203NPEAQU o similares.

Viales de vidrio de 1,8 mL 12 x 32 mm Thermo Scientific A4954-010 o_viales de 2 mL de boca
ancha para inyectores automaticos Agilent Technologies nuevos.

5 Reactivos y Materiales de Referencia
Acetona calidad p.a.r o calidad LC/MS.
Acetonitrilo calidad HPLC o LC/MS.

Acido acético calidad HPLC o LC/MS.

Acido férmico calidad HPLC o LC/MS.

Agua desionizada.

Agua tipo I (Milli Q) con resistividad minima de 18 Q/cm o agua calidad LC/MS. En el caso de
calidad LC/MS debe pasarse el agua directamente a una botella limpia y pre enjuagada.

Disolucién de calibracion del Q Exactive.para modo negativo: Pierce ESI Negative Ion Calibration
Solution, Thermo Scientific 88324.

Disolucién de calibracion del Q ‘Exactive para modo positivo: Pierce LTQ Velos ESI Positive Ion
Calibration Solution, Therme ‘Scientific 88323.

Etanol al 95 % calidad indUstrial.
Jabon para lavar cristaleria Alconox alcalino o similar.
Liquido detector de fugas Swagelock Snoop, o similar.

Metanol calidad HPLC o LC/MS. En el caso de calidad LC/MS solo debe filtrarse el que esta en uso,
pero el nuevo debe pasarse directamente a la botella sin filtrar.

6 Condiciones Ambientales

No. Condicion Valor Valor Otras caracteristicas
ambiental minimo maximo
1 Filtracion de la No es No es Capilla de extraccion de gases o Camara de
fase movil critico para critico para bioseguridad Clase II B-2, limpiada con etanol
el proceso el proceso al 95% y el area de trabajo forrada con papel.
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Analisis LC/MS 15 °C 26 °C La temperatura solo debe ser monitoreada si
hay un fallo en el sistema de aire
acondicionado en el cuarto donde se
encuentra el equipo.

7 Procedimiento

7.1 Preparacion inicial

Nota 1 Si necesita apagar el Q Exactive de rutina o de emergencia, o encenderlo cuando se
encuentra apagado refiérase al capitulo 6 del “Exactive Series Operating*Manual” (3.5).

7.1.1

7.1.2

7.1.3

Los pasos descritos en el apartado 7 son para la utilizacion dél equipo con la interfase API
con la sonda de HESI.

Coléquese gabacha y guantes. Ademas, coléquese lentes\de seguridad cuando vaya a
manipular disolventes.

Si va a utilizar el cromatégrafo liquido y se encuentra“apagado, apague la computadora,
encienda el médulo de la bomba, el moédulo dél automuestreador y el compartimento de
columna. Espere unos minutos para que el sistema se inicialice y luego encienda la
computadora.

Nota 2 Si solo va a utilizar el detector de masas)(calibracién, tuning con analitos, pruebas por
infusion) no es necesario que encienda el dromatografo liquido (bomba y automuestreador).

7.1.4

7.1.5

7.1.6

7.1.7

7.1.8

Ubique la bitédcora de control de=uso de equipo del LC/MS-2 (Q Exactive) y llene con la
fecha y hora, usuario y demas'informacion que se solicita.

Revise la informacién del uso“anterior del equipo para ver labores pendientes o si se
presentd algun problema. RevVise que la temperatura del termdémetro ubicado en el cuarto
donde se encuentra el eqlipo esté entre 15 y 26 °C.

Abra el formulario\'Lista de chequeo para uso de equipo instrumental (LC/MS-2)" (.pdf
rellenable) y vaya completandolo.

Revise el generador de nitrogeno que se encuentra a la derecha del LC, debajo de la mesa
de trabajo, la=ldz indicadora “Service” debe estar apagada y la presidn de salida en 110 +
20 p.s.i. Si al momento de la revisidon el equipo esta operando, espere a que el ciclo termine
y se pause adecuadamente. Si la presion de nitrdgeno es las esperada, indiquelo en la
bitdcora del equipo, sino repértelo a la Lider Técnica o al encargado del equipo.

Saque la bomba de vacio de piso de la mesa volteandola alrededor de 90°. Quite el
cobertor metalico que la cubre. Revise que el nivel del aceite de la bomba de vacio de piso
se encuentre entre la marca de minimo y maximo como se ve en la siguiente figura.
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Figura 1 Ventana de nivel de aceite de la bomba de piso

7.1.9 Revise la bitacora para ver si es necesaria realizar el “gas ballast” de la bomba (debe
hacerse cada semana como minimo).

7.1.10Realice el “gas ballast” si es necesario, girando la valvuladhastasla posicidn que se indica
en la figura siguiente por 15 minutos, regrese la valvula aya posicion original (cerrada),
vuelva a poner el cobertor metdlico y regrese luego la.bemba a la posicidén original.

" PUMP DELIVERED WITH CLOSED GAS BALLAST
POMPE LIVREE AVEC LEST D'AIR FER ‘E
| PUMPE MIT GESCHLOSSENEM GASBALLAST GEL! €ERT |

lwgssl-it. H#RASAMBLTET, |

OPEN Y o CLOSED

| OUVERT "_\ FERME
OFFEN \ O ZU |
AT

Figura 2 Valvula de “gas ballast” de la bomba de piso

7.1.115Si el nivel devaceite no es el correcto o tiene algun problema con el “gas ballast”, reportelo
a la Lider Técnica o al encargado del equipo.

7.1.12Antes de continuar, revise las luces indicadoras del Q Exactive (QE), las 3 primeras luces
deben estar de color verde, como se indica en la imagen siguiente.

Figura 3 Luces indicadoras de estado del Q Exactive
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7.1.13Si va a utilizar el LC

7.1.13.1 Sume y anote en la bitacora de control de uso de equipo del LC/MS Q-Exactive las
inyecciones que se han realizado antes del ultimo cambio de prefiltro, si el acumulado
es muy cercano a 300 o mayor, cambie el prefiltro como se indica en 7.10.1.

7.1.13.2 Revise que la columna que esta instalada corresponda con la metodologia que va a
utilizar, si es necesario cambie de columna.

7.1.14Revise la botella de lavado de sellos que esta encima del LC, si tiene menos de 100 mL
proceda a preparar esta disolucion como se indica en el Anexo 1.

7.1.151nicie el programa “Q Exactive Tune” (QE Tune) mediante el acceso directo que se
encuentra en el escritorio de la computadora que controla el equjpo. Se abre una pantalla
con la del Anexo 2. %\

7.1.16En el menu principal del “"QE Tune” verifique las tres Iuce@aladas en rojo. Las dos
primeras luces deben estar en color verde. ?\

2

File Windows Reports Help

Figura 4 Menu prin el Q Exactive sefialando los semaforos de estado.

7.1.17Ubique en panel de co del QE Tune la pestafia Vacuum, despliegue las opciones que
estan dentro de esta

h{ alla.

7.1.18Revise que las luces asociadas con el “fore vacuum” y “UHV” estén de color verde. Como
se ve en la fig guiente.

, Instrument Control

. Tune
~Mass Traces
Calibrate

X Evaluate

Bakeout time ()

Enter standby after Bakeout [¥]

Figura 5 Indicadores del estado del vacio del QE
7.1.19Si las dos primeras luces del semaforo de estado o las luces de vacio mencionadas no
estan de color verde avise a la Lider Técnica o al Encargado del equipo.
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7.1.20Presione en el menu principal del QE Tune sobre la figura del detector Q- Exactive,
aparecen tres simbolos, selecciones el simbolo verde para encender el detector de masas.

Figura 6 Encendido-pausa y apagado del QE

7.1.21Tome en cuenta que cuando encienda el instrumento, este empezarad a escanear, el
nitrégeno comenzara a fluir a la interfase HESI y el equipo aplicard alto voltaje a la sonda

de HESI.

7.1.22Revise el estado de la calibracion de exactitud de masa delequipo en el panel de control,
en la pestafia “Calibrate” La calibracidn de exactitud de masa (Mass Calibration) debe
realizarse cada 4 dias idealmente. Si después de lds 4\dfas el equipo no se va a utilizar
puede dejarlo sin calibrar hasta que lo vaya a utilizar'ndevamente. En la pantalla se indica
la fecha de la ultima calibracion. Si algun gav@metro indica “overdue” significa que
sobrepasé el tiempo limite de calibracion. Ver figura siguiente.

f rstrument o ——————

OK (2020-01-21 14:16)

tion Mass and Res. (pos) OK (2020-01-21 14:33)

[T] #Tsolation Mass and Res. (neg) OK (2020-01-21 16:23)

(] Mass Calibration (pos) Overdue (2020-02-06 11:48)
| Mass Calibration (neg) OK (due in 47 min)

Figura 7 Indicacion del estado de la calibracién

7.1.23Si es necesario calibrar algin parametro proceda segun el siguiente cuadro. Si no, vaya a

7.5.12.

Calibracion

Orden de apartados del PON

Solo “Mass Calibration (pos)” 7.2

Solo “Mass Calibration (neg)” 7.3

“Mass Calibration (pos)” + “Mass Calibration | 7.2y 7.3

(neg)”
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“Mass Calibration (pos)” + otro parametroen | 7.2y 7.4
modo positivo

“Mass Calibration (neg)” + otro parametroen | 7.3y 7.5
modo negativo

“Mass Calibration (pos)” + otro paréametroen | 7.2, 7.4y 7.3
modo positivo + “Mass calibration (neg)”

“Mass Calibration (neg)” + otro parametroen | 7.2, 7.3y 7.5
modo negativo + “Mass calibration (pos)”

“Mass Calibration (pos)” + otro parametro en | 7.2, 7.4, 7.3y 7.5
modo positivo + “Mass calibration (neg)” +

otro pardametro en modo negativo

7.1.24Realice siempre la calibracién de exactitud de masa (Mass*Calibration) si tiene que evaluar

o calibrar algun otro parametro.

7.2Tune y calibraciéon de exactitud de masa en modo positivo

Instale la tuberia de infusién para calibracién‘entre la sonda HESI y la bomba de infusién

7.2.1
con jeringa. Se encuentra en una bolsasrotulada como solo calibracion.

7.2.2 Saque de refrigeracion la disolucigfi* de<Calibracion del Q Exactive en modo positivo.
Trasvase a un vial de 2 mL aproximadamente 1 mL y rotule con fecha de trasvase y
responsable. Utilice el calibradeftrasvasado por un maximo de 1 mes. Puede utilizar el
recipiente original del calibradog preparado cuando queden 3 mL o menos.

7.2.3 Lave una la jeringa de 500 pk para infusion directa rotulada como “calibracién” con acetona
y metanol.

7.2.4 Cargue la jeringa comymetanol, elimine las burbujas, inserte la aguja en el inyector manual
y coléquela en el.porta-jeringa de la bomba de infusién.

7.2.5

Vaya al menu.pringipal del QE Tune y ubique la jeringa de infusidon, de un clic en la flecha
que apuntathacia abajo, se despliega la siguiente pantalla.

= Syringe type Unimetrics
B Volume (ul) 500
Syringe inner diameter (mm) -
‘lgl‘ow”r’ate (uL / min) 7 .100.000

[Manual control ] l Start ] Stop

Figura 8 Parametros de la bomba de infusién.
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7.2.6

7.2.7

7.2.8

7.2.9

En esta pantalla programe el tipo de jeringa como Unimetrics para la jeringa Thermo y el
volumen de la jeringa que esta utilizando, programe la velocidad de flujo en 150 pL/min
y seleccione “Apply” dos veces. Para encender el mecanismo de infusién presione “Start”
En el menu principal de QE Tune vaya a la opcidn “File” y seleccione “Load Tune File”,
cambie la carpeta por “C:/Xcalibur/Tune y seleccione el archivo "ESITune Cal.mstune.
Espere a que se termine de infundir el metanol. Cerciérese que la luz roja en el indicador
“Stop” de la bomba de infusion esté encendida, retire la jeringa y carguela con 100 yL de
la disolucion de calibracion. Programe el flujo de calibrador en 5 yL/min.

Espere unos minutos hasta que en la pantalla de display del QE Tune aparezca una sefal
del calibrador como la de la imagen siguiente.

Scan: #959300 uS: 1 NL: 4.62E8

Type: FTMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]

AR -0
ao | [262636

60 4

40

Relative Abundance (%)

20 A

0

T A ‘I 1
1000 1500 2000
m/z

Figura,9 Sefal esperada para el calibrador en modo positivo

7.2.10Revise que el™T" y el “NL" sefialados en rojo en la figura anterior se encentren en valores

alrededor de 1 para “IT” y entre 1 y 5E8 para el “NL".

7.2.11Revise también la variacidn del spray, para ello vaya a la pantalla “Instrument Status” al

lado derecho del QE Tune, de un clic en el simbolo “+” para que se desplieguen todas las
opciones. En “Current Scan” busque “TIC Variation”. Esta variacién debe estar en menos
del 12% para poder seguir con el procedimiento, si no es asi informe a la Lider Técnica o
Encargado del equipo. Ver figura siguiente.
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& = Instrument

(=) Current Scan
Total Ion Current 1605.58 Ef ions/sec
& TIC Variation 10%

Figura 10 Indicador de variacion del spray

7.2.12Vaya al panel de tareas del QE Tune en la Opcidén Tune seleccione “TIC” y luego “Tune”,
el equipo comienza el ajuste de inmediato. Al final se despliega una pantalla como la
siguiente. # e
Q Exactive

@B O Exactive:

\ AE | Autotune done. Signal increasegd-bynl3 3.

Figura 11{Resultado del ajuste “tune”

7.2.135Si la sefial se incrementd al menos,un 10%, salve el tune (en el menu del QE Tune, opcidn
File, “Save Tune File") si el aumento fue menor al 10% o hubo una disminucién no salve
el tune.

7.2.14 Vaya al panel de tare@s,del QE Tune en la Opcidn “Calibrate” escoja la opcidon “Mass
Calibration (pos)”, detwuniclic en “Calibrate”. El equipo inicia de inmediato la calibracién y
al final despliega un_mensaje como el siguiente.

\ :Cﬂi_blﬂlm successful. Saving calibration resuilts.
-0k: Spectral Mass Calibration (pos): (rms = 0.14/0.16 ppm)

4

Figura 12 Resultado de la calibracion de exactitud masa

7.2.15Siga el procedimiento en 7.4 antes de pasar a modo negativo (7.3), si necesita evaluar o
calibrar otros parametros en modo positivo.

7.2.16Lave la jeringa y la tuberia infundiendo acetona y metanol a 150 pL/min si no va a realizar
otra evaluacion o calibracién o si va a cambiar el calibrador.

7.3 Tune y calibracion de exactitud de masa en modo negativo

7.3.1 Este apartado del procedimiento solo es necesario si usted esta trabajando con analitos
que se ionizan negativamente, si no lo puede omitir.

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
Emitido y Aprobado por Unidad de Gestion de Calidad




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES VERSION 02 | PAGINA: 12 de
30

USO Y MANEJO DEL CROMATOGRAFO LIQUIDO VANQUISH CON
DETECTOR DE MASAS POR CUADRUPOLO-TRAMPA ORBITANTE

P-DCF-ECE-TOX-08

(LC/MS Q-EXACTIVE) LC/MS-2

7.3.2

7.3.3
7.3.4

7.3.5

7.3.6

7.3.7

7.3.8

7.3.9

Saque de refrigeracién la disolucion de calibracién del Q Exactive en modo negativo.
Trasvase a un vial de 2 mL nuevo aproximadamente 1 mL y rotule con fecha de trasvase
y responsable. Utilice el calibrador trasvasado por un maximo de 1 mes. Puede utilizar el
recipiente original del calibrador preparado cuando queden 3 mL o0 menos.

Instale, si no lo ha hecho, la tuberia de infusion para calibracion.

Lave una la jeringa de 500 pL para infusién directa rotulada como “calibracion” con acetona
y metanol.

Cargue la jeringa con metanol, elimine las burbujas, inserte la aguja en el inyector manual
y coléquela en el porta-jeringa de la bomba de infusién.

Vaya al menud principal del QE Tune y ubique la jeringa de infusion, de un clic para
desplegar las condiciones de la infusién.

En esta pantalla programe el tipo de jeringa como Unimetfies para la jeringa Thermo y el
volumen de la jeringa que esta utilizando, programe la veldcidad de flujo en 150 yL/min
y seleccione “Apply”. Para encender el mecanismo de-infusion presione “Start”

En el menu principal de QE Tune vaya a la opcién “Eile” y seleccione “Load Tune File”,
cambie la carpeta por “C:/Xcalibur/Tune sy\¢eleccione el archivo “ESITune Cal
Neg.mstune”.

Espere a que se termine de infundir el_metanol y cargue la jeringa con 100 uL de la
disolucién de calibracién. Programe el flujo)de calibrador en 5 puL/min.

7.3.10 Espere unos minutos hasta que enf(la pantalla de display del QE Tune aparezca una sefal

del calibrador como la de la imagen siguiente.

Scan: #993135 uS: 1 IT: 4.21 NL:Q.9RES
Type: FTMS - p ESI Full ms [150.00,2000000]

100 265145

80 A

60 -

a0 | 514.278

Relative Abundance (%)

20

500 1000 1500 2000
m/z

Figura 13 Sefal para el calibrador en modo negativo
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7.3.11Revise que el "IT" y el “"NL"” sefialados en rojo en la figura anterior se encentren en valores
alrededor de 4 para “IT” y entre 1 y 4E8 para el “NL".

7.3.12Revise también que la variacion del spray sea menor al 15% para poder seguir con el
procedimiento, si no es asi informe a la Lider Técnica o Encargado del equipo.

7.3.13Vaya al panel de tareas del QE Tune en la Opcién Tune seleccione “Tune”, el equipo
comienza el ajuste de inmediato.

7.3.14Si la sefal se incrementd al menos un 10%, salve el tune (en el mend del QE Tune, opcidn
File, “Save Tune File"”) si el aumento fue menor al 10% o hubo una disminucién no salve
el tune.

7.3.15Vaya al panel de tareas del QE Tune en la Opcidon “Calibrate?“escoja la opcion Mass
Calibration (neg), de un clic en “Calibrate”. El equipo inicia de’inmediato la calibracién. La
nueva calibracion queda almacenada automaticamente.

7.3.16Siga el procedimiento en 7.5 si necesita evaluar o calibrar otros parametros en modo
negativo.

7.3.17Lave la jeringa y la tuberia infundiendo acetona y/metanol a 150 pL/min si no va a realizar
otra evaluacién o calibracion o si va a cambiarseh¢alibrador.

7.4Evaluacion y calibracion de otros parametros en modo positivo.

7.4.1 Cerciérese que la jeringa contenga al y/menes 100 pL de la disolucion de calibracién en
modo positivo. Programe el flujo de calibrador en 5 pyL/min.

7.4.2 Espere unos minutos hasta tener una buena senal para el calibrador segin se indica en
7.29a7.2.12.

7.4.3 Vaya al panel de tareas del QE=Fune en la Opcion “Evaluate” y seleccione “Positive Ion
Evaluation”

7.4.4 De un clic en “Evaluate”,™el equipo comienza la evaluacién de inmediato. Al final se
despliega una pantalla‘como la siguiente.

5
Dialog with Thermo Q Exactive
! Evaluation end. 2 of 8 procedures failed.

- Failed: C-Trap Charge Detection Scaling (pos): Match: 3.70 vs. 2.02
- Done: Mass Resolution dep. Test (pos): (max deviation 0.4 ppm)

- Done: Mass RF Amp. dep. Test (pos): (max deviation 0.5 ppm)
- Done: Mass Space Charge dep. Test (pos): (max deviation 1.4 ppm)
- Failed: eFT Phase Check (pos): Failed: eFT Phase out of calibration: Delta t0=0.08 +/- 0.01

Ok: eFT Match Check (pos): Shape 0.7 (1.3 @ m/z 524 26)
- Ok: Iso Mass/Res. Eval.: Procedure

= passed.
- Done: Spectral Mass Accuracy Test (pos): (ms = 0.2/0.2 ppm)

()

Figura 14 Resultado de la evaluaciéon en modo positivo.
7.4.5 Si todos los parametros indican “Done” o “"OK” no es necesario realizar otra calibracion al
equipo, pase al punto 7.4.11
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7.4.6 Si algun parametro indica “Stopped” debe repetir la evaluacion, si ademas en esa misma
linea indica “Check failed: Calmix Quality...” valore cambiar el calibrador antes de repetir
la evaluacién.

7.4.7 Si algun parametro indica “Failed” debe calibrarse ese parametro.

7.4.8 Vaya al panel de tareas del QE Tune en la Opcién “Calibrate” si necesita calibrar algin
parametro. Escoja la opcion que corresponda a la evaluacion fallida dentro de las
siguientes opciones:

'@' Calibrate
| 0.0% |
Calibrate Stop ‘

Calmix Calibration }
[71 = Base Calibration OK (2020-01-2114:17)

\/
&= Electronics V
Quadrupole RF Frequency 862.87kHz, w=3.2kHz, m @
Flatapole RF 3.20/3.20MHz, 753V
HCD RF 2.70§2.70MHz, 753
(= Basics - Positive Ion OK (2020-0: 14:1

Ion transfer (pos)

»

(= Quadrupole Basic {pos)
Quad [so Mass/Res Cal (rough) D
Quad RF freq. fine adjustment I@just required for 862.875 kHz
eFT Parameter (pos) /o -02-12 15:20)

Analyzer Accuracy (pos) \g (2020-01-21 14:17)

= Basics - Negative lon (2020-01-21 16:07)
Ion transfer (neg)
Quadrupole Basic{ne:

eFT Paramet: OK (2020-01-21 16:07)

Analyzer Accuraci(neg) OK (2020-01-21 16:07)

= Isolation M Res. (pos) OK (2020-01-21 14:33)
Iso s%(wide iso) Done.

156 Ma . Cal. (narrow) OK (2020-01-21 14:33)

—
o
(=) .

tifn Mass and Res. (neg) OK (2020-01-21 16:23)
Mtass/Res. Cal. (neg){wide iso} Done.

Mass/Res. Cal. (neg)(narrow) OK (2020-01-21 16:23)

[ Iass Calibration (pos) Due (void)

d Iass Calibration (neg) Overdue (2020-02-06 13:20)

LlElElEEEEEEEEE s E T E

Figura 15 Opciones de calibracion

7.4.9 De un clic en “Calibrate”. El equipo inicia de inmediato la calibracion y al final despliega
un mensaje con el resultado de la calibracion.

7.4.10Si la calibracion falla inténtelo de nuevo, si vuelve a fallar intente cambiando el calibrador
y si no logra que pase, avise a la Lider Técnica o encargado del equipo.

7.4.11lave la jeringa y la tuberia infundiendo acetona y metanol a 150 uL/min si no va a realizar
otra evaluacién o calibracion o si va a cambiar el calibrador.

7.5Evaluacion y calibracion de otros parametros en modo negativo.

7.5.1 Cerciérese que la jeringa contenga al menos 100 pL de la disolucion de calibracién en
modo negativo. Programe el flujo de calibrador en 5 pL/min.
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7.5.2

7.5.3

7.5.4

7.5.5

7.5.6

7.5.7
7.5.8

7.5.9

Espere unos minutos hasta tener una buena sefial para el calibrador segin se indica en
7.3.9a7.3.12.

Vaya al panel de tareas del QE Tune en la Opcién “Evaluate” y seleccione “Negative Ion
Evaluation”

De un clic en “Evaluate”, el equipo comienza la evaluacién de inmediato. Al final se
despliega una pantalla con el resultado

Si todos los parametros indican “Done” o “OK"” no es necesario realizar otra calibracion al
equipo, pase al punto 7.5.11

Si algun parametro indica “Stopped” debe repetir la evaluacion, si ademas en esa misma
linea indica “Check failed: Calmix Quality...” valore cambiar el calibrador antes de repetir
la evaluacion.

Si algun parametro indica “Failed” debe calibrarse ese pardmetro.

Vaya al panel de tareas del QE Tune en la Opcién “Calibrate” si necesita calibrar algun
parametro. Escoja la opcion que corresponda a la evaluacion fallida dentro de las opciones
de calibracién en modo negativo.

De un clic en “Calibrate”. El equipo inicia dejinmediato la calibracién y al final despliega
un mensaje con el resultado de la calibraciéh.

7.5.10Si la calibracion falla inténtelo de nuevo;=si vuelve a fallar intente cambiando el calibrador

y si no logra que pase, avise a la LiderTécnica o encargado del equipo.

7.5.11lave la jeringa y la tuberia infundiendo,acetona y metanol a 150 pL/min si no va a realizar

otra evaluacion o calibracidon o/iva a cambiar el calibrador.

7.5.12 En este punto hay que definix cual trabajo se va a realizar con el equipo: para infusiéon

directa de bajo flujo para analitos vaya a 7.8. Si quiere hacer un tune de alto flujo con el
analito y optimizar el MS£MS siga en 7.9.

7.6 Preparacion de fase’'movil.

7.6.1

7.6.2

7.6.3

Revise las botellds, que estan en la bandeja superior del LC. Saque la tuberia que esta
adentro de las, botellas que necesite preparar y coloquela dentro de una bolsa ziploc nueva
sin tocar ninguna superficie. Lleve las botellas a la capilla de extraccién de gases.

Hay una botella para agua (B1), una para metanol u otro disolvente de limpieza(Al), una
para acetonitrilo u otro disolvente para fase movil (A2), una para el buffer (B2), una para
la disoluciéon de lavado de la jeringa del inyector y otra para la disolucidon de lavado de
sellos. Respete el contenido de cada botella, no las intercambie. Las botellas deben lavarse
periédicamente cuando sea necesario o ante cualquier suciedad visible con agua y jabon,
se deben enjuagar con agua ultrapura y etanol, hornearse 1 hora a 120 ° C y enjuagarse
con la sustancia que van a contener.

Calcule la cantidad necesaria de cada disolvente o disolucion segin el método que vaya a
utilizar y el nUmero de muestras que vaya a correr. Tome en cuenta que el volumen
minimo para las botellas es de alrededor de 150 mL.

Nota 3 Cuando se utiliza disolventes calidad LC/MS, el agua tipo I recién recolectada o agua
calidad LC/MS no es necesario filtrar los eluentes ni el lavado del ALS o de sellos.
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7.6.4 Coloque las botellas encima del equipo y ponga la tuberia correspondiente dentro de la
botella, asegurese que el filtro llegue hasta el fondo.

7.7 Purga de lineas y de columna:

7.7.1 Utilice la siguiente figura para identificar los componentes de la bomba.

Figura 16 Bomba Vanquish, en rojo la valvula de purga, en azul el botén de purga

7.7.2 Revise que la valvula de purga (circulo frojo) de la bomba del HPLC esté abierta girandola
a la izquierda. Ademas, elimine.si_esnecesario los desechos en recipientes dentro de una
capilla de extraccion de gasesisegun el manual de salud y seguridad. Cercidrese que la
linea de desechos esté conectada“a la botella destinada para tal fin, si no es asi conéctela
Vacie en la pila el agua de‘la botella plastica que se encuentra en la parte de atras del
generador de nitrogeno.

7.7.3 Ingrese al programa ' Xealibur” mediante el acceso directo en la computadora. En la parte
derecha de la pantalla de un clic sobre “Thermo Scientific SII for Xcalibur”. En la parte
inferior aparece el icono “Direct Control”. De un clic en ese icono. Ver figura siguiente.

File Actions View Tools Help

S o] EE> RN Y

Status | Acquisition Queue |

4 Run Manager
Ready to Download
Sequence:
Sample Name:
Working On:
Position:
Raw File:
Inst. Method:
Thermo Scientific SII for Xcalibur
4 (Q Exactive - Orbitrap MS
Ready to Download

Figura 17 Ingreso a SII por Xcalibur
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7.7.4

7.7.5

7.7.6

7.7.7

7.7.8

7.7.9

En el menu principal del SII vaya a “Home y revise que los tres mddulos tengan un “check”
e indiquen “connect”

Revise si el equipo se quedo sin lavado de sellos en algin momento, para hacerlo vaya al
menu principal del SII en la opcion “Pump Module” -“*More Options” en “Rear Seal Wash”.
Si en “status” dice “Operational” pase a 7.7.7, si no, cambie la opcién “Idle” por “Active”
y presione “enter”.

Observe que el liquido del lavado de sellos empiece a fluir hasta que llegue al sensor
ubicado en la parte inferior izquierda de la bomba. Salga de esta pantalla.

En la pantalla de seleccidon de flujos y canales (ver figura 18) seleccione los canales Al y
B1.

En el mddulo de la bomba presione “PURGE” Ver Figura 16b0ton sefialado en azul. La
bomba empieza a purgar los canales A1l y B1 por 5 minutos as\3 mL/min.

Espere a que termine la purga anterior y haga lo mismo para los canales A2 y B2.

7.7.10Cierre la valvula de purga girando en el sentido [del‘\reloj hasta que llegue al final y

presionando suave.

7.7.11Purgue la botella de lavado del ALS (solo si la,ambid). Para hacerlo vaya al menu principal

del SII y vaya a “Sampler Module”, en "Needle Wash” seleccione “Purge Needle Wash”

7.7.12Vaya luego a “Pump Module” en “Flow/Pressure selecione los canales y porcentajes de

Composicion Flujo,(uL/min) Tiempo (min)

Metanol u otro disolvente de[50% flujo trabajo de la columna* 5
lavado (A1) 100%

Metanol u otro disolvente” de| 100 % flujo de trabajo de la columna 5
lavado (A1) 100%

eluentes indicados en el cuadro siguiente. Ver Figura 18

ACN u otro (A2»100 % 100 % flujo de trabajo de la columna 5
ACN u otro (A2) /Agua (B1) 100 % flujo de trabajo de la columna 5
50%/50%

ACN u otro (A2) /Buffer u otro 100 % flujo de trabajo de la columna 10
(B2) Proporcidon inicial del

método.
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Flow / Pressure Eluent
—mL/min 7 Limits - % A- % B- —Eluent Selection
o : - 100 - 100
g B ) ) A w4
-3 : a5 B [w2 <
: £ = = &8 |
=2 = - 40 - 40
- : B p
<0 : S0 (8 o0
0.000 fmi/min] =] [ 11bar] || | [s00t%1 | 500 =]

Figura 18 Pantalla de seleccion de flujos, canales y proporciones'de la bomba Vanquish

7.7.13Vaya a “Pump Module” y pare la bomba dando clic en,"Stop Flow"”. Para que la bomba

vuelva a funcionar es necesario dar un clic en “Continug”

7.8 Infusion directa de bajo flujo para analitos para.modo ESI

7.8.1

7.8.2

7.8.3

7.8.4
7.8.5

7.8.6

7.8.7

7.8.8

7.8.9

Instale una tuberia para infusion similar a,1a“qué se usa para la calibracién (no debe
utilizarse la de calibracién).

Saque de refrigeracion la disolucion defanalito que desea inyectar al equipo por infusion y
espere aproximadamente 15 minufds a=que alcance temperatura ambiente. Se puede
realizar la infusion tanto de compuestos individuales como de mezclas.

Tome en cuenta que para inyectarle al equipo directamente una disolucion, esta debe de
cumplir una serie de requisitos.

Debe estar libre de matriz,»debe contener solamente disolventes o buffer que sean
compatibles con LC/MS.

Debe tener una ceficentracion de analito (os) menor o igual a 10 pg/mL para evitar
contaminaciones.endel equipo.

Idealmente debe ser filtrada antes con un filtro de membrana de nylon o teflén de 0,22um.

Lave una jekinga de 500 pL para infusion directa con acetona y metanol.

Cargue la jeringa con metanol, elimine las burbujas, inserte la aguja en el inyector manual
y coléquela en el porta-jeringa de la bomba de infusién.

Vaya al menu principal del QE Tune y ubique la jeringa de infusién, de un clic en la flecha
que apunta hacia abajo, se despliega una pantalla similar a la de la figura 8.

En esta pantalla programe el tipo de jeringa como Unimetrics para la jeringa Thermo y el
volumen de la jeringa que esta utilizando, programe la velocidad de flujo en 150 pyL/min
y seleccione “Apply” dos veces. Para encender el mecanismo de infusion presione “Start”
y espere que se termine el metanol.

Realice la infusidon de analito comenzando con un flujo de 5 yL/min, aumente hasta 20
ML/min si la sefial para el ion molecular es muy baja (M+H o M-H).

En el menu principal de QE Tune vaya a la opcidn “File” y seleccione “Load Tune File”,
cambie la carpeta por “C:/Xcalibur/Tune y seleccione el archivo "ESITune Cal.mstune” si
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va a realizar infusién de analito en modo positivo o el archivo “ESITune Cal Neg.mstune”
si va a emplear modo negativo.

7.8.10Revise que la variacién del spray sea menor al 12% (positivo) o 15% (negativo).

7.8.11Vaya al panel de control del QE tune, en “Instrument Control”, en “Scan Parameters”
seleccione la opcidn “Hot link” para que los cambios en los pardmetros apliquen sin la
necesidad de dar clic en “Apply” cada vez. En “Scan type” escoja “Full MS” y en “Scan
Range”, defina m/z maxima y minima dependiendo del o los analitos de interés. Cambie
la resolucién en “Resolution” por 70.000. Ver figura siguiente.

il Scan parameters.
History N
Scan type Full MS P v ]
Scan range 50.0 to 450.0 m/z C \}V
Fragmentation None .
Resolution 17,500 w
Polarity Positive W )
Microscans 1 C \V
Lockmasses o AW,
AGC target 1leb ‘( v
Maximum inject time |30 ‘ ‘
Apply j [ Help J [T] Hot link

Figura 19 Pardmetros de escaneo

7.8.12Vaya a “Instrument Control” en “HESI source” cambie los parametros del spray para
mejorar la sefial del o los analitos.

Parametro Rango en que varia (flujo de 5 a 20
HL/min)

Sheath gas flow rate 5-15

Auxiliar gas Flow rate 0-10

Spray voltage 3.5-4.0

Capillary temp °C 250-320

S-lens level 45-50

Heater temp °C 50-150

7.8.13Vaya al panel de tareas del QE Tune y seleccione la opcién Tune. En “Mass” ingrese la
masa del analito (con un decimal) que esta infundiendo. En el caso de mezclas debe elegir
alguno de los analitos (puede ser el que tenga una masa media dentro de la mezcla, o que
sea un analito de especial interés).

7.8.14De un clic en “Tune” para que se ejecute el ajuste. Una vez concluido se genera un informe
sobre la variacién que sufrié la sefial del analito.
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7.8.15Vaya al menu del QE Tune, opcidn File, “Save Tune File As”). Salve el tune file con algin
nombre que referencia al analito o mezcla que esta infundiendo.

7.8.16Programe la adquisicién de sefial del equipo para almacenar la informacidn de la infusion.
Vaya a “Instrument Control” en “Acquisition” complete la informacion segin la figura
siguiente.

“k: Acquisition

Acquisition state 1 ready

Progress 000 min

File in use DALC-Q-EXACTIVE\PLAGUICIDAS\PRUERA 13-02-20'BL raw
Destination file ; D:ALC-Q-EXACTIVE\DATA\2020\Benzodiacepinas 18-01 infusion
Methodfile  |by time

C &
Acquisition time lcominuously

Sample ‘ Mezcla benzodiacepinas 18-01

Comment ;10 Hg/mL en metanol 22-5-18 SMG \ y.

On start 3don't wait v
After acquisition istay on

Figura 20 Programacion derla adquisicion de datos

7.8.17En “Destination file” cree y elija una_carpeta en D:/LC-Q-EXACTIVE/DATA/AAAA que sea
la fecha y una descripcién de lo que va a contener. Como nombre de archivo utilice los
datos de la mezcla o analito que est& infundiendo. Llene la informacién de “Sample” y
“Comment” como se ve en el €jemplo.

7.8.18Presione “Start” para empezaria grabar la informacién.

7.8.19Cambie el modo en “Scan,type” por “Full MS - SIM” y en “Scan Range” ponga el rango de
masa minimo y maximo'\dependiendo de los analitos.

7.8.20Vaya de nuevo a."S€an Parameters” y en “Scan Range” en “Center” ingrese el m/z de la
sustancia de interés con un decimal y en “Width” ingrese 1 m/z. El equipo pasa a modo
SIM y despliega'un espectro como el siguiente.
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100 326.085
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'
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325932 325959 326.213 ,826.233  326.260 326.302
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Figura 21 Espectro SIMgdeMidazolam (m/z 326.1).

7.8.21La abundancia para el analito puede verse en'la parte superior del espectro, la abundancia

debe estar entre 1 x 106 y 5 x 109/°Si |a=abundancia es menor, pruebe optimizando mas
el “tune”, si no logra una mejoria valore la infusién del analito mas concentrado. En el
caso de abundancia mayor al rahgoe pruebe con el analito mas diluido. Si detiene la infusion
recuerde detener la adquisiciénde’datos.

7.8.22Si en el espectro aparecen varias sefiales con masas muy similares (diferencia menor 0.5

m/z) y con abundancia,'similar, cuando realice el experimento MS/MS va a obtener un
espectro mezcla de.esas sustancias, es necesario realizar la infusion individual si las dos
0 mas sustancias Som analitos de interés o cambiar el material de referencia si se trata de
un interferente/Si'va a detener la infusion recuerde detener antes la adquisicion de datos.

7.8.23Si la sefial obtenida tiene la abundancia adecuada y solo el analito de interés esta presente,

vaya al panekde control del equipo en el QE tune, en “Instrument Control” vaya a “Scan
parameters” en “"Scan type” seleccione “"AIF MS/MS” y en “"Scan range” en “Center” ingrese
la m/z del analito y en “"Width” ingrese 1 m/z. En “Fragmentation” ingrese de un clic en
HCD y escoja “"CE"” ingresando un valor de 10.
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History
Scan type MS/MS of 326.1 + 0.5 m/z
Scan range ) Full MS - SIM
Fragmentation @ AIF - MS/MS
Resolution
Polarity Isolation:

Microscans Minimum 325612 m/z
Lock masses

AGC target

Maximum 32662 m/z

Maximum inject time | Precursor 32612 m/z

,__4 ]
Aoty | [ | widtn 10 mzz

Figura 22 Pardmetros de escaneo parad1S/(MS

7.8.24Cambie en “Scan range” el "“Minimum” por 50 m/z.

7.8.25Cambie la fragmentacion de 10 hasta 50 segln sea necesario para que la abundancia del
ion precursor disminuya hasta un 1-3%, pueden ser cambios de 10 en 10 o de 5 en 5
cuando esté cerca del valor meta. No escoja valofes intermedios, solo multiplos de 5.

7.8.26Vuelva a cambiar el modo de escaneo en "Scan,Parameters” y escoja en “Scan type” “Full
MS - SIM” y en “Scan Range” seleccione de'nuevo el minimo y maximo que definié para
el analito o mezcla.

7.8.27Si va a seguir con otro analito en la misma mezcla repita los pasos 7.8.19 a 7.8.24.

7.8.28Detenga la adquisicion de datos si va.a/cambiar la disolucién que esta infundiendo. Repita
los pasos 7.8.16 a 7.8.24 si ya a continuar con analitos o mezclas del mismo tipo de
sustancias.

7.8.29Repita los pasos 7.8.2 a 7.8:24 para un analito o mezcla de analitos diferente.

7.8.30Lave la jeringa y la tuberia infundiendo acetona y metanol a 150 pL/min si no va a realizar
otra infusién.

7.9Tuning de alto fldjo'con el analito y optimizacién MS/MS (ESI)

7.9.1 Este proces¢ deb€ llevarse a cabo una vez que se haya realizado la infusion del analito en
bajo flujo ywpor lo tanto se tenga un tuning especifico para el analito o familia de
compuestos.

Nota 4 En el proceso de desarrollo de un método de andlisis por LC/MS es necesario crear un
archivo de tuning especifico para el analito (o por familia de compuestos) con las condiciones de
flujo y la fase movil que se va a tener en el método definitivo (alto flujo). Por lo tanto, debe
conocerse esta informacidon previamente. Debe prepararse el equipo como se indicaen 7.1 a 7.7
con las disoluciones y condiciones esperadas para el método que se esta desarrollando.

7.9.2 Previo a la infusion en alto flujo debe cambiarse la configuracion del equipo para poder
introducir el analito por infusion y el flujo del LC al mismo tiempo en el MS. Cambie la
configuracién instalando una “T” que tenga como entradas la salida de la valvula selectora
del LC/MS y la bomba de infusidon y como salida la sonda de HESI. Ver figura siguiente.
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7.9.3

7.9.4

7.9.5
7.9.6

7.9.7

7.9.8

Figura 23 Conexion en >T” entre el LC, la bomba de infusion y el QE.

Saque de refrigeracion la diselucion de analito o mezcla que desea inyectar al equipo por
infusion y espere aproximadamente 15 minutos a que alcance temperatura ambiente. En
este caso ya se conoce cual s el ion molecular del analito (normalmente M+H para iones
positivos o M-H para<ones*negativos) y es posible mezclarlos para realizar la infusidon de
mezclas de compueStos,por familia o todos los analitos que cubre el método.

Tome en cuenta quéespara inyectarle al equipo directamente una disolucidon, esta debe de
cumplir una serie_de requisitos:

e Debe estar/libre de matriz, debe contener solamente disolventes o buffer que sean
compatibles con LC/MS (volatiles).

e Debe tener una concentracion de analito (os) menor o igual a 100 ug/mL para evitar
contaminaciones en el equipo.

o Idealmente debe ser filtrada antes con un filtro de membrana de nylon o tefléon de 0,22
MM a menos que halla sido preparada con disolventes calidad LC/MS.

Lave una jeringa de 500 pL para infusion directa con acetona y metanol.

Cargue la jeringa con metanol, elimine las burbujas, inserte la aguja en el inyector manual
y coloquela en el porta-jeringa de la bomba de infusion.

Vaya al menu principal del QE Tune y ubique la jeringa de infusién, de un clic en la fecha
que apunta hacia abajo, se despliega una pantalla similar a la de la figura 8.

En esta pantalla programe el tipo de jeringa como Unimetrics para la jeringa Thermo y el
volumen de la jeringa que esta utilizando, programe la velocidad de flujo en 150 pyL/min
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y seleccione “Apply” dos veces. Para encender el mecanismo de infusién presione “Start”
y espere que se termine el metanol.

7.9.9 En el menu principal de QE Tune vaya a la opcién “File” y seleccione “Load Tune File”,
cambie la carpeta por “C:/Xcalibur/Tune y seleccione el archivo "ESITune Cal.mstune” si
va a realizar infusién de analitos en modo positivo o el archivo "ESITune Cal Neg.mstune”
si va a emplear modo negativo.

7.9.10 Cambie las condiciones del tuning segun el flujo de columna que va a utilizar de acuerdo
con la siguiente tabla:

A lon transfer H-ESI - Typical
- tube vaporizer e L Spray voltage  nitrogen gas
flow rate pressure flow "
(uL/min) temperature temperature (psi) (arbitrary units) ( cnns_umptmn

{°C (°C) (\ {L/min}
5 240 Off to 50 5 0 43000 <1
(-2500)
200 350 250 to 350 35 10 +3000 (-2500) 8
500 380 300 to 500 60 20 +3000 (-2500) 13
1000 400 500 73 30 +3000 (-2500) 17

b . .
NEQE ftive 10n mode

Tabla 1 Condiciones del spray para ESI . segun el flujo de trabajo.

7.9.11Vaya al panel de control del QE tune, en “Instrument Control”, en “Scan Parameters”
seleccione la opcién “Hot link”spara que los cambios en los parametros apliquen sin la
necesidad de dar clic en “Apply” cada vez. En “Scan type” escoja “Full MS” y en “Scan
Range”, defina m/z maxima.y minima dependiendo del o los analitos de interés. Cambie
la resolucién en “Resolution™por 70.000. Ver figura 19.

7.9.12Vaya al menu del QE Tén€, opcion File, “Save Tune File As”. Salve el tune file con el
nombre que referencia al analito o mezcla que esta infundiendo o el método en desarrollo
y agregue también,él flujo que esta utilizando y la fecha. Por ejemplo: Escrutinio 04mar_20
200 pL-min.

7.9.13Cambie la valvula del QE a posicién 2 accionando la flecha azul hacia arriba. Ver figura
siguiente:
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Figura’24 Valvula del QE.

7.9.14Vaya al software SII que controla’el LC y programe el flujo y la composicion de la fase
movil escogida para el método, en desarrollo. Ver figura 18. Espere a que el flujo y la
presion se estabilicen.

7.9.15Cargue la jeringa con ‘el analito y coléquela en la bomba de infusion. Realice la infusion de
analito comenzando_con'un flujo de 10 yL/min, aumente hasta 20 uL/min si la sefal para
el ion molecular'esymuy baja (M+H o M-H).

7.9.16Pase la valvala del QE a la posicion 1.
7.9.17Revise que la*Variacién del spray sea menor al 12% (positivo) o 15% (negativo).

7.9.18Cambie las condiciones en el tuning de manera que se obtenga una respuesta adecuada
para el o los analitos de interés.

Nota 5. De este experimento se obtienen las condiciones optimizadas para los parametros de la
ionizacion, asi como la informacion de la energia de colisién y espectro MS/MS de los analitos.
Esta informacion se utiliza para la elaboracion de un método analitico.

7.10 Mantenimiento y solucion de problemas.
7.10.1Cambio de prefiltro.

e Este prefiltro se ubica en el horno de la columna debajo de la columna, en la parte
izquierda del LC. Debe cambiarse cada 300 inyecciones aproximadamente.
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e Sj el filtro estd dentro de un portafiltros, para hacer el cambio desarme el portafiltros con
la llave apropiada, sustituya la frita interna por una igual y armelo de nuevo. Si se trata
de un prefiltro de una sola pieza, sustituyalo completo.

” W

7.10.2 Limpieza del “Ion Transfer Capillary”, “Ion Sweep Cone” y “Spray Cone”

e Este procedimiento debe realizarse cada tres a cinco secuencias de rutina como minimo.

e Sustituya el capilar de transferencia por uno nuevo o limpio y proceda a limpiar el capilar
sucio segun las indicaciones del encargado del equipo.

e Limpie los conos si es necesario segun las indicaciones del encargado del equipo.

7.10.3Solucion de problemas.

10

11

Si se requiere realizar algin mantenimiento en el equipo para soldcienar algin problema mas
alld del mantenimiento de rutina comuniquese con el encargadonde equipo, quién a su vez
contactara al servicio técnico si es necesario.

Criterios de Aceptacion o Rechazo de Resultados.

Estos criterios deben estar definidos en los procedimientos de analisis que utilizan este equipo.
Ademas, deben cumplirse todos los lineamientes indicados para espectrometria de masas
indicados en el PON para el Manejo General de Casos en la Seccidén de Toxicologia Forense.

Calculos y evaluacion de la incertidumbre.
N/A

Reporte de Analisis y Resuitados.
N/A

Medidas de Seguridad y Salud Ocupacional.

Si ocurre un derrame de algun reactivo refiérase al Manual de Seguridad y Salud Ocupacional
del Departamento de Ciencias Forenses.

Si ocurre contacto de algun reactivo con los ojos, acuda inmediatamente a la ducha para ojos
que se encuentra en el laboratorio.

Si ocurre algun derrame importante de disolventes o acido en la ropa o la piel utilice la ducha
que se encuentra en el laboratorio.

Siempre que salga del area de laboratorios, deseche los guantes, lavese las manos y deje la
gabacha en la entrada del mismo.
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12 Simbologia.
AAAA: Ano en formato de cuatro digitos.

AGC: “Automatic Gain Control” o Control automatico de la ganancia, es la cantidad de iones que
se permite entrar en la trampa cada tiempo de inyeccién (IT).

APCI: “Atmosferic Pressure Chemical Ionization” o Ionizacién Quimica a Presién Atmosférica.
API: “Atmosferic Pressure Ionization” o ionizacién a presion atmosférica.
ALS: Automuestreador (del inglés “automatic liquid sampler”)

CID: “Colission Induced Dissociation” o disociacion inducida por colisiones.
DCF: Departamento de Ciencias Forenses.

ddmmmaa: se refiere a dia mes y afio, como por ejemplo 07dic06.

ESI: “Electrospray ionization” o ionizacion por electro-spray.

HESI: “Heated Electrospray” o ionizacion por electro-sprayfcalentado.
HRMS: “High Resolution Mass Spectrometry”

IPA: Isopropanol.

IQ: Calificacion de la instalacion.

IT: “Inyection time” o tiempo de inyeccidén_de, iones, es la cantidad de tiempo que los iones se
acumulan en la trampa de iones hasta alcanzar un AGC programado.

LC/MS: cromatografia liquida acoplada”Cen espectrometria de masas.
LC: Cromatografia liquida.

QE: Q Exactive.

m/z: relacion masa/carga.

M+H: Indica el peso moleedlar de un compuesto mas un proton.
MS/MS: Espectrometria de masas-masas 6 MS2.

MS: Espectrometriande masas.

Ms": Espectrometria de masas en tandem con “n” niveles.

NL: “Normalization Level” o nivel normalizado, es la abundancia relativa del pico base en LC/MS.
N/A: no aplica.

OQ/PV: Siglas de Operation-Qualification/Performance-Verification.
p.a.: calidad para analisis o calidad reactivo.

p.a.r.: calidad para analisis de residuos o calidad cromatografica.
PON: Procedimiento de Operacién Normado.

ppm: Partes por millén.

SCD: Solicitud Cambio Documental.
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SGC: Sistema de Gestion de Calidad.
UAP: Ultra alta pureza.

UGC: Unidad de Gestion de Calidad
UHP: Ultra High Purity

13 Terminologia:
Analito: sustancia o componente que se desea determinar.

Blanco de corrida: inyeccion de fase movil en el LC/MS para demostrar.ausencia de analitos de
interés antes de la inyeccién de una muestra incégnita.

Disolucién de calibracion del Q Exactive: Disolucion de varios compuéstos que cubren el rango de
masas del espectrometro y que se utiliza para verificarlo y/o calibrarto. Hay uno para ionizacién
positiva y otro para ionizacion negativa.

Espectro de masas: Patron de fragmentacion del analito que presenta los diferentes iones en los
gue la molécula se fragmento.

Estandar interno: sustancia de comportamiento simflak.a los analitos de interés que se agrega a
todas las muestras/blancos/patrones para evideneiar‘las pérdidas de analitos que ocurran durante
el proceso de analisis.

Muestra incognita: muestra que se desea analizar en el LC/MS-2.

14 Anexos
No. de Anexo Nombre del Anexo
1 Preparacion de reactivos
2 Pantalla principal del QE Tune
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Anexo No. 1

PREPARACION DE REACTIVOS

Disolucién de lavado de sellos (90:10) Agua:Metanol

En una probeta mida 100 mL de Metanol p.a.r, pase a la botella de lavado de sellos del LC/MS.
Mida luego 900 mL de Agua tipo I y depositelos en la misma botella.
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Anexo 2

Pantalla principal del QE Tune

 [fllh- Spectrum T [mwmesww |
Be ARR AKX R SHEG, @ i

No spectrum obtained during program lifetime
100 4

: &Qp

 _— v
A Scan parameters

History

Scan type Full MS
Scan range 150.0 to 2,000.0 m/z
Fragmentation None

35,000
Positive
1
off
1e6

Resolution
Polarity

-
o

Microscans

Lock masses
AGC target

Maximum inject time |50
Apply Help [T] Hot link

a HESI source

o
o

Relative Abundance (%)
w sy o
o o {=]

Sheath gas flow rate

Aux gas flow rate 0 0

Sweep gas flow rate 0 0
Spray voltage ( |kV]) 3.90 0.02
Spray current (uA) 0.00 T T T T T 1
Capillary temp. (*C) ‘ 2000 3000 4000 5000 6000
60.0 m/z

S-lens RF level

"| = Iess nes

Aux gas heater temp (°C) |0
onty Source Time  » Description

__S Auto-Defaults...
e tf‘ J?  10:3L:5L.066- Tune startup
Apply [7] Hot link | ¥ T 5. Mew application as e

2
K Acquisition

6250-a2f1-4dd4-befd-92d5F44fallc assigned id 3: BDDTWM2\Thermo() from S8DDTWH2 ThermoFisherXcalibur.BExternalProcess

Acquisition state

standby

Progress 0.00 min

File in use unknown

Destination file | D:\LC-Q-EXACTIVE\PLAGUICIDAS\MIX 2 (0.200mI-min}
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