5975C SQ

7890 GC

5975E SQ

7820 GC

Seleccion de detectores
en cromatografia de

gases masas 1

1. 24017

220 1T
7890 GC

7200 Q-TOF
7890 GC 7890 GC
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CROMATOGRAFIA DE GASES MASAS
ACOPLAMIENTO GC/MS

=>» La espectrometria de masas es una técnica analitica muy
potente utilizada para:
« ldentificar compuestos desconocidos.
o Cuantificar compuestos conocidos.
o “Elucidar la estructura quimica de las moléculas”.
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Técnicas Analiticas Instrumentales

Cromatografia

« GC — Compuestos no polares volatiles y semi-volatiles
« LC — Compuestos polares/moderadamente polares o compuestos termolabiles

Detectores

« GC (detectores selectivos, FPD, NPD, ECD) — alta sensibilidad, especifidad pobre
« MS

— SQ: alta fiabilidad en confirmacién espectral, MDL limitado

— Trampa: Maxima sensibilidad en SCAN, flexibilidad en los modos de lonizacién.

— QQAQ: bajos limites de deteccion para compuestos target en matrices complejas
(MRM)

— TOF/Q-TOF: Espectro completo y exactitud de masa para screening
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Por qué este Mix de MS?

- Por qué un cuadrupolo?  Ninguna tecnologia es lo

mejor en todo perfecto
* Por qué full scan vs SIM?
]  Rendimiento vs costes
* Por qué una trampa de |
iones? « Cada tecnologia tiene sus

) _ beneficios
- Por qué un tiempo de vuelo? ] |
« Segun cambian los

* Por que MS{MS? requerimientos del mercado,
LB jfl =3 ] la tecnologia va cambiando
_-' ] mw:_ _In
A A
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Algunas guias basicas en la seleccion de un
analizador de MS

La eleccion correcta de un analizador depende de
si el objetivo es “BUSCAR DESCONOCIDOS” o si
es “CONFIRMAR & MEDIR CONOCIDOS”.

La eleccion correcta del analizador depende
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Cual es la solucion de MS para...

Solo analisis de target? Scan o SIM o MS/MS

Analisis de desconocidos? Scan MS Quad, Trampa o QTOF

Como es la matriz? Deconvolucidon o MS/MS

Cual es la preparacion de Backflush o MS/MS
muestra?

Seminario Salamanca

Agilent Technologies

27 septiembre 2011




Flujo de trabajo: Screen, Confirmacion y Cuantificacion

Muestra GC/MS SIM/Scan

tati ara conocidos v desconocidoa Informe final de
PSR ’ i Deconvolucion

Extraccion

Busqueda en librerias de
GCQTOF o TOF Full Spectrum  masa exacta
— para desconocidos :

Clean-up | ' B

Otra inyeccion
de MS/MS
Generacion de (GC QTOF)
Formula molecular

C16 HI9 N3 P CI
C15H250P S Ci
C18 H21 O P CI

'-..E. : . _ Seminario Salamanca
-2 Agilent Technologies ;
Dl 27 septiembre 2011



FUENTES DE
IONIZACION EN
CROMATOGRAFIA DE
GASES MASAS

Agilent Technologies



Proceso de lonizacion por
Impacto Electronico (El)

lonizacion:
+. _ __ Lacurvadepende
ABC + e-—> ABC °~ + 2e #ABC .+ / del producto (ABC)
Molécula Neutra 16n Molecular Excitado .
0 10 70 100
eV

Energia de los electrones

Fragmentacion:
Espectro de Masas

ABC +-—> AB + C+

+BC- + AB"
Abundancia ©
AB*- +C  (reordenamiento)  Sefil ABC
A AG
AC + + B~ (pérdida de un neutro) ‘ ‘

etc.
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Componentes Fuente de lones

Foco de

electrones
Filamento \

Lentes "Draw-Out"
Lentes de
entrada

‘/
Linea de
transferencia de 2 T T — _
columna —° R >
Cuadruplo
Lentes de
"Repeler” _ focalizacion de
— ——iones
" Magnet"
(iman ~
colimador)
Filamento: Proporciona electrones para la ionizacion Lentes "Draw-Out":  "Arrastra” a los iones fuera de la

Foco de electrones: "Empuja" los electrones hacia
fuente de iones

"Atrae" los electrones ionizantes hacia la fuente

Magnet: Controla la forma del haz de electrones
ionizantes

Repeller: "Empuja" los iones formados fuera de la fuente

fuente
Actua como apertura de entrada
al juego de lentes de focalizacién

Lentes de focalizacion Focaliza los iones hacia las lentes
de iones: de entrada

Lentes de entrada Focaliza los iones hacia el campo
del cuadrupolo
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Espectro de Masas de impacto

electronico

Dodecano : C12H26 (M=170)

Abundance

100 7
90 7
80 7
70 7
60 1
50 1
40 -
30 7
20 -
10 1

43

29

Average spectrum of dodecane from EVALDEMO.D

57

<--[C 4Hd +

71
+
<-[CgH 4}

85
o +
<[CeH.d

M:l'
\

‘ % 113 17
L .||| [, g "% 141 4s9 f

m/z->2

40

60 80 100 120 140 160 180

e |6n Molecular (M +): pérdida de un electron
e Pico Base: idbn mas abundante del espectro

Agilent Technologies
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¢Qué es un espectro El clasico?

Metil estearato (C,;H;;0,) M=208 ~ "~ "7
lon M+1 =299 ~----oemm
Contribucion isotdpica del carbono:
C19x1.1% de C" =20.9%
Contribucion isotopica del deuterio:
H38 x 0.015% de D = 0.6%
Contribucion isotdpica total =21.5%

\.

M +17=21.5%

A

Los espectros clasicos de El deben
proporcionar picos isotopicos con relaciones
respecto al ion molecular muy cercanas a los
valores teoricos.

Agilent Technologies

298 299

Seminario Salamanca

27 septiembre 2011




lonizacion Quimica Positiva (PCl)

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

. Los iones del gas reactivo sufren reacciones con moléculas de la muestra produciéndose
ijones de la misma.

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

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

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

« Presion de la fuente ~ 0.2 Torr.

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

- Con metano se forma: M+1, M+29; M+41. Muy util para asegurar M.

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

« Con isobutano sélo suele obtenerse el M+1.

Seminario Salamanca
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¢Qué es un Espectro Cl clasico?

lonizacion del fenobarbital [M/z-232] empleando CH4 como gas reactante
Formacion lones Reactivos [M+1]+

Primaria CHy+e™ — CH4 +Ze
CHZ+e- — CH;;r +e +H*

Secundaria CH4 +CHy _.CH5 +CI—|3
CH +CHy _,C H+ [29] +H2

[M+29]"
Reacciones Anallto Gas Reactlvo
Las moléculas neutras de muestras reaccionan con iones 233 261 273

secundarios del gas reactante para formar aductos
Transferencia de Protones /
M + CH;— CH, + [M-H]
Adicion Alquilica
M+ GH — [M-GH]
M+ CHf . [M-GH]"

Seminario Salamanca

Agilent Technologies

27 septiembre 2011




lonizacion Quimica Negativa (NCl)

. “lonizacion quimica negativa por captura electrénica”.

« Primero se forma una nube de electrones con poco exceso de energia
(“electrones térmicos”).

. Los “electrones térmicos” son capturados por moléculas de muestra.

« Es necesario un gas amortiguador (que retira energia de los
electrones/iones). El metano es el mas utilizado.

« Presion de la fuente ~ 0.4 Torr (mayor que en PCI).

« S0lamente ciertos tipos de moléculas son capaces de capturar electrones
térmicos (selectividad).

« Extremadamente eficiente para algunas moléculas (sensibilidad).

. Los limites de deteccion son generalmente muy bajos debido a la falta de
respuesta de los contaminantes o de la matriz.

- Usado frecuentemente para analisis selectivos y de alta sensibilidad de
compuestos electrofilicos.

« Suele proporcionar el M(-).
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ESQUEMA GENERAL
DE LOS DETECTORES
DE CUADRUPOLO
SIMPLE

Agilent Technologies



Analizador-Filtro de Masas de
cuadrupolo

ELECTRODOS POSITIVOS

FRECUENCIA
RF

i AL AA AL

MASAS o MUV TV
WYYV

Los voltajes aplicados en ambos pares de

electrodos son iguales en magnitud pero de

signo opuesto. La magnitud del potencial DC
controla la masa seleccionada

+DC AMPLITUD RF
AMPLITUD

(=) FILTRO
MASAS
ALTAS

ELECTRODOS NEGATIVOS

CAAAAAAND
NANANANAWANAWENE.

AMPLITUD AMPLITUD RF

VVVUUUYY
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Barrido de Masas (modo "SCAN")
con Cuadrupolo

Para barrer un rango de masas, los potenciales de DC y RF aplicados al cuadrupolo han de ser
variados, para variar las masas que son filtradas. La relacion entre los potenciales RF y DC es la

llamada LINEA DE BARRIDO.

BARRIDO- ELECTRODOS POSITYOS

LINEA DE
BARRIDO
DC
AMPLITUD

STV

TRABAJO EN MODO SCAN

RF
AMPLITUD

v

Amplitud RF/ DF = cte.

La magnitud del potencial DC controla la masa seleccionada,
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MS : Cuadrupolo simple
VENTAJAS:

MS
- Robustez, fiabilidad espectral maximas
Precio

- Solucién mas econdmica de MS
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MS : Cuadrupolo simple

INCONVENIENTES:

Escasa capacidad para trabajar con muestras con alto efecto matriz
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|/EE==:

ESQUEMA GENERAL
DE LOS DETECTORES
TRAMPA DE IONES
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¢, Por que MS/MS ?

* Hoy dia, MS/MS es una técnica de rutina y representa una poderosa herramienta
analitica para la determinacion de ultratrazas en matrices incluso complejas.

» Gran selectividad: eliminacion del fondo de la matriz.
* Inigualable sensibilidad.

* Buena calidad espectral: confirmacion mas fiable

- Informacion estructural adicional.

* Preparacion de muestra mas sencilla.
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¢, Qué significa MS/MS?

1: Aislamiento  2: Fragmentacion 3: Aislamiento

' N 7N —~

210 210
222
65 268 (280 178 191 2’10 198 191
N P! | L | S
170 210 250 290 190 210 150 170 190 210 160 190
Espectro de MS lon Aislado Espectro de MS del lones Aislados
(MS) (Precursor)  Precursor (MS/MS) (Productos)
Q--» 158/
TRANSICIONES (MRM) 210 ----> 191
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¢, Qué significa MS"?

385 352 241 187
MS —» MS2 -5 MS3 —» MS*4

MS3 (385/352) MS? (385)

. MS* (385/352/241)

MS!
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Matrices complejas:
El fondo confunde en Ia identificacion

Analisis de residuos de plaguicidas
Ethion

La matriz satura el espectro full scan,
5, ©impide laidentificacion del Ethion. __.

157
55
125
L 231 284
285 ”|‘ 203
i |L | Ll 261 338 | 435

ETHION STANDARD

231 -
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MS/MS: Eliminacion del fondo
Resultados definitivos

Analisis de residuos de plaguicidas
Ethion

Excelente comparacion espectral - Identificacion en bibliotecas

175 175

175
ZH3 Z83 231

185 | 231 185 | A
ETHION MS/MS

pico simétrico

EI-MS/MS

LA L LR B N L |

Linea base plana
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¢, Es mas sensible MS/MS que SIM?

Con patrones 0 matrices limpias NO

Con matrices complejas Sl

MS/MS proporciona mas selectividad y mayor
poder de confirmacion
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MS/MS : Trampa de lones

En una Trampa el

proceso de W - La energia de

transmision de @ 3-EXxcitacion Fragmentacion se aplica
Ioggfei?orl’:’ueznl:ﬁ 4 5_Aislamient * selectivamente. Sélo la

S0EEED 16n o A= recibe el l6n Precursor o

] ) . . . .
discontinuo | Precursor rango de iones que interese

fragmentar

4-Fragmentacion

(C.1.D.: Disociacién Inducida por
...=l CoI|S|on (con helio) del i6n precursor)

'o’o °o’

6 Deteccidn Espectro

MSn

’ MS/MSMS/ ...
=P .
5- Acumulacmn ':> U_u_

Espectro
de Fragmentos do Masaan
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lonizacion Quimica en trampas

Sensible

1pg BEHZOphenoD Liquid Cl Reagents

lon 183
S/N 40:1

Simple < & mlfweek
Low cost Selective
Safe : Convenient
5 tD e lonization lon ﬂ
egment Lescnplion Mode Preparation J
1 |FIL/MUL DELAY Sl More - [IEEE
2 |El 200 a.00 40 3500 El Auta » |Mone -
3 |keOHC a.00 10.00 40 300 El Ao » |Mone -
4 |EI/MSHS 10.00 12.00 100 350 El Auta - |M5/M5 -
 |Cl/MSMS 12.00 15.00 4n 350 El Auta - |M5/M5 | -
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lonizacion Quimica en trampas

kCounts TIC €l and El FAME -22-29-20034-05-55 PM.SMZ

150+

EI/MS/MS

EI/MS

" CI/MS/MS
gl EIMS
; CIMS EI/SIS
L

T T
200 25
Seq B, SIS, Time. 15.60-24.00
1829 2313

T
1a.0
can Seqg 4, CI MSMS, Time: 13.00-17.00
1263

T
0.0

m Seqg 2, El Full scan

[

Scans

Diferentes modos de ionizacion (El y Cl) y opciones de Scan (Full scan,
MS/MS y SIS) en el mismo run.
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lonizacion interna y externa

[ Internal Ioniza- [ External loniz
l'"‘l
s ndl gn Dn

* enses
olumn lon Source
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ESQUEMA GENERAL
DE LOS DETECTORES
DE TRIPLE
CUADRUPOLO

Agilent Technologies



Ventajas del trabajo en MS/MS

Mejor selectividad que en SIM
EI-MS/MS

La selectividad para el precursor es
E|-S|M igual que en SIM. Hay una alta

La selectividad es proporcional probablidad de que al menos un ion
a la resolucidén espectral Por pI‘OdUCtO sea diferencial entre el

tanto no hay selectividad frente |interference compuesto de interés y la interferencia
a iones de igual m/z

analyte Producto 2
Producto 1 éinterferencia
T T T T T Producto 3 .
resolucion unidad 1
{ lon
: Precursor
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MS/MS Elimina el “Ruido Quimico”

El: el espectro del analito puede incluir
iones de la matriz, sangrado de columna,
gases, etc.

Los iones de trazas de analito
pueden quedar enmascarados por

los iones de la matriz
Product 2
Product 1 *
Product 3
Q1 S”VI Aislar el
precursor antes
del CID
I/— 1 | | 1 |
El Ruido Quimico CID + S~ | - ﬁ ]
ones Producto de
d? todos estos Q2 S|M menor m/z medidos
’On_es queda frente a cero de ruido
rmiinaao quimico; linea de base
sin ruido

..... Seminario Salamanca
*“e
O
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ESQUEMA GCQQQ

Gas de Colision

0 p | @ ) o |
(Do 0 DR ==10D10D) >Q
0 D o0). )

Fuente loni
nte lonica Cuadrupolo Hezl(:pé)(:i)is%;lda Cuadrupolo Detector

Agilent Technologies



7000 Series Cuadrupolo MS/MS
Optimizado para cromatografia de gases

Q1 Celda de Colision Q3

210
Q1 filtra todas las
masas permitiendo
unicamente el paso

del ion precursor m/z
210
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7000 Series Cuadrupolo MS/MS
Optimizado para cromatografia de gases

; ' £ F
e ——— " — -
- ' — 1)
‘) )
--. L
v o o
- - - ¢
o B
! "

‘ J L 191 210
[ ....|...I|. L. r - .h JI I

En la celda de colision
se produce la
disociacion del idn
seleccionado en iones
producto
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7000 Series Cuadrupolo MS/MS
Optimizado para cromatografia de gases

bl i .11, i T jl

En Q3 se monitorizan al menos
dos de los iones caracteristicos
generados correspondientes al
compuesto de interés. Uno con
finalidad cuantitativa y el otro con
finalidad cualitativa
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MS/MS - Proceso de disociacion
Inducida por Colision (CID)

Product
I:Z?:ruerr?tc)) ' Collision (Daughter)
Gas lons
lon
T —
3 Kinetic ‘ ©
g Energy ﬁc?

El lon N5 Molecule lon Fragments
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| 4

Desarrollo en la celda de colision

Hexaclorobenceno en matriz compleja

Eliminacién de particulas

metaestables de Helio de alta
: S/N 1294:1 Gas Helio ON energia en la celda de colisién

1 ml/min N2 Gas de colision

15 |
[

05

0 —]

R T ;Lszwis‘rsm_s“ S5 86 & £ 62 63 £+ 65 85 £ £8 gy ] *
et 4 Q1 Celda de Salida
Entrada meefmsd  Cojigion  =—t=—p  de
de lones 4 lones

He gas de apoyo — Quench Gas

4 42 43 44 45 46 47 48 45 5 51 52 83 &4 65 5 &1 8 59 6 61 62 63 64 65 66 67 65 60
Countsys AisionTime i}

He*+ He — 2He +Q

B X — N2+_ + _

Comparacion de
niveles de ruido
generados

BN R
ot kT i

Seminario Salamanca

- Agilent Technologies

27 septiembre 2011




MS/MS : Triple Cuadrupolo

VENTAJAS:

MS/MS en el ESPACIO (Proceso continuo)
- capacidad de realizar MS/MS de muchos compuestos simultaneos
(MULTIRESIDUQ)

MAYOR SELECTIVIDAD (Celda de colision)
- El proceso de rotura genera MAS FRAGMENTOS para elegir

ALTA SENSIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD
- RSD’s menores
- Limites de Deteccion mas bajos

BAJO MANTENIMIENTO
- Fuente de lonizacion externa
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MS/MS : Triple Cuadrupolo
INCONVENIENTES:

Solo MS/MS no MSN
- Solo pueden obtenerse dos etapas de MS
No adecuados para la elucidacion estructural

Precio
- Mas Caros que las Trampas de lones
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ESQUEMA GENERAL
DE LOS DETECTORES
DE TIEMPO DE VUELO

(Tof y Qtof)

Agilent Technologies
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