Procedimento Operacional Padrio (POP) — Injecao direta UPC2-MS

Este documento € um manual para bom uso do equipamento e DEVE ser
seguido por todos os usuarios para garantir o bom funcionamento e preservagéao do
UPC2-MS.

N~

e PARAINJEGAO

Abrir o MassLynx e clicar na aba MS Tune

Ligar os gases API e Col antes de tirar o equipamento do Standby

Tirar o equipamento do standby

Purgar o sistema com a solugdo “wash” (reservoir) com a valvula na posigéao
“‘waste”. O fluxo (flow rate) deve ser mantido em até 100 pL (fluxos muito
altos podem danificar o equipamento)
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Purgar o sistema com a solugao de limpeza (vial | ou vial 1) na posi¢cao
(reservoir) de vial A e a valvula na posicao “infusion”. O fluxo (flow rate)
deve ser mantido em até 100 uL

Quando for realizar mais de uma injecdo de amostras diferentes, deve ser
realizada a injegao/purga do diluente (2x), para limpar o sistema.

Purgar o sistema com a sua amostra, repetindo o passo 4, apenas
substituindo o vial de limpeza pelo vial da sua amostra. O fluxo (flow rate)
DEVE ser mantido em 10 puL, principalmente para a inje¢cdo de amostra
fluxos muito altos podem acarretar em danos ao equipamento.

Iniciar a infuséao



File WView IonMode Calibration Gaz Vacuum Ramps Setup  Acguire
O HS 6 e BRE| > O 0[[MD

ESe  Fludes E:d:mdsdl[)iqgrmlic:s

onkrolz

5 Ide
50.00 minutes remaring 2k 5.0 plmin
=0 wl mmaning

wasle Peaition

Flew

FlowRate 50 L
Valve Pasilion [Waste -
Fil

Reseiveil ‘whash =

Fill Vabare: |50 - | KL

Wath (3 = | bmes when puigng

e PARA ADQUIRIR O ESPECTRO

1. Abra seu proprio projeto no MassLynx: File > Open Project. Esse passo é
importante para que seu espectro seja salvo no seu projeto.

2. Cliqgue em “Aquire”
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3. Escrever o codigo da amostra, o tipo de espectro (MS1 Scan é o espectro
basico) e a faixa de massas desejada. Clicar em Start



[ reriere 105 O e

Fie View lonMode G

Setup  Acqure  Melp
NS HBO PR RD e
ES+ | Puucs | Evended | Dingrotics " s Spn  Gan
8 o
I n v 19331
Acguisition Setup. )

e
Data!

DualMode

Calfion Erergy M5 (V)

..

7 Masslyn

File View Run Help

2 08 H|S] > 3 0@

Matsug

Queve €3 Status |

Queue Is Empty

7= Instrument &> Map Edit~ Samples~
c \ M3 Fie | M TuneFile | InletFile | Soltie [ Inject Vokume
£ 0 115 Tune 8M Gred_60_20_.. 16 2000
= 5 Tune BM 5 3000
= Tnlet Method 15 Tune BM 16 2000
° MS Tune BM 16 3000
'0 MS Tune BM 16 3.000
E MS Tune BM 16 3000
> Solvent Monitor MS Tune BM 16 3000
§ M5 Tune BM Grad_90_10_. 16 2000
o S Tune BM Grad_90_10_.. 16 2000
v 115 Tune BM G12d_90_10_ 16 2000
f MS Method 1S Tune BM Giad_90_10_.. 16 2000
s 2,000
F 0 145 Tune BM Gred 8010, 16 2000
s ST 5 Tune BM Gr 16 3000
MS Tune BM Gred €0 6 2000

5. Clique com o botdo direito do mouse e arraste para a direita no
cromatograma que esta sendo gerado (O reloginho precisa estar

selecionado?
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. O espectro abrira em outra aba e estara pronto para salvar: file > print > ok

> abra sua pasta e salve

e PARALIMPAR E DESLIGAR O EQUIPAMENTO

. Ap0s finalizar todas as inje¢des € necessario limpar o sistema purgando o

diluente trés vezes (times when purging) com a valvula em “infusion” e o
fluxo em 10 pL. Nesse momento, é importante acompanhar o espectro e
analisar se ainda ha deteccdo da massa do seu produto ou de alguma
impureza e, caso seja necessario, realize mais trés purgas do diluente.

Em seguida, purgar o sistema com a solugdo “wash” (reservoir) com a
valvula na posi¢ao “waste” 10 vezes (times when purging) e o fluxo em 100
ML.

. Por fim, purgar o sistema com a solu¢do de limpeza do vial | ou vial Il, a

depender do seu diluente, por duas vezes, com a valvula na posigao
“‘infusion”

. Ao final das limpezas, colocar o equipamento em stanby e na aba “ES+”,

esperar a “source temperature” chegar a 60 °C. S6 entao desligar APl e Col.

PREPARO DE AMOSTRAS

E IMPRESCINDIVEL para um bom funcionamento do equipamento que as
amostras sejam preparadas de forma correta. Este equipamento é bastante sensivel,
as quantidades especificadas a seguir sdo suficientes.

O preparo de amostras deve ser feito com solvente grau HPLC, sendo
preferivel acetonitrila ou metanol, caso sua amostra ndao seja soluvel em
nenhum desses dois solventes, sera necessario preparar uma solugao
diluente/acido férmico com o solvente correspondente.

1.
2.
3.

4.

Preparar uma solugédo 1 mg/1 mL (Solugéo A)

Pipetar 100 pL da solugao A e adicionar 900 uL de diluente (Solugéo B)
Pipetar 10 uL da solugdao B e diluir em 1 mL da solucao diluente/acido
férmico

- solucéo |: acetonitrila/acido férmico

- solucgao II: metanol/acido férmico

- escolher a que possui o diluente em que vocé solubilizou a sua amostra
FILTRAR a solugao para o vial utilizando filtro 0.22 ym

Obs: trazer consigo um vial extra contendo apenas o diluente para as injegbes de

limpeza.



SOBRE AS SOLUGOES DE DILUENTE/ACIDO FORMICO

As solugdes de limpeza ja preparadas sdo misturas de acetonitrila e acido
féormico (1) ou metanol e acido formico (ll), sendo assim, o vial | esta abastecido
com a solucdo A e o vial Il com a solugéo B. Ao final da utilizagdo do equipamento,
vocé devera purgar a solucao de limpeza que corresponde ao diluente utilizado na
sua amostra.

Exemplo: dilui minha amostra em ACETONITRILA — utilizo o vial |



