ACTUALIZACION DE LAS
LIBRERIAS DE TIEMPOS
DE RETENCION DE PESTICIDAS PARA

EL SISTEMA GC AGILENT INTUVO 9000 '

Como actualizar las librerias de tiempos
de retencion en Intuvo

Introduccion

A'la hora de aplicar los métodos a un nuevo sistema de cromatografia de gases (GC),
se recomienda verificar los tiempos de retencion de los analitos criticos antes de
comenzar con la produccion en el flujo de trabajo habitual. Con frecuencia, debido

a las diferencias en la configuracion del sistema o en la variabilidad de la columna,
los tiempos de retencion entre dos sistemas GC similares pueden variar. Se puede
emplear la congelacion de tiempos de retencion (RTL) para garantizar tiempos de
retencion reproducibles en distintos sistemas.

Si se utiliza una base de datos de tiempos de retencion, en este caso el analisis de pesticidas
con tiempos de retencion de la base de datos de MRM de pesticidas y contaminantes
medioambientales, pueden adoptarse otros pasos adicionales para garantizar que los
tiempos de retencion coinciden con la base de datos existente o bien se debe actualizar el
método analitico para que refleje los tiempos de retencion del nuevo sistema.

Esta nota técnica proporciona instrucciones sobre como realizar la congelacion de
tiempos de retencion en un método de monitorizacion de reacciones multiple (MRM)
para andlisis de pesticidas en un sistema GC Agilent Intuvo 9000 y como actualizar
posteriormente los tiempos de retencion para aprovechar la base de datos de MRM
de pesticidas y contaminantes medioambientales.

El flujo de trabajo general para las fuentes de iones extractora o inerte consta de los
pasos siguientes:

1. Generar un cromatograma de congelacién de tiempos de retencion.

2. Adquirir datos con el método dMRM y con ventanas de delta de TR izquierdo/
derecho ampliadas.

3. Actualizar los tiempos de retencion mediante el Analisis cuantitativo.
4. Importar los nuevos tiempos de retencién en el método dMRM.

5. Validar el método.

Para obtener mas informacion, visite:
www.agilent.com

e Agllent Technologies



Congelacion de tiempos de
retencion

A la hora de configurar un nuevo
sistema para duplicar un analisis de
pesticidas, utilice la congelacion de
tiempos de retencién para asegurar

la correspondencia de tiempos de
retencion entre los dos sistemas. Al
adquirir la calibracién de RTL, el sistema
recopila cinco ficheros de datos con
flujos o presiones variables (Figura 1).

Antes de recopilar los datos de calibracién
de RTL se introdujo la masa o las masas
para el compuesto de RTL y el nimero de
vial del patrén que contiene el compuesto
de congelacion. Para el andlisis de
pesticidas, se utiliza con frecuencia el
clorpirifos metil como compuesto de
congelacion. Las masas analizadas para
la congelacion con clorpirifos metil se
eligieron dentro del espectro de masas,
normalmente se congela a 9,143 para un
método de 20 minutos. Para un anélisis
de pesticidas tipico de 20 minutos, este
procedimiento requiere aproximadamente
3 horas. Esto incluye el andlisis inicial de
limpieza para garantizar que no quedan
analitos arrastrados de analisis anteriores
que pudieran interferir con las masas del
compuesto de RTL.

Una vez recopilados los datos de
calibracion de RTL, se introdujeron los
tiempos de retencion del compuesto de
congelacion y se ajustaron los flujos (a
partir de los datos de calibracion) para
obtener el tiempo de retencion deseado
(Figura 2).

Adquisicion de datos de dMRM

Después de la congelacion de tiempos
de retencién en el nuevo sistema, se
verificaron los tiempos de retencion

de los compuestos criticos en todo el
cromatograma para asegurarse de que
las ventanas de MRM continuaban
siendo exactas. El método MRM se
convirtio a un método dMRM (Figura 3).
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Figura 1. Se puede acceder con facilidad al comando Acquire RTL Calibration Data (Obtener datos de
calibracion de congelacion de tiempos de retencion) desde la lista Method (Método). De este modo se recopilan
nuevos datos de calibracion de RTL. Una vez finalizada la calibracion inicial, se puede utilizar Relock Method
(Volver a bloquear método).
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Figura 2. Se introduce el tiempo de retencion deseado del compuesto de bloqueo y el sistema ajusta el flujo
para conseguir el tiempo de retencion seleccionado.
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Figura 3. Se convirtio con facilidad un método MRM basado en segmentos de tiempo en un método dMIRM con
la ayuda del software Agilent MassHunter Acquisition.



Mediante el uso de las MRM existentes,
el nuevo método dMRM conservo

las transiciones. El software calculd

los tiempos de retencion de analitos
promediando los tiempos de inicio y

fin de cada segmento especificados
anteriormente (Figura 4).

En el método dMRM, las ventanas de
delta izquierda y derecha se ampliaron
globalmente hasta 2 minutos utilizando
la funcion Overwrite RT Delta
(Sobrescribir delta de TR) (Figura 5).

Dependiendo del niumero de compuestos
y transiciones en el método dMRM,
podria superarse el nimero maximo de
MRM simultaneas (200) (Figura 6).
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Figura 4. Se emplearon las transiciones MRM desde el método actual al convertir el método en un método dMRM.
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Figura 5. Al sobrescribir globalmente el delta de tiempo de retencion izquierdo y derecho, se ensanchan las
ventanas de transicion MRM para asegurar que se detectan todos los analitos, aunque el tiempo de retencion se
haya modificado ligeramente.
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Figura 6. Un método dMRM con un elevado nimero de analitos y transiciones superd el nimero de MRM

simultaneas con el delta de tiempo de retencion izquierdo y derecho configurado en 2 minutos.



Las ventanas de delta de TR izquierdo y
derecho se estrecharon hasta 1 minuto

0 0,5 minutos para reducir el nimero

de MRM simultaneas, al tiempo que se
conservaba una ventana suficientemente
ancha como para identificar los analitos
diana. Los tiempos de retencion actuales
se guardaron en formato de fichero CSV
(Figura 7).

Actualizacion de los tiempos de
retencion

Se analizo un patrén con las ventanas
mas anchas utilizando el Agilent
MassHunter Quantitative Analysis; los
tiempos de retencién se actualizaron

en un método de andlisis cuantitativo
existente. Con el lote que contiene el
nuevo patron abierto y seleccionado,

se cargd un método cuantitativo
anteriormente guardado. En la vista

del editor de métodos, se selecciond
Update Retention Times (Actualizar
tiempos de retencion) en el menu Update
(Actualizar) (Figura 8). Se uso Select All
(Seleccionar todo) para actualizar todos
los tiempos de retencién en el método
existente, punto en el cual el método se
guardo, valido y aplicé al lote (Figura 9).

Figura 7. La tabla de compuestos dMRM se exportd haciendo clic en el icono Save (Guardar) y guardando la
tabla localmente en formato de archivo CSV.
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Figura 8. Se accedio a Update Retention Times (Actualizar tiempos de retencion) en la vista Method Editor
(Editor de métodos) desde el ment Update (Actualizar) en Agilent Mass Hunter Quantitative Analysis.

Figura 9. Se actualizé cada analito del método dado en un solo paso a partir del analisis de un patron.



Importacion de los nuevos
tiempos de retencion en el
meétodo dMRM

Con tiempos de retencién actualizados
en el método cuantitativo, la tabla de
compuestos se exportd desde el lote a
un fichero CSV (Figura 10).

Los tiempos de retencion actualizados
del anélisis de patrones y el nuevo
método cuantitativo se actualizaron en
el fichero CSV anteriormente exportado
y guardado desde el método dMRM y
este se guardd con un nuevo nombre
(Figura 11). Los datos esenciales

del fichero CSV son la columna de
compuesto y la columna de TR.

Los tiempos de retencion en el método
dMRM se actualizaron desde el nuevo
fichero CSV (Figura 12), en el Editor de
métodos de MassHunter Acquisition.
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Figura 11. El fichero CSV exportado a partir del método dMIRM contenia el nombre del compuesto en una
columnay el tiempo de retencion en la otra. En este ejemplo, cada transicion MRM esta asociada al tiempo de
retencion del compuesto respectivo.
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Figura 12. El archivo CSV guardado que contenia los tiempos de retencion actualizados se selecciond como
archivo para usarlo en Update RT (Actualizar TR).



Antes de comenzar la actualizacion,
se selecciono el fichero CSV mediante
la funcion Update RT (Actualizar TR).
Después de actualizar los tiempos

de retencion, se mostro la lista de
compuestos con los tiempos de
retencion modificados (Figura 13). Los
tiempos de retencién anteriores del
método se muestran entre paréntesis.

De forma alternativa, se pueden
actualizar los tiempos de retencion
desde un informe cuantitativo siguiendo
un procedimiento similar. Se generé un
informe desde el Andlisis cuantitativo
(Figura 14), que se uso para actualizar
los tiempos de retencion en el editor de
métodos de adquisicion.

|

E

i

[ = )
T—
— Ui BT S Mutariumter Dmta Fin o et P Lstane. AT e € pmpcusnd Daansane o COV Pl
Tt R
eyl — —
=
it = :
[y | et S
- i N ——. i
B BT o T, Mo

Figura 13. Después de actualizar los tiempos de retencion, se mostro la lista de compuestos con los cambios realizados.
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Figura 14. Al generar un informe en el Andlisis cuantitativo, se proporcion6 un método
alternativo para actualizar los tiempos de retencion en el método de adquisicion.



Si se prefiere un método MRM basado

en segmentos de tiempo para el método
final actualizado, se puede crear un fichero
de transiciones a partir del método de
cuantificacion actualizado (Figura 15).
Especificando un esquema Time Segment
(Segmento de tiempo) (Figura 16) se
puede importar el fichero resultante en la
tabla de compuestos (Figura 17).

Validar el método

Después de aplicar los cambios al
método, se verificd el patron antes de
continuar con la calibracién y el anélisis
de muestras.

Conclusiones

Se ha mostrado un procedimiento paso
a paso para la congelacion de tiempos
de retencion y el modo de actualizar
los tiempos de retencion en un método
de libreria o base de datos. El proceso
fue relativamente sencillo y directo. Se
requirio un analisis adicional ademas
de la calibracion de la congelacion de
tiempos de retencion. Para que este
proceso sea Optimo, es necesario un
patron o una muestra que contenga
analitos diana conocidos.

Estos resultados podrian variar en funcion
de las fuentes de iones instaladas en el
espectrometro de masas. Si el método

se optimiza para mejorar su sensibilidad,
es posible que los flujos, probablemente
mas altos, obtenidos por este
procedimiento provoquen un rendimiento
que no sea el optimo.
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Figura 15. Fichero CSV o XML con los tiempos de retencion actualizados y las transiciones MRM existentes en
el nuevo método cuantitativo.

MH Quant - Acquition Method from Quant
I.f"_" | Do you want to specify a ‘Time Segments' schema for the Acquisition
W Method?
[ Yes ] I No ] I Cancel ]

Figura 16. Al seleccionar Yes (Si) en specify a ‘Time Segments’ schema (especificar
un esquema de 'Segmentos de tiempo'), se puede importar el fichero CSV en la tabla de
compuestos de un método MRM basado en segmentos de tiempo.
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Figura 17. El fichero CSV con los tiempos de retencion actualizados desde el Analisis cuantitativo se puede
importar en el método de adquisicion con MRM basados en segmentos de tiempo.



www.agilent.com

La informacion, las descripciones y las
especificaciones de este documento estan
sujetas a cambios sin previo aviso.

© Agilent Technologies, Inc., 2017
Publicado en EE.UU., 29 de septiembre de 2017
5991-8446ES

Agilent Technologies




