Fonte de
alta voltagem

* Melhor opgéo para andlise de farmacos

* Mais compativel com baixas vazées
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4cidos formam a espécie [M-H]- (ionizagdo no modo
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liquida, onde analitos com caracteristicas basicas formam a
espécie [M+H]* (ionizagdo no modo positivo) e analitos




moléculas do analito e as tornam ionizadas.

Aduto (modo +) Aduto (modo-)

[M+Nal* M+23  [M+HCOO] M+45
[M+K]* M+39  [M+OACl M+59
[M+NH,]* M+18  [M+TFA] M+113
[M+CH;0H+H]* M+33  [M+CIF M+35
[M+CH;CN+H]* M+42

» ReacOes em fase gasosa: analitos com grupos
acidos ou béasicos néo ionizados em fase liquida
adquirem carga através de reac6es com
moléculas do solvente em fase gasosa.
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Ref.: Needham, S.R.; Brown, P.R.; Duff, K.; Bell, D. J. Chromatogr. A 869 (2000)
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Em APCI
influéncia da quimica em solucéo.

m) AescolhadaF.M. deve basear-se na afinidade do
analito pelo préton (modo +), que deve ser maior do
que aquelas dos solventes utilizados.

[E (eV) P (i)fmol)
Nitrogen 15581 4938

1z 4210
Carbon dioxide BI77 5405
Water 126 6910
[Methanal 1084 7543 |

048 T
[Acetonitrile 122 7192
Ammonia 007 B0
a-Hexane 0.13 -
Chioroform n -
2-Propanal w0 793
Isooctane 939 -
Benzene 9243 7504
Toluene 883 TB40
Acetone 2703 8120
Anisole 220 8396

|E: energia de ionizac&o; PA: afinidade pelo préton
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Efeito do uso do MeOH
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Total ion current (TIC) obtained from APCI LG/MS analysis of a mixture
‘containing 11 steroids. The gradient systems used were methanol/ 1% acetic acid o "
(3) in water and acetonitrile/1% acetic acid in water (b). The 11 standards used Ref.: Kostiainen, R.; Kauppila,T. J.

e A commpuriae: . DHEA . epbiskmuroas . S-OHT . progetr J. Chromatogr. A. 1216 (2009) 685-
allopregnanclons (reproduced with permission from ref [133]). 699.
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PPI)

Saida HPLC
. + Pode ser R -
Gés de - :“Sel;:":)dw » lonizagdo com auxilio de um “dopante”
nebulizagdo ™~ pray usado um
P Vaporizador (aquecedor) dOpante
M+hv— M** + e direta (1)
Ex. Tolueno M+ + 5 — MH*+[S—HJ (2)
N B opant)+hv— D' * + e 3)
Lampada Gas de secagem D+ + M — M* 1 D, iflE(M) < IE(D) (4)
\ Lm / D** + S(solvent molecule) — [D-HJ* + SH*, ifPA(S) > PA([D—H]*) (5)
SH* + M — MH*+S, ifPA(M) > PA(S) (6)
ﬁ S+hv— S** 4+ e dopante 7)
AN M: analito de interesse;
. D (dopante): acetona ou tolueno;
Capilar IE: energia de ionizacao;
PA: afinidade pelo préton.
Agilent i ilent. 2001.
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Andlise de benzo[a]pireno;100 picomoles; modo positivo; injecdo em fluxo.

Agilent i i 2001.
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| Sandra, P. et al., LC-GC Europe, 2001.
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Supressdo do sinal do analito
— Matriz (macromoléculas)

— Interferentes (farmacos; enddgenos)
* Contaminacgdo do equipamento

* Perda de exatiddo e precisdo

* Resultados sem confiant;a
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m) Efeito de matriz consiste (comumente) na
diminuicéo do sinal de um determinado analito, na
presenca de compostos interferentes da matriz na
qual a substancia esta sendo analisada.

w) O efeito de matriz é avaliado comparando-se a
resposta do analito em solvente puro, com a
resposta do analito no extrato da matriz em estudo.

m) O efeito de matriz se manifesta em LC-MS,
geralmente, durante o processo de ionizagdo. A
técnica de ESI é a mais propensa a apresentar esse
efeito (quimica em solugéo).

Efeitos d
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Ref.: Taylor, P.J. Clinical Biochem. 38:4 (2005)
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Manisfestagao
do efeito de
matriz
Ref.: Nelson, M.D.; Dolan, J.W. LC GC Eur. 2 (2002)

Efeito de

Clofibric acid Betaxolol
1.47 17.60
1007 Y 5% - tap water 100 Y 1.2 % - tap water
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m) Primeira estratégia: eliminar ao maximo os
constituintes da matriz responsaveis pelo efeito.

=) Segunda estratéqgia: reduzir ou eliminar a
influéncia dos efeitos de matriz na exatiddo e/ou
precisédo do método.




Remocéao

m) Substituir a técnica de HPLC por UHPLC
HPLC ¥
i
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20 020 040 060 08 1.00 120 140 1.60 1.80 200 220 240 260 280 300 320
Minutes.

Separagéo de compostos fenélicos: UHPLC — menor tempo total de andlise e
picos mais estreitos (diminui a possibilidade de efeito de matriz)
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Ref.: Marchi, I.; Rudaz, S.; Selman, M.; Veuthey, J.L. J. Chromatogr.B 845 (2007)
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