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DESCRIPCION

Sistemas, métodos y medio legible por ordenador para determinar la composicién de constituyentes quimicos en una
mezcla compleja

Campo técnico

El tema descrito aqui se refiere a sistemas y métodos para determinar la composicién de constituyentes quimicos en
una mezcla compleja.

Antecedentes

La capacidad de determinar la composicion de constituyentes quimicos en una mezcla compleja tiene una amplia
gama de aplicaciones de gran utilidad, que incluyen responder preguntas planteadas por el analisis quimico
tradicional, tales como ";De qué esta hecha esta sustancia?", y permitir un analisis mas sofisticado de procesos
biolégicos, tales como ";En qué se diferencia una célula sana de una célula enferma?”’, ";Como afecta este
medicamento al proceso celular?", "; Coémo se puede optimizar el crecimiento de las células en cultivo?" y "; Cual es
el factor limitante de este bioproceso? ".

Las técnicas usadas tradicionalmente en el analisis de mezclas complejas incluyen cromatografia y espectrometria
de masas. La cromatografia es una técnica mediante la que una mezcla compleja se separa en partes. La
espectrometria de masas es una técnica en la que se ioniza una muestra que contiene muchos constituyentes
quimicos diferentes, y los constituyentes quimicos ionizados se someten a un campo electromagnético, que separa
los constituyentes quimicos segun sus relaciones de masa a carga (m/z). Aunque tanto la cromatografia como la
espectrometria de masas separan una mezcla compleja en partes constituyentes, ninguna técnica proporciona una
identificacién directa de los constituyentes quimicos; la identidad de un constituyente quimico se debe determinar
basada en un analisis de las caracteristicas medidas del constituyente quimico.

Como se usa aqui, el término "separacién” se refiere al procedimiento de separar una mezcla compleja en sus
moléculas componentes 0 metabolitos. Las técnicas de separacion de laboratorio comunes incluyen electroforesis y
cromatografia.

Como se usa aqui, el término "cromatografia" se refiere a un método fisico de separacién en el que los componentes
(es decir, los constituyentes quimicos) que se van a separar se distribuyen entre dos fases, una de las cuales es
estacionaria (fase estacionaria) mientras que la otra (la fase movil) se mueve en una direccion definida. Los datos de
salida cromatografica se pueden usar para la manipulacién mediante realizaciones del tema descrito aqui.

Como se usa aqui, la expresién "tiempo de retencién" se refiere al tiempo transcurrido en un proceso de
cromatografia desde la introduccién de la muestra en el dispositivo de separacién. El tiempo de retencion de un
constituyente de una muestra se refiere al tiempo transcurrido en un procedimiento de cromatografia entre el
momento de la inyeccién de la muestra en el dispositivo de separacién y el momento en que el constituyente de la
muestra se eluye (por ejemplo, sale de) la porcién del dispositivo de separacién que contiene la fase estacionaria.

Como se usa aqui, la expresion "indice de retencion" de un componente de la muestra se refiere a un ndmero,
obtenido por interpolacion (usualmente logaritmica), que relaciona el tiempo de retencion o el factor de retencién del
componente de la muestra con los tiempos de retencién de los estandares eluidos antes y después del pico del
componente de la muestra, un mecanismo que usa las caracteristicas de separacién de estandares conocidos para
eliminar el error sistematico.

Como se usa aqui, la expresion "indice de separacion" se refiere a una métrica asociada con constituyentes
quimicos separados por una técnica de separacion. Para las técnicas de separacién cromatografica, el indice de
separacion puede ser el tiempo de retencidon o el indice de retencion. Para las técnicas de separacion no
cromatograficas, el indice de separacion puede ser la distancia fisica recorrida por el constituyente quimico.

Como se usa aqui, las expresiones "informaciéon de separacion" y "datos de separacion" se refieren a datos que
indican la presencia o ausencia de constituyentes quimicos con respecto al indice de separacion. Por ejemplo, los
datos de separacion pueden indicar la presencia de un constituyente quimico que tiene una masa particular que se
eluye en un momento particular. Los datos de separacién pueden indicar que la cantidad de constituyente quimico
que se eluye con el tiempo aumenta, alcanza su punto maximo y luego disminuye. Un grafico de la presencia del
constituyente quimico trazado frente al indice de separacién (por ejemplo, el tiempo) puede mostrar un pico grafico.
De este modo, dentro del contexto de los datos de separacion, las expresiones "informacién de pico" y "datos de
pico" son sinonimos de los términos "informacion de separacion” y "datos de separacion”.

Como se usa aqui, la expresion "espectrometria de masas" (MS, por sus siglas en inglés) se refiere a una técnica
para medir y analizar moléculas que implica ionizar o ionizar y fragmentar una molécula objetivo, a continuacién
analizar los iones, basado en sus relaciones masa/carga, para producir un espectro de masas que sirve como
"huella molecular". La determinacion de la relacion masa/carga de un objeto se puede realizar mediante la
determinacion de las longitudes de onda a las que ese objeto absorbe la energia electromagnética. Hay varios
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métodos de uso comun para determinar la relacién masa/carga de un ion, algunos que miden la interaccién de la
trayectoria del ion con ondas electromagnéticas, otros que miden el tiempo que tarda un ion en viajar una distancia
determinada, o una combinacién de ambos. Los datos de estas medidas de masa de fragmentos se pueden buscar
en bases de datos para obtener identificaciones de moléculas diana. La espectrometria de masas también es muy
usada en otras areas de la quimica, como la petroquimica o el control de calidad farmacéutica, entre muchas otras.

Como se usa aqui, la expresion "analizador de masas" se refiere a un dispositivo en un espectrometro de masas que
separa una mezcla de iones por sus relaciones masa/carga.

Como se usa aqui, el término "fuente" se refiere a un dispositivo en un espectrometro de masas que ioniza una
muestra a analizar.

Como se usa aqui, el término "detector" se refiere a un dispositivo en un espectrémetro de masas que detecta iones.

Como se usa aqui, el término "ion" se refiere a cualquier objeto que contenga una carga, que se puede formar, por
ejemplo, afiadiendo electrones o retirando electrones del objeto.

Como se usa aqui, la expresion "espectro de masas" se refiere a un grafico de datos producido por un
espectrometro de masas, que normalmente contiene valores m/z en el eje x y valores de intensidad en el eje y.

Como se usa aqui, el término "m/z" se refiere a la cantidad adimensional formada al dividir el nimero de masa de un
ion entre su nimero de carga. Durante mucho tiempo se le ha llamado la relacién "masa/carga”.

Como se usa aqui, el término "barrido" se refiere a un espectro de masas que esta asociado con un indice de
separacion particular. Por ejemplo, los sistemas que usan una técnica de separacién cromatografica pueden generar
barridos multiples, cada barrido a un tiempo de retencion diferente.

Como se usa aqui, el término "muestra" se usa en su sentido mas amplio y puede incluir una muestra o cultivo, de
origen natural o sintético.

Como se usa aqui, la expresidon "muestra bioldégica" se refiere a plantas, hongos o animales, incluidos seres
humanos, liquidos, soélidos (por ejemplo, heces) o tejidos, asi como cultivos celulares y medios de cultivo y
fermentacion, alimentos y piensos liquidos y sélidos e ingredientes tales como productos lacteos, cereales, verduras,
carne y subproductos carnicos y residuos. Se pueden obtener muestras biologicas de todas las diversas familias de
animales domésticos, asi como de animales salvajes o asilvestrados, que incluyen, pero no estan limitados a,
animales tales como ungulados, 0sos, peces, lagomorfos, roedores, etc. Una muestra biolégica puede contener
cualquier material biolégico, y puede comprender material celular y/o no celular de un sujeto. La muestra se puede
aislar de cualquier tejido o fluido biolégico apropiado tal como, por ejemplo, tejido prostatico, sangre, plasma
sanguineo, orina o fluido cefalorraquideo (LCR).

Como se usa aqui la expresion "muestra medioambiental” se refiere a material medioambiental tal como materia
superficial, suelo, agua y muestras industriales, asi como muestras obtenidas de instrumentos, aparatos, equipos,
utensilios, articulos desechables y no desechables de procesado de alimentos y productos lacteos. No se debe
interpretar que estos ejemplos limitan los tipos de muestras aplicables al tema descrito aqui.

Existen sistemas que acoplan la salida de un cromatégrafo de liquidos o de gases a la entrada de un espectrémetro
de masas, de manera que el cromatégrafo separa la muestra en componentes quimicos, que se alimentan a la
fuente de iones del espectrometro de masas. Los sistemas convencionales analizan el espectro de masas resultante
realizando un analisis del mejor ajuste del espectro de masas registrado frente a las librerias de datos de espectros
de masas. Sin embargo, este enfoque adolece de varias deficiencias.

En primer lugar, la comparacién de librerias de compuestos usualmente no considera los datos de separacion, tales
como el tiempo de retencién o el indice de retencién. Como resultado, el sistema normalmente debe intentar
identificar un compuesto observado en el espectro de masas comparandolo con todos los compuestos de la libreria,
independientemente de la posibilidad de que la entidad quimica de la libreria tenga o no las mismas caracteristicas
de separacién que el compuesto que se esta analizando. En algunos casos, dos constituyentes quimicos diferentes
tienen la misma masa y, de este modo, no se pueden distinguir sin datos cromatograficos. El problema se agrava
aun mas cuando la técnica de separacién usada no separa adecuadamente los dos constituyentes quimicos que
tienen la misma masa. En esta situacién, incluso si el sistema considerara los datos de separacion, los dos
componentes aparecerian juntos como un solo pico en lugar de dos picos, y de nuevo serian indistinguibles entre si.

En segundo lugar, las librerias de datos de espectros de masas pueden ser sintéticas. Como se usa aqui, el término
"libreria sintética" se refiere a una libreria que se generd en otro sistema o se genero in silico, es decir, basada en
resultados hipotéticos o calculados, en lugar de que en resultados empiricos. Debido a que las librerias sintéticas no
reflejan las caracteristicas particulares del método y el instrumento que se usa para realizar el andlisis, las librerias
sintéticas pueden introducir errores.

En tercer lugar, los sistemas convencionales que tienen alta precision, tales como los espectrometros de masas de
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alta precision, comunmente denominados sistemas de "masa precisa’, son caros y muchos tienen un ciclo de trabajo
mas bajo que sus contrapartes estandar. De este modo, en los sistemas convencionales, puede haber un
compromiso entre precisién y rendimiento. Ademas, la masa precisa por si sola es insuficiente para una
identificacién de alta confianza de un constituyente quimico. Por ejemplo, los aminoacidos leucina e isoleucina
tienen idéntica masa, porque tienen la misma combinacion de atomos, pero dispuestos en localizaciones
ligeramente diferentes en la molécula respectiva. La masa exacta por si sola no puede diferenciar entre ellos. La
masa exacta no es un requisito previo ni una garantia de identificacién precisa de constituyentes quimicos.

En cuarto lugar, algunos sistemas convencionales realizan andlisis "especifico”, lo que quiere decir que estan
configurados para buscar e identificar componentes quimicos especificos. Tales sistemas no pueden realizar analisis
"no especificos", que intenta detectar e identificar todos los constituyentes quimicos de una muestra, incluidas
entidades hasta ahora desconocidas. El analisis no especifico es un enfoque que tiene enormes beneficios y
aplicaciones potenciales. Por ejemplo, el andlisis metabolémico, que analiza los metabolitos o subproductos de los
procesos celulares, es Util para monitorizar de manera no especifica (es decir, globalmente), cambios en los perfiles
metabdlicos relacionados con la edad, el género u otros factores (por ejemplo, estado de salud o enfermedad), y se
puede extender para detectar metabolitos dietéticos, asi como farmacos, medicaciones y otros xenobiodticos
(sustancias quimicas que se encuentran en un organismo pero que normalmente no se producen o no se espera
que estén presentes en el organismo) que estan presentes en la matriz de muestra. La capacidad para determinar la
composicién de constituyentes quimicos en una mezcla compleja de una manera no especifica puede ser Util en
varios contextos diferentes. Uno de tales contextos es el bioprocesado, que es el crecimiento de células para
producir farmacos, enzimas, productos quimicos, aditivos y otros productos utiles. Otros contextos incluyen el
andlisis de muestras biologicas y medioambientales.

Por consiguiente, existe una necesidad de proporcionar sistemas y métodos para determinar con mayor precision,
de una manera no especifica, la composicion de los constituyentes quimicos en una mezcla compleja.

Sumario

Se proporciona un método para la determinacion no especifica de la composicién de constituyentes quimicos en una
mezcla compleja segun la reivindicacién 1. El método incluye generar, usando cromatografia liquida y un
espectrometro de masas, datos de separacidon y espectrometria de masas de una muestra, en el que los datos de
separacion incluyen informacion de picos y en el que los datos de espectrometria de masas incluyen datos de
espectrometria de masas primaria y secundaria. Los resultados del analisis, incluidos los datos generados de
separacion y espectrometria de masas, se recogen y almacenan. Un constituyente quimico de la muestra se
determina comparando los resultados del analisis con una libreria de informacion que indica las caracteristicas de
las entidades quimicas, incluyendo las caracteristicas de separacion y datos de espectrometria de masas. La
comparacién se basa en los datos de separacion y espectrometria de masas. La libreria de informacién incluye
datos generados por la técnica de separacion y el espectrometro de masas, y también incluye datos de separacién y
espectrometria de masas para entidades quimicas identificadas y no identificadas. Se muestra una indicacion del
componente quimico de la muestra en una interfaz grafica de usuario.

Como se usa aqui, la expresion "entidades quimicas identificadas" se refiere a entidades quimicas que han sido
identificadas con un alto grado de confianza, mientras que la expresién "entidades quimicas no identificadas" se
refiere a entidades quimicas que han sido detectadas como constituyentes quimicos en una mezcla compleja, pero
que no han sido identificadas.

Como se usa aqui, el término "reconocimiento" aplicado a entidades quimicas no identificadas se refiere a la
determinacion de que la entidad quimica no identificada es un constituyente en una mezcla compleja basada en una
comparacién de los resultados del analisis con las caracteristicas de la entidad quimica no identificada registradas en la
libreria de informacién. El reconocimiento no es sinénimo de identificacion. Un ejemplo de reconocimiento es la
determinacion de la presencia de un constituyente quimico que tiene un indice de retencion y una relacion masa/carga
particular, cuya presencia se habia detectado previamente y para quien se habia afiadido una entrada a la libreria de
informacién, incluyendo la entrada datos de cromatografia y espectrometria de masas asociados con la entidad.

Como se usa aqui, el término "identificacion”, tal como se aplica a entidades quimicas, se refiere a la determinacion
de alta confianza de la identidad de una entidad quimica. Un ejemplo de identificaciéon es la determinacién de que
una molécula que tiene 7 atomos de carbono, 7 atomos de hidrégeno, un atomo de nitrdgeno y 2 atomos de oxigeno
es acido antranilico en lugar de salicilamida, los cuales tienen la misma férmula quimica C7H7NO-.

Se proporciona un sistema para la determinacién no especifica de la composicién de constituyentes quimicos en una
mezcla compleja segun la reivindicacién 4. El sistema incluye un cromatégrafo liquido para separar los
constituyentes quimicos de una muestra y generar datos de separacion, un espectrometro de masas para realizar
espectrometria de masas en porciones de los constituyentes quimicos separados de la muestra y generar datos de
espectrometria de masas, en el que los datos de separacion incluyen informacion de picos y los datos de
espectrometria de masas incluyen datos de espectrometria de masas primaria y secundaria. El sistema incluye una
libreria de informacién que indica las caracteristicas de las entidades quimicas, incluidas las caracteristicas de
separacién y datos de espectrometria de masas. La libreria de informacién incluye datos generados por la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 843 478 TS

herramienta de separacion y el espectrometro de masas e incluye datos de separaciéon y espectrometria de masas
para entidades quimicas identificadas y no identificadas. El sistema también incluye un médulo de andlisis para
recibir y recoger y almacenar como resultados del analisis los datos de separacién y los datos de espectrometria de
masas. Un constituyente quimico de la muestra se determina comparando los resultados del analisis con la libreria
de informacién, en el que los datos de espectrometria de masas incluyen datos de espectrometria de masas
primaria y secundaria y en el que la comparacion se basa en los datos de separacién y espectrometria de masas. El
sistema incluye una interfaz de usuario, acoplada al médulo de analisis, para mostrar una indicacién del componente
quimico de la muestra.

El tema descrito en el presente documento para la determinacién no especifica de la composicién de los
constituyentes quimicos en una mezcla compleja se puede implementar en hardware, software, firmware o cualquier
combinacion de los mismos. Como tal, los términos "funcién" o "médulo” como se usan aqui se refieren a hardware,
software y/o firmware para implementar la caracteristica que se describe. En una implementacién ejemplar, el tema
descrito aqui se puede implementar usando un producto de programa informatico que comprende instrucciones
ejecutables por ordenador incorporadas en un medio legible por ordenador.

Los medios legibles por ordenador ejemplares apropiados para implementar el tema descrito aqui incluyen
dispositivos de memoria de disco, dispositivos de memoria de chip, dispositivos l6gicos programables y circuitos
integrados especificos de la aplicacién. Ademas, un producto de programa informatico que implemente el tema
descrito aqui puede estar localizado en un solo dispositivo o plataforma informatica o puede estar distribuido en
multiples dispositivos o plataformas informaticas.

Breve descripcion de los dibujos

Las realizaciones preferidas del tema descrito aqui se explicaran ahora con referencia a los dibujos adjuntos, en los
que los numeros de referencia similares representan partes similares, de los cuales:

La figura 1A es un diagrama de bloques que ilustra un sistema ejemplar para determinar la composicion de
constituyentes quimicos en una mezcla compleja segin una realizacién del tema descrito aqui;

La Figura 1B ilustra los resultados del analisis recogidos por un sistema ejemplar segin una realizacién del
tema descrito aqui;

Las Figuras 2A a 2D ilustran estructuras de datos ejemplares para almacenar informacion de resultados de
cromatografia y espectrometria de masas segun una realizacion del tema descrito aqui

Las Figuras 2E y 2F ilustran estructuras de datos ejemplares para almacenar informacion sobre entidades
quimicas segun realizaciones del tema descrito aqui;

La Figura 3 es un diagrama de flujo que ilustra un procedimiento ejemplar para determinar la composicién de
constituyentes quimicos en una mezcla compleja segun una realizacion del tema descrito aqui; y

Las Figuras 4A a 4G son capturas de pantalla de informacién mostrada a un usuario de un sistema segin una
realizacion del tema descrito aqui.

Descripcion detallada

Segun el tema descrito aqui, se proporcionan sistemas, métodos y medios legibles por ordenador para determinar la
composicién de los constituyentes quimicos en una mezcla compleja.

La figura 1A es un diagrama de bloques que ilustra un sistema ejemplar para determinar la composicion de
constituyentes quimicos en una mezcla compleja segin una realizacién del tema descrito aqui. El sistema 100
incluye un componente para realizar una técnica de separacidon para separar una muestra a analizar en
constituyentes quimicos. En una realizacion, el sistema 100 incluye una seccién 102 de cromatégrafo liquido para
realizar la separacién y un espectrometro de masas (MS) 104 para realizar espectrometria de masas en el efluente
(es decir, los componentes quimicos que se eluyen) del cromatégrafo 102. En una realizacion, el cromatégrafo 102
es un cromatoégrafo de liquidos de ultra alta presion (UHPLC). Alternativamente, se podrian usar otros métodos de
separacién quimica que sean adaptables al analisis de moléculas pequefias, es decir, con una masa molecular de
menos de 2000 dalton, que den como resultado un parametro que es caracteristico de una determinada especie
quimica y sean compatibles con cualquier técnica de ionizacién a presién atmosférica o desorcion suave. Otros
métodos de separacién incluyen cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) y cromatografia de liquidos
monolitica.

En la realizacién ilustrada en la Figura 1, el sistema 100 incluye un depésito 106 de fase mévil y una bomba 108
para forzar la fase mévil y una muestra, inyectada en la fase moévil via la entrada 110 de muestra, a través de la
columna 112 a alta presién. Varios componentes quimicos de la muestra se eluiran a través de la columna 112 a
diferentes velocidades y de este modo salen de la columna 112 a diferentes tiempos. El tiempo que tarda un
constituyente quimico de la muestra en atravesar y salir de la columna 112 se denomina tiempo de retencién del
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constituyente quimico.

La salida de la columna 112 se alimenta a un ionizador 114. Para sistemas que usan cromatégrafos de liquidos, el
ionizador 114 también puede convertir el efluente que sale de la columna 112 en un gas ionizado. Por ejemplo, el
ionizador 114 puede ser un dispositivo de ionizacién por electropulverizacion (ESI), un ionizador quimico a presién
atmosférica (APCI) u otra técnica de ionizacién a presién atmosférica o desorcién suave. El gas ionizado pasa a través
de anillos de enfoque 116 y dentro de la seccion de andlisis de masas de MS 104. En la realizacion ilustrada en la
Figura 1, la seccién de analisis de masas de MS 104 es una trampa de iones de cuadrupolo 118 acoplado a un detector
120. Las realizaciones alternativas pueden emplear un espectrometro de masas de tiempo de vuelo, un espectrometro
de masas de cuadrupolo sin trampa de iones y espectrometros de masas con otros tipos de trampas de iones.

Los datos del detector 120 se recogen y almacenan en una base de datos de resultados 122 para almacenar datos
de separacién y espectrometria de masas. Alternativamente, los datos de separacion y espectrometria de masas se
pueden almacenar en tablas u otras estructuras de datos, en memoria 0 en dispositivos de almacenamiento, o
mediante otros medios de almacenamiento de datos conocidos en la técnica. En la realizacién ilustrada en la Figura
1, la base de datos de resultados 122 incluye datos de cromatografia de liquidos y espectrometria de masas
(LC/MS). En realizaciones alternativas, se pueden almacenar otros tipos de datos de separacion en la base de datos
de resultados 112.

El sistema 100 también incluye un médulo 124 de andlisis para determinar la composicion de la muestra basada en
una comparacién de los resultados del analisis con una libreria de informacién que enumera las caracteristicas de
varias entidades quimicas, libreria quimica 126. El sistema 100 incluye una interfaz grafica de usuario (GUI). Un
usuario puede usar la interfaz de usuario Ul 128 para, por ejemplo, dirigir el sistema para realizar las etapas de
separacién y espectrometria de masas, ver los resultados, indicar al sistema que realice etapas adicionales de
separacién o espectrometria de masas, e instruir al sistema para que realice rutinas de comparacion e identificacion
automatizadas para determinar la composicién de la muestra basado en las mejores coincidencias con las entidades
de la libreria quimica 126. El usuario también puede usar la Ul 128 para acceder a la libreria quimica 126, comparar
manualmente las entidades de la libreria con los resultados del analisis, o revisar/confirmar las conclusiones de las
rutinas de identificacion automatizadas.

La Figura 1B ilustra un grafico de los resultados del analisis que se pueden recoger mediante un sistema ejemplar
segun una realizacién del tema descrito aqui. El grafico tridimensional mostrado en la Figura 1B muestra el tiempo
de retencion o el indice de retencién en el eje X, m/z en el eje Y y la intensidad en el eje Z. En una realizacion,
cuando los componentes quimicos salen de la columna 112, el espectrémetro de masas 104 genera una serie de
espectros de masas, o barridos, a diferentes tiempos de retencién. La anchura a lo largo del eje X del barrido del
ejemplo 130 que se muestra en la Figura 1B esta exagerada para la visibilidad. Cada barrido 130 puede mostrar
picos graficos en los ejes de masa, comunmente denominados "iones", aunque es posible que un solo pico grafico
represente multiples entidades quimicas de la misma relacion m/z y que se eluyeron al mismo tiempo (es decir, el
tiempo que se tomo el barrido). En el ejemplo ilustrado en la Figura 1B, el barrido 130 contiene varios picos, incluido
el pico de masa 132, que representa un ion que tiene una relacién m/z de 283.02 y una abundancia relativa del
100%. A la izquierda de un pico inmediatamente adyacente 132 esta otro pico que tiene una relacién m/z de 280.02
y una abundancia relativa de aproximadamente el 75%. Se muestran otros iones que tienen una abundancia relativa
mucho menor (<15%), con relaciones m/z de 200.07, 362.92, 385.01, etc.

La Figura 1C ilustra un ejemplo de datos de barrido. Un barrido puede mostrar picos y valles correspondientes a los
numeros relativos de iones de una relacion m/z particular detectados como se ilustra en el panel A de la Figura 1C.
Los picos de masa ilustrados en el panel A de la Figura 1C también se pueden representar en forma de "barra" como
se ilustra en el panel B de la Figura 1C. La representacién de barra se llama datos de pico de masa centroide y el
tamarnio del archivo de datos se reduce.

Cuando se disponen barridos multiples a lo largo del eje que representa la separacion (por ejemplo, segun el tiempo
para las técnicas de separacion cromatografica, se puede observar que los valores de intensidad de cada ion
aumentan y disminuyen, generando un pico cromatografico a lo largo el eje X, estando cada pico cromatografico
asociado con una relacién m/z particular. Por simplicidad, la expresién "pico cromatografico” se usara para referirse
genéricamente a un pico que representa la presencia o ausencia de uno o mas iones a lo largo del eje que
representa la separacién (por ejemplo, tiempo, distancia, etc.). En la Figura 1B, el grafico 134 de dos dimensiones
muestra datos de cromatografia para la inyeccion, en el que los picos representan la presencia cambiante de iones
de una m/z particular a lo largo del tiempo. En el ejemplo ilustrado en la Figura 1B, el grafico 134 cromatografico
muestra iones que tienen una relacién m/z en el intervalo de 200.00 ~ 200.25, y el pico 136 representa la presencia
de un ion que tiene una relacién m/z de 200.06 y que se eluye desde aproximadamente 3.0 minutos hasta
aproximadamente 3.1 minutos, con un pico maximo a 3.02 minutos.

Los datos de separacion y espectrometria de masas se denominan en lo sucesivo colectivamente "resultados del
analisis". Los resultados del analisis pueden incluir datos de uno o mas analisis de una muestra, datos de diferentes
tipos de analisis en una muestra y datos de analisis de diferentes muestras. Los resultados del analisis almacenados
en la base de datos 122 de resultados incluyen informacién de separacidon y espectrometria de masas. La
informacién de separaciéon puede incluir informacién de picos. Para los sistemas que usan una técnica de
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cromatografia para la separacién, la informacién de separacién puede incluir informacion de retencién, tal como el
tiempo de retencion y/o el indice de retencién de un pico. La informacion de pico puede incluir informacion que
describe el pico, incluyendo: intensidad de un pico; anchura de la base de un pico; tiempo de retencién del inicio y
final de la base de un pico; intensidad del inicio y final de la base de un pico; anchura de un pico a la mitad de la
altura del pico; area de un pico; una simetria de un pico; ruido de un pico; una masa asociada a un pico; una relacién
masa/carga asociada con un pico; una asociacién de un pico a una entidad en un arbol de iones que describe las
relaciones padre-hijo entre iones; y una lista de barridos asociados con un pico.

Los resultados del analisis pueden incluir datos producidos por MS en tandem. Como se usa aqui, la expresién "MS
en tandem" se refiere a una operacién en la que se realiza una primera etapa de MS, llamada la "MS primaria”,
seguido por la ejecucién de una o mas de una etapa de MS subsecuente, genéricamente denominada "MS
secundaria". En la MS primaria, un ion, que representa un (y posiblemente mas de un) constituyente quimico, se
detecta y registra durante la creacion del espectro de masas primario. La sustancia representada por el ion se
somete a una MS secundaria, en la que la sustancia de interés se fragmenta para hacer que la sustancia se rompa
en subcomponentes, que se detectan y registran como un espectro de masas secundario. En una verdadera MS en
tandem, existe una relacién inequivoca entre el ion de interés en la MS primaria y los picos resultantes creados
durante la MS secundaria. El ion de interés en la MS primaria corresponde a un ion "padre" o precursor, mientras
que los iones creados durante la MS secundaria corresponden a subcomponentes del ion padre y se denominan
aqui iones "hijo" o "producto”.

De este modo, la MS en tandem permite la creacion de estructuras de datos que representan la relacion padre-hijo
de los constituyentes quimicos en una mezcla compleja. Esta relacion puede estar representada por una estructura
en forma de arbol que ilustra la relacién de los iones padre e hijo entre si, en la que los iones hijo representan
subcomponentes del ion padre. La MS en tandem se puede repetir en iones hijo para determinar los iones "nieto",
por ejemplo. De este modo, la MS en tdndem no se limita a dos niveles de fragmentacion, sino que se usa
genéricamente para referirse a la MS multinivel, también denominada "MS™. El término "MS/MS" es sinénimo de
"MS2. Por simplicidad, la expresién “ion hijo" en lo sucesivo se refiere a cualquier ion creado por una MS secundaria
o de orden superior (es decir, no la primaria).

Por ejemplo, un espectro de masas primario puede contener cinco iones distintos, que se pueden representar como
cinco picos graficos; cada ion en la MS primaria puede ser un ion padre. Cada ion padre se puede someter a una
MS secundaria que produce un espectro de masas que muestra los iones hijo para ese ion padre en particular. En
una realizacion, se puede establecer un valor umbral de intensidad para la MS primaria, de modo que la deteccién
de un ion que tenga una intensidad mayor que el valor de umbral de intensidad desencadena automaticamente el
funcionamiento de una MS secundaria. En este ejemplo, una sustancia puede experimentar una separacion
mediante la etapa de cromatografia, separandose en los constituyentes quimicos X, Y y Z, cada uno de los cuales
se eluye a un tiempo diferente. EI componente quimico X entra en la fuente del espectrometro de masas y se ioniza
(y posiblemente se fragmenta) en varias especies de iones, por ejemplo, X1, X2 y X3, que se registran como varios
iones en el espectro de masas primario. Uno de los iones en el espectro de masas primario, por ejemplo, X2, puede
estar por encima del valor umbral de intensidad, lo que desencadena la ejecucién de una MS secundaria.

En una realizacion, durante el tiempo que el constituyente X esta experimentando la MS primaria, el constituyente X
se puede continuar eluyendo del cromatégrafo, pero el espectrometro de masas lo ignora. Si, en el momento en que
se activa la MS secundaria, el constituyente X aun se esta eluyendo, la fuente de MS puede aceptar otra muestra, y
la MS secundaria se puede realizar en la segunda muestra de constituyente X. Esta segunda muestra puede ser
ionizada (y posiblemente fragmentada) en X1, X2 y X3 como antes, pero donde X2 es atrapado por una trampa de
iones mientras que X1 y X3 son expulsados de la trampa de iones. X2 se puede fragmentar a continuacién, por
ejemplo, en los subcomponentes X2A y X2B. Si el constituyente X todavia se esta eluyendo del cromatégrafo, se
puede realizar una MS secundaria adicional, por ejemplo, determinar los subcomponentes de X3, o incluso se puede
realizar una MS de orden superior. Por ejemplo, se puede realizar una MS terciaria en X2A para determinar sus
partes componentes, X2Ai, X2Aii, etc.

Este ejemplo ilustra el punto de que al usar MS en tandem, el ion padre, X2, esta relacionado de manera inequivoca
con sus iones hijo, X2A y X2B, y esa relacion incluye informacion sobre las relaciones masa/carga relativas de los
iones padre e hijo.

La comprensioén inequivoca tanto de la relacion masa/carga como las intensidades relativas de los iones hijo y el ion
padre permite una técnica poderosa denominada aqui "contabilidad de iones" en la que se examinan todos los iones
generados en un analisis y se realiza un intento para asignar todos ellos a una entidad quimica. Cualquier ion que no
se pueda asignar a una entidad quimica puede ser un constituyente quimico nuevo en la mezcla; en este caso, se
puede realizar una nueva entrada de libreria para estos iones, segin corresponda. De este modo, se pueden
detectar constituyentes quimicos desconocidos hasta ahora, y se puede almacenar informaciéon que describe sus
atributos para que la presencia del constituyente quimico desconocido se pueda detectar subsecuentemente, es
decir, reconocer, incluso aunque se desconozca la identidad del constituyente. De esta manera, los constituyentes
quimicos nuevos o desconocidos se pueden detectar, reconocer subsecuentemente e identificar finalmente.

La relacién padre/hijo también se puede extender para describir la relacion entre componentes separados (por
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ejemplo, componentes que se eluyen de la etapa de cromatografia) e iones detectados en la MS primaria, e incluso
a la relacién entre la muestra a analizar y los componentes separados.

Ademas, los resultados del andlisis en la base de datos 122 de resultados pueden incluir informacion que describa la
naturaleza general de los resultados del andlisis u otros metadatos. Los ejemplos incluyen: el nimero de barridos
primarios realizados durante un analisis; el nimero de barridos secundarios realizados durante un andlisis; el
porcentaje de barridos secundarios realmente realizados frente a barridos secundarios que se podrian haber
realizado; el nimero de barridos secundarios realizados que estaban dentro del pico de una entidad quimica
identificada; el porcentaje de barridos secundarios realizados que estaban con el pico de una entidad quimica
identificada; el nimero de picos registrados durante un andlisis; el nimero de picos para los que se ha realizado un
barrido secundario; el porcentaje de picos para los que se ha realizado un barrido secundario; el nimero de picos
que tienen mas de un barrido secundario asociado; el porcentaje de picos que tienen mas de un barrido secundario
asociado; el area del pico mas grande para el que no se realiz6 un barrido secundario; y el area del pico mas
pequefio para el que se realizé un barrido secundario.

El médulo 124 de analisis determina los constituyentes quimicos de la muestra basado en una comparacion de una
0 mas caracteristicas de la muestra con la informacién sobre las entidades quimicas almacenadas en la libreria
quimica 126. En una realizacién, la comparacién se basa tanto en la informacién de retencién como en la
informacién de los picos. La informacion almacenada en la libreria quimica 126 puede incluir tiempo de retencion,
indice de retenciébn, masas observadas en barridos primarios, incluidos aductos, relaciones isotépicas,
fragmentacion en origen e intensidades relativas de los anteriores. Las entradas de la libreria se pueden organizar
en una estructura de arbol con datos de fragmentos, subfragmentos y sub-subfragmentos, por ejemplo, datos de
iones padre-hijo generados por MS™, rastreables a cualquier ion, y en los que los iones se pueden identificar como
constituyentes quimicos de moléculas, incluidos aductos o is6topos. Las entradas de la libreria también pueden
incluir informacién estructural, propiedades fisicas, lista de patrones fisicos, enlaces a bases de datos de productos
quimicos publicos, enlaces a varias entradas de librerias y enlaces a datos reales de instrumentos sobre productos
quimicos patrén. La expresion "entrada de libreria autenticada" se refiere a una entrada de libreria que contiene
informacién sobre una entidad quimica de identidad indiscutible que se ha analizado usando el instrumento real.

En una realizacién, la libreria quimica 126 se puede usar para almacenar informacién sobre un constituyente
quimico desconocido o no identificado dentro de una muestra. La informacién sobre el ion desconocido, tal como su
tiempo de retencién, relacién masa/carga y otra informacion, se puede almacenar para su subsecuente comparacion
durante el analisis de otra muestra. De esta manera, los iones hasta ahora desconocidos se pueden detectar e
identificar subsecuentemente durante una serie de analisis. A diferencia de los ensayos quimicos convencionales,
que analizan una muestra frente a un ndmero finito de constituyentes quimicos conocidos, el tema descrito aqui se
puede usar para detectar y finalmente identificar todos y cada uno de los constituyentes quimicos, incluso entidades
quimicas previamente desconocidas, de una mezcla compleja.

El médulo 124 de anadlisis esta configurado para determinar la composicién de la muestra basandose en una
comparacién de uno o mas conjuntos de informacién de tres fuentes de informacion: 1) datos de separacién, tales
como la ventana de retencién (tiempo de retencién, indice de retencién); 2) masa de iones moleculares en el barrido
de MS primaria; y 3) patrén de fragmentacién del barrido de MS secundaria (es decir, MS/MS o MS").

En una realizacién, los resultados del analisis y la informacién sobre entidades quimicas se pueden almacenar en
una estructura de base de datos relacional. Las figuras 2A a 2D ilustran estructuras de datos ejemplares para
almacenar informacién de resultados en la base de datos 122 de resultados, y las Figuras 2E y 2F ilustran
estructuras de datos ejemplares para almacenar informacién sobre entidades quimicas en una libreria quimica 126
segun realizaciones del tema descrito aqui.

La figura 2A ilustra una estructura de tabla ejemplar para almacenar los resultados de un barrido particular. Cada
entrada en la tabla "MBZR_SCANS" incluye informacion tal como el tiempo de retencién, el nimero de barrido, la
masa Y la matriz de datos de intensidad.

La Figura 2B ilustra una estructura de tabla ejemplar para modelar la estructura de arbol de espectrometria de
masas con enlaces a los datos de barrido. Cada entrada en la tabla "CHRO_ON_TREES" incluye informacién tal
como la identidad de un nodo padre, la masa de un ion de enlace, informacion de retencién y una referencia a los
datos de barrido.

La Figura 2C ilustra una estructura de tabla ejemplar para almacenar informacién de pico. La tabla de picos
"MBZR_PEAK" puede contener picos cromatograficos caracterizados por la masa, el tiempo de retencién o el indice
de retencién, el area debajo del pico y otras caracteristicas de pico menores tal como el ruido. Por ejemplo, un solo
analisis puede producir un conjunto de espectros de masas que tienen un cierto nimero, P, de picos detectables, en
cuyo caso las entradas P se pueden afiadir a la tabla de picos, una entrada por pico detectado.

La Figura 2D ilustra una estructura de tabla ejemplar para organizar conjuntos de picos relacionados
cromatograficamente. Cada entrada en la tabla "MBZR_COMPONENT" puede asociar un constituyente quimico a
picos detectados a un tiempo de retencion particular en uno o mas barridos.
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Las figuras 2E y 2F ilustran estructuras de tabla ejemplar para entradas en la libreria quimica 126 segun una
realizacion del tema descrito aqui. En una realizacién, la informacién de la molécula, tal como el nombre, la
estructura, los compuestos, los puntos de fusion, etc., se puede almacenar por separado de la informacién de la
entidad quimica, tal como RT/RI, el tipo de analisis (por ejemplo, LC +/-, MS +/- , MS"}, masas (por ejemplo, M + H,
2M + H, fragmentos de iones, aductos) e indicadores de informacién de fragmentos. Una entidad quimica, si se
identifica, puede apuntar a la molécula de referencia.

La figura 3 es un diagrama de flujo que ilustra un procedimiento ejemplar para determinar la composicién de los
constituyentes quimicos en una mezcla compleja segun una realizacién del tema descrito aqui.

En el bloque 300, los datos de cromatografia y espectrometria de masas de una muestra se generan usando un
cromatégrafo y un espectrémetro de masas. Los datos generados incluyen informacion de pico e informacion de
retencién. En la realizacion ilustrada en la Figura 1, una muestra inyectada en el puerto 110 de entrada de muestra
se eluira a través de la columna 112. Si el cromatégrafo 102 es una forma de cromatégrafo de liquidos, tal como
UHPLC, el ionizador 114 puede ser un dispositivo de ionizacién por electropulverizacion (ESI), que ioniza
simultaneamente el efluente y convierte el efluente de fase liquida a fase gaseosa. Las particulas ionizadas entran
de este modo en el espectrémetro de masas 104. En una realizacion, las particulas ionizadas pasan a través de
anillos de enfoque 116 y dentro de la seccién del analizador de masas del espectrémetro de masas 104, tal como a
través de una trampa 118 de iones de cuadrupolo y en el detector 120.

En el bloque 302, los datos generados de cromatografia y espectrometria de masas se recogen y almacenan. Por
ejemplo, la informacion de pico, tal como la intensidad, junto con la informacién de retencion, tal como el tiempo de
retencién y el indice de retencién, se pueden registrar en la base de datos 122 de resultados.

Se pueden realizar multiples analisis de cromatografia y/o espectrometria de masas en una muestra, y los datos se
pueden recoger y almacenar para su andlisis. Por ejemplo, una muestra se puede someter a una cromatografia de
liquidos tanto acida como basica, es decir, una cromatografia de liquidos que usa una fase moévil que fomenta la
creacion de iones positivos 0 negativos, respectivamente. Una muestra se puede someter a espectrometria de
masas tanto de iones positivos como negativos. Se pueden realizar multiples andlisis en la misma muestra. Todos
los datos descritos anteriormente se pueden almacenar en la base de datos 122 de resultados.

En una realizacién, el sistema 100 esta configurado para realizar MS en tdndem. Como se usa aqui, la expresion
"MS en tandem" se refiere a cualquier técnica en la que una molécula, ion o entidad quimica padre para los que se
conocen datos de espectrometria de masas se fragmenta adicionalmente y se recoge informacion de espectrometria
de masas para los fragmentos. Esto incluye cualquier técnica mediante la cual todos los fragmentos de una molécula
determinada se adscriben a esa molécula via algin procedimiento que se produce basado en el funcionamiento
interno del dispositivo. Como se usa aqui, las expresiones "MS en tandem" y "MS multietapa" son sinénimos. Por
ejemplo, el sistema 100 puede realizar una verdadera MS en tandem por medio de una trampa de iones, o puede
realizar un equivalente a una verdadera MS en tdndem mediante el uso de una MS de triple cuadrupolo, o mediante
cualquier técnica que permita el aislamiento y fragmentacién adicional de una masa individual.

Se puede apreciar facilmente que la espectrometria de masas (o MS en tandem) se puede realizar en todos y cada uno
de los constituyentes quimicos separados que se eluyen de la columna 112, pero también que la espectrometria de
masas se puede realizar en solo un subconjunto de los componentes quimicos de la muestra a medida que emergen
de la columna 112, segun los objetivos de los analisis definidos por el usuario y realizados por el sistema 100.

En el bloque 304, un constituyente quimico de la muestra se determina comparando los resultados del analisis con una
libreria de informacion que indica las caracteristicas de las entidades quimicas, tal como una libreria quimica 126. En
una realizacién, el médulo de andlisis 124 puede hacer una mejor conjetura en cuanto a la identidad de la entidad
quimica representada por un pico, basandose en la coincidencia de las caracteristicas enumeradas anteriormente. De
esta manera, un pico puede estar asociado con una entidad listada en la libreria quimica 126. En una realizacion, la
entidad asociada con el pico puede ser un nodo en un arbol de iones que describe las relaciones padre-hijo entre iones.
En una realizacion, el pico se puede asociar con una lista de barridos cuyos datos mostraban el pico.

En el bloque 306, una indicacion de un componente quimico de la muestra esta disponible en forma accesible para
un ser humano. En una realizacién, la interfaz 128 de usuario puede proporcionar una indicacion visual del
componente quimico. Por ejemplo, la Ul 128 puede mostrar resultados de analisis que muestren constituyentes
quimicos que se han detectado o identificado. Alternativamente, la interfaz de usuario 128 puede generar
impresiones de graficos, texto o Braille; puede generar audio, tal como voz generada por ordenador; o puede
generar correos electronicos, mensajes de texto o archivos de ordenador, tales como documentos de texto, hojas de
calculo, bases de datos, etc.

Los sistemas y métodos descritos anteriormente tienen varias ventajas sobre los sistemas y métodos
convencionales. Primero, a diferencia de los sistemas convencionales de cromatografia + espectrometria de masas,
que intentan identificar los componentes quimicos representados por un pico usando solo los datos del pico, el
modulo de analisis 124 realiza una comparacion basada tanto en la informacion de picos como en la informacion de
retencién. Al considerar el tiempo de retencién / indice de retencién de un pico, el médulo de analisis 124 puede
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reducir significativamente su espacio de busqueda, eliminando moléculas que se sabe que tienen informacion de
retencion distinta de la informacién de retencién medida para el pico en cuestién. Ademas, debido a que una
molécula puede tener un tiempo de retencién para un andlisis de LC + y un tiempo de retencién diferente para un
analisis de LC-, si una muestra muestra picos en los lugares esperados para diferentes tipos de analisis de LC,
existe una mayor confianza en que la muestra contiene la molécula en cuestion.

De manera similar, debido a que el médulo 124 de analisis puede considerar no solo multiples analisis de diferentes
tipos, sino también realizar espectrometria de masas en tandem o multietapa, la gran cantidad de datos producidos
por los analisis puede coincidir no solo con moléculas padre, sino también con moléculas hijo o iones u otros
fragmentos, también. Esto también da lugar a una mayor confianza de que el constituyente quimico dentro de la
muestra se ha identificado correctamente.

En segundo lugar, la libreria de informacién 126 contiene datos auténticos, es decir, datos que fueron generados por
la herramienta de separacion y el espectrometro de masas usando un estandar de referencia. A diferencia de los
datos sintéticos, que son datos generados in silico, por ejemplo, basados en un comportamiento hipotético o
modelado, los datos auténticos se basan en resultados registrados usando el mismo método de analisis en el mismo
equipo que se usa para analizar la muestra. De este modo, para una molécula en particular, la informacién de la
libreria para esa molécula coincidira mas estrechamente con los resultados del analisis para una muestra que
contiene esa molécula. Esto es particularmente importante para los laboratorios o establecimientos que han ajustado
su sistema, tal como usando una composicién de fase mévil personalizada para LC positiva y otra composicion de
fase movil personalizada para LC negativa, por ejemplo.

En tercer lugar, la libreria de informacion puede incluir datos de cromatografia y espectrometria de masas para
entidades quimicas no identificadas, asi como para entidades quimicas identificadas. Aunque en la realizacion ilustrada
en la Figura 1, los datos 122 de resultados se muestran separados de la libreria quimica 126, las realizaciones
alternativas pueden usar una sola base de datos, tabla, etc., para almacenar los datos de resultados y los datos de la
libreria juntos. Incluso si los datos de los resultados estan conceptualmente separados de los datos de la libreria, como
se muestra en la Figura 1, el modulo 124 de analisis se puede configurar para detectar que un pico desconocido, ain
no identificado, sigue apareciendo en la base de datos 122 de resultados, y crear una entrada para la molécula
misteriosa en la libreria quimica 126. De esta manera, el sistema 100 es capaz de informar de la presencia o0 ausencia
de esta molécula misteriosa aunque se desconozca la identidad de la molécula. El sistema 100 puede informar de la
alineacion de iones sobre un conjunto de muestras y puede identificar y clasificar los iones. Por ejemplo, el médulo 124
de analisis puede comparar iones con una libreria a nivel MS" en todos los iones, y sefialar para revisiéon subsecuente
por un usuario o para procesado subsecuente por el sistema 100 cualquier ion que se considere.

Esta capacidad de realizar analisis no especificos, tal como la deteccién inicial y el reconocimiento subsecuente de
metabolitos desconocidos, tiene enormes beneficios. Por ejemplo, en un analisis metabdlico de células con y sin
cancer, si los resultados del analisis muestran que las células cancerosas casi siempre contienen alguna molécula
misteriosa, mientras que las células sanas no, esto da una direccién importante a la investigacion para la deteccién o
el tratamiento de ese cancer.

La determinaciéon de la composicién de la muestra incluye mostrar informacion de la libreria para una entidad
particular junto con los resultados del andlisis para que un usuario pueda realizar una comparacioén visual de los dos,
o confirmar visualmente la exactitud de la comparacion realizada por el sistema. La Ul 128 puede permitir que un
usuario realice un primer analisis de una muestra y vea los resultados del primer anélisis.

Las figuras 4A-4G son capturas de pantalla de informacién que se muestra a un usuario via la Ul 128, seglin una
realizacion del tema descrito aqui. En las realizaciones ilustradas en las Figuras 4A-4G, se supone que la técnica de
separacion es alguna forma de cromatografia, y la informacién de la separacion incluye el tiempo de retencion y/o el
indice de retencién. Se pretende que esto sea una realizacién de un ejemplo ilustrativo, y no es una limitacién del
tema descrito aqui.

La figura 4A es una captura de pantalla que muestra informacién sobre una entrada de libreria en la libreria quimica.
126 como se muestra a un usuario via la Ul 128. La figura 4A muestra una ventana 400 titulada "Chemical
Inventory", que incluye un panel 402 de busqueda en la parte superior izquierda, un panel 404 del navegador de la
libreria en la parte inferior izquierda y un panel 406 de entrada a la libreria en el lado derecho de la ventana 400. Un
usuario puede usar el panel 402 de busqueda para buscar en las diversas librerias de informacion. Un usuario
puede usar el panel 402 del navegador de la libreria para navegar por varias bases de datos o librerias de
informacién. En la realizacién ilustrada en la Figura 4A, el panel 406 de libreria muestra la libreria quimica 126 -
denominada "LIMS" en este ejemplo - organizada en una estructura de arbol jerarquica. Aunque la estructura de la
libreria quimica 126 se muestra en el panel 406 de la libreria como una jerarquia de carpetas (directorios) que
contienen subcarpetas (subdirectorios) y entidades (archivos), la estructura real de la libreria no se limita a una
implementacién de archivo/directorio, sino que se puede implementar como archivos, directorios, una base de datos,
datos almacenados en memoria volatil o no volatil, disco o dispositivos de almacenamiento de memoria, discos
compactos u otros medios de almacenamiento y/u organizacién de datos, en cualquier combinacion. En la
realizacion ilustrada en la Figura 4A, la libreria quimica (LIMS) 126 incluye una libreria de informacién sobre
productos quimicos individuales (Chemicals) 408, enlaces a bases de datos publicas o datos extraidos de ellas
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(Public DB) 410, y una libreria (Library) 412 de entidades quimicas autenticadas e informacion sobre entidades
quimicas reconocidas pero aun no identificadas.

En una realizacién, Chemicals 408 puede incluir informacion sobre cada entidad quimica individual que no varia
segun la técnica de separacién o espectrometria de masas usada. Tal informaciéon puede incluir estructura
molecular, férmula molecular, clasificacién y nombre o nombres estandar. En contraste, Library 412 puede incluir
informacién sobre cada entidad quimica individual que depende de la técnica de separacion o espectrometria de
masas usada, tal como su tiempo de retencién. Por ejemplo, la misma entidad quimica puede tener tiempos de
retencion completamente diferentes dependiendo de si se usé un cromatégrafo de gases o liquidos, si la fase moévil
usada durante la etapa de separacion fue acida o basica, etc. En estas realizaciones, los datos especificos del
equipo se pueden almacenar en la Library 412 mientras que las caracteristicas intrinsecas de la entidad quimica se
pueden almacenar en Chemicals 408. En una realizacion, las entradas en Chemicals 408 y Library 412 pueden
hacer referencias cruzadas entre si y ambos pueden hacer referencias cruzadas de entradas en Public DB 410 u
otros subcomponentes de LIMS 126.

En la realizacion ilustrada en la Figura 4A, Library 412 esta organizada en multiples sub-librerias, 414, 416, y 418,
representando cada una un tipo de analisis o combinacién de equipo. Por ejemplo, la sub-libreria 414 puede
contener resultados autenticados de entidades quimicas que se han separado mediante cromatografia de gases,
mientras que la sub-libreria 416 puede contener resultados autenticados de entidades quimicas que se han
separado mediante cromatografia de liquidos de ultra alta presién. La sub-libreria 418 puede contener informacion
sobre cromatografia y espectrometria de masas que ha sido recogida pero aun no autenticada, etc. Cada sublibreria
puede contener informacién sobre entidades quimicas conocidas y desconocidas 420. En la Figura 4A, se ha
seleccionado la entidad quimica conocida (+)-catequina, en lo sucesivo denominada simplemente "catequina”.

En la realizacion ilustrada en la Figura 4A, el panel 406 de libreria muestra informacion para la entidad quimica
seleccionada catequina. Puede haber varios tipos de informacion asociada con la entidad quimica 420, que se
pueden agrupar visualmente en categorias amplias, tales como informacién sobre la identidad de la entidad quimica
422, informacién cromatografica de la entidad quimica 424, e informacién de espectrometria de masas para la
entidad quimica, tanto en forma de tabla 426 como en forma grafica 428.

Dentro de la informacion 422 de identidad quimica, la identidad de una entidad quimica puede incluir su nombre de
compuesto, Library ID y Compound ID. En una realizacion, Library ID y Compound ID se usan para identificar de
forma inequivoca la entidad quimica dentro de la libreria quimica 126, mientras que el nombre de compuesto es el
nombre informal o comin, que se usa para facilitar la lectura. Los campos Set Compound Name y Chemical Name
se usan para elegir entre potencialmente multiples nombres informales. Los campos Chemical Report Name y
Library Repor Name permiten al usuario elegir qué nombre se usaréd cuando se haga referencia a la entidad en los
informes quimicos generados y los informes de la libreria, respectivamente.

La informacion de cromatografia 424 para la entidad quimica puede incluir su tiempo de retencién (RT) y su indice
de retencion (RI), y también puede incluir la ventana de RT y la ventana de Rl usadas durante el procedimiento de
identificacién. Por ejemplo, la catequina tuvo un tiempo de retencién (RT) de 2.42 con una ventana de tiempo de
retencion de 2 y un indice de retencién (RI) de 2493 con una ventana de indice de retencién de 25. En |a realizacién
ilustrada en la Figura 4A, la fuente de la informacién para la entrada de la libreria se indica en los campos Group
Name grupo y Origin. El Group Name identifica el analisis particular que genero los datos. Un analisis se denomina
aqui "inyeccion”, en referencia al acto de inyectar una muestra de la sustancia a analizar en el puerto de entrada del
cromatégrafo. Origin hace referencia al tipo de software usado para crear la entrada e indica que los datos provienen
de un analisis real, por ejemplo. El campo Confidence indica una confianza relativa de que la entidad quimica es
realmente la que se ha identificado que es. Por ejemplo, un valor de confianza de 100 indica una alta confianza de
que los resultados registrados por el sistema y almacenados en la entrada de la libreria son indicativos de la entidad
quimica catequina. Un valor de confianza puede establecerse en 0, en cuyo caso la entrada en la libreria quimica
126 no se considerara durante el proceso de comparacion, es decir, el proceso mediante el cual una sustancia que
se analiza se compara con candidatos potenciales en la libreria quimica 126.

Como se indicd anteriormente, el tema descrito aqui incluye la capacidad de realizar analisis no especificos. Esto
significa que un constituyente quimico se puede detectar y reconocer subsecuentemente, aunque no se pueda
identificar. En este caso, los campos Library ID y Compound ID contendran un valor, pero el campo Compound
Name puede estar vacio. Un valor de Confidence de menos de 100 puede indicar que la entidad quimica misteriosa
ha sido reconocida sin ambigliedad pero aun no identificada.

La informacién 426 de espectrometria de masas se puede organizar visualmente en varias pestafias. En la realizacion
ilustrada en la Figura 4A, la pestafia "Mass" muestra una tabla de informacién de masas que contiene informacion de
espectrometria de masas recogida durante una o mas inyecciones. La pestafia "Public DB" muestra informacién
recogida o disponible en bases de datos publicas, que pueden contener una amplia variedad de informacion. Por
ejemplo, la pestafia Public DB puede incluir informacién de espectrometria de masas recogida o disponible en bases de
datos publicas de MS u otros tipos de informacién de otras bases de datos publicas. La tabla de informacién de masas
puede incluir una lista de las masas observadas en los barridos primarios y puede incluir no solo la masa del ion
primario, sino también la masa de variantes tales como los aductos (m+H, m+Na, 2m+H), moléculas que contienen

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 843 478 TS

is6topos (por ejemplo, C-13, CI-35, CI-37) y fragmentos en la fuente esperados o que ocurren comunmente. En la
realizacion ilustrada en la Figura 4A, la tabla de informacién de masas incluye informacién para multiples variantes de
catequina, una variante por fila. La informacién mostrada en la Figura 4A son datos de MS primaria, pero un signo mas
("+") en el extremo izquierdo de una fila indica que los datos de MS secundaria también estan disponibles. La
visualizacion de datos de MS secundaria se describe en la Figura 4B, a continuacion.

Las variantes usan la siguiente convencién de nomenclatura. Una "m" mindscula simboliza la entidad quimica,
mientras que "m+H" simboliza un ion creado al unir un protén, que en realidad es un atomo de hidrégeno (simbolo
atémico "H") despojado del electrén externo, a la entidad quimica. Una "M" mayuscula simboliza un fragmento o un
compuesto que incluye la entidad quimica. Por ejemplo, "M-151" se refiere a un fragmento en origen de la entidad
quimica que ha perdido 151 unidades atémicas en atomos de su estructura molecular, mientras que "M+16" se
refiere a un compuesto que comprende la entidad quimica a la que se han afiadido 16 unidades atémicas a su
molécula. Los simbolos entre corchetes indican la presencia de is6topos dentro de la molécula. Por ejemplo, "m+H
[C13-1]" se refiere a un ion en el que un atomo de carbono (nimero atémico 12) ha sido reemplazado con el is6topo
de carbono-13, y "m+H [C13-2]" se refiere a un ion en el que dos atomos de carbono han sido reemplazados por
isétopos de carbono 13.

La informacién para cada ion, mostrada como columnas dentro de cada fila, puede incluir una columna de masa,
que muestra la masa de la variante, y una columna de ventana de masa. La ventana de masa es el error admisible
dentro de la entidad de libreria que se puede considerar como una coincidencia potencial con un constituyente
quimico detectado. La columna de relacion de masa indica la proporcién relativa de una variante que tiene uno o
mas is6topos con respecto a la poblacién en su conjunto. La columna 'Quant_mass' (masa cuantificada) indica qué
variantes tendran sus masas incluidas en el resumen de informacion para la entidad quimica (por ejemplo,
catequina). La columna de ponderacion se usa durante el procedimiento de comparacion, lo que permite al usuario
ajustar la sensibilidad del procedimiento de comparacién. La columna de nombre es un campo descriptivo usado
para hacer la informacién de masa mas legible por seres humanos.

Se muestra en la parte inferior del panel 406 de la libreria la informacién de masa mostrada en forma de grafico 428,
con las intensidades relativas de los iones en el eje Y y la masa en el eje X obtenidas de los datos tabulares
mostrados en 426.

La figura 4B es una captura de pantalla que muestra mas informacioén sobre una entrada de libreria en una libreria
quimica 126 como se muestra a un usuario via la Ul 128. En la Figura 4B, los datos de MS primaria para un ion que
tiene una masa de 291.1 se han expandido para mostrar los datos de MS secundaria para ese ion. En la realizacién
ilustrada en la Figura 4B, el signo mas en el extremo izquierdo de la fila ha cambiado a un signo menos ("'-") para
indicar que los datos de MS primaria se han expandido. Aunque solo se muestra un nivel de datos de MS secundaria
en la Figura 4B, los datos de MS de orden superior también pueden estar disponibles y mostrarse asi. El grafico de
informacién de masas 428 ahora muestra los datos de MS secundaria, en los que dos variantes que tienen una
relacion de masa alta, una variante con una masa de 123.1 y la otra que tiene una masa de 139.1, se pueden ver
como los dos picos mas altos en el grafico.

Las figuras 4A y 4B muestran informacion almacenada para entradas en Library 412. La Figura 4C muestra la
informacién almacenada para las entradas en Chemicals 408.

La figura 4C es una captura de pantalla que muestra informacién estructural y propiedades fisicas asociadas con
una molécula en la libreria quimica 126. En una realizacién, una entrada en Chemicals 408 puede incluir informacion
general 430 tal como ID quimica, nombre quimico, nombre de la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC), clasificacién, informacion fisica y propiedades fisicas, y detalles quimicos como la férmula molecular.
Chemicals 408 puede incluir enlaces 432 para hacer referencias cruzadas de la entidad quimica a la informacién en
Library 412 y Public DB 410. Una entrada en Chemicals 408 puede incluir sindnimos 434 para la entidad quimica, y
puede contener informacién estructural 436, tal como un diagrama molecular de la molécula. Al usuario también se
le presentaran otros detalles 438, tales como listas de patrones fisicos de los que se puede obtener la sustancia,
anotaciones, palabras clave que se pueden usar como términos de blusqueda y cualquier otro tipo de informacién
que se pueda incluir como anexo.

Las figuras 4A a 4C ilustran los tipos de informacion almacenada en la libreria quimica 126 que puede ser vista y
explorada por un usuario. Las figuras 4D a 4G muestran cémo un usuario puede usar el sistema para comparar los
datos registrados para una muestra que se esta analizando con entidades de libreria quimica 126, ya sea durante
una etapa de comparacién manual o para revisar los resultados de un algoritmo de comparacién automatico.

La figura 4D es una captura de pantalla que muestra los datos de resultados recogidos de una 0 mas inyecciones.
En una realizacién, un panel 440 de resultados proporciona una lista de desplazamiento de inyecciones que se
realizaron, que muestra el nombre de la muestra, la fecha en que se adquirieron los datos (por ejemplo, la fecha en
que se realizé la inyeccion), el nombre del archivo que contiene la informacién asociada con la inyeccion, la
identificacién del cliente y otra informacién asociada con una inyeccién particular. En la realizacion ilustrada en la
Figura 4D, se selecciona la fila superior visible en la lista y los datos asociados con esa inyeccién se muestran en
forma tabular en el panel 442 de detalles y en forma grafica en el panel 444 de graficos que ocupa los 3/4 inferiores
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de la Figura 4D. A medida que el usuario se desplaza por la lista de inyecciones en el panel 440 de resultados los
datos mostrados en el panel 442 de detalles y panel 444 de graficos cambiaran en consecuencia, para mostrar los
datos asociados con la inyeccion actualmente seleccionada dentro del panel 440 de resultados.

En una realizacion, el panel 442 de detalles puede incluir una serie de pestafias para organizar los datos asociados
con la inyeccion y mostrar los datos asociados al usuario en forma comprensible para el usuario o en una forma que
mejore la capacidad del usuario para comprender, adquirir y usar los datos. En la realizacién ilustrada en la Figura
4D, el panel 442 de detalles actualmente muestra la pestafia "Hits", que presenta al usuario una lista de las
entidades quimicas que el algoritmo de comparacion ha determinado que coinciden mejor con los datos de
cromatografia y espectrometria de masas recogidos para esa inyeccion, en lo sucesivo denominados "datos de
inyeccion". En otras palabras, la pestafia Hits muestra la mejor suposicion del sistema en cuanto a la identidad de
los componentes dentro de la muestra que se analiza. En una realizacién, esta lista de componentes probables se
puede presentar en forma de tabla, enumerando el nombre de la entidad quimica junto con sus datos de
cromatografia y espectrometria de masas.

En una realizacién, en respuesta a la seleccion de una de las inyecciones enumeradas en el panel 440 de
resultados, el sistema 100 puede mostrar los datos de inyeccién en el panel 444 de graficos. En una realizacion, el
panel 444 de graficos puede mostrar todos o solo una parte de los datos de inyeccién. Por ejemplo, el panel 444 de
graficos puede mostrar solo el subconjunto de datos de inyeccién en el que el algoritmo de comparacién basé su
determinacion de la identidad del componente seleccionado dentro del panel 442 de detalles. En la realizacién
ilustrada en la Figura 4D, el panel 444 de graficos contiene tres graficos separados.

El grafico 446 superior muestra un grafico de los datos de cromatografia para la inyeccién seleccionados en el panel
440 de resultados, con tiempo de retencién o indice de retencién como eje X e intensidad como eje Y. El grafico 446
superior muestra los datos de cromatografia en forma de componentes. Un componente es una barra que
representa una coleccion de picos cromatograficos con propiedades cromatograficas similares. Por ejemplo, un
componente puede contener una 0 mas sustancias no relacionadas que se coeluyen. El grafico 446 superior no
muestra ninguna informacién sobre las masas contenidas en los componentes que se eluyeron en un tiempo de
retencién particular. En una realizacion, el usuario puede optar por mostrar la informacién en forma de tabla 448,
como se muestra en la Figura 4D. La presentacién de la misma informacion en forma de tabla permite al usuario ver
la informacién de los picos con mas detalle y puede permitir al usuario detectar picos que de otro modo serian
demasiado pequerfios para distinguirlos en el formato de grafico. Aunque el grafico 446 superior presenta los picos
como columnas idealizadas de anchura fija, los datos de cromatografia sin procesar pueden ser un pico con una
forma, incluida la altura, la anchura de la base y el area. Estos detalles se pueden incluir en la forma de tabla 448 de
los datos. El titulo del grafico 446 superior indica que se ha seleccionado un componente a RT = 0.6777. Esto
también se refleja en forma de tabla 448, en la que se ha seleccionado la informacién a RT = 0.68.

En la realizacion ilustrada en la Figura 4D, el grafico 450 central muestra datos de MS primaria para un componente
en particular o una ventana de tiempo de retencién. Como el titulo mostrado en la parte superior del grafico 450
central indica, el grafico 450 central muestra datos de espectrometria de masas para el quinto componente. El
grafico 450 central muestra datos de MS primaria para este quinto componente, con masa en el eje X e intensidad
relativa en el eje Y. A medida que el usuario se desplaza de un componente a otro por los datos cromatograficos que
se muestran en el grafico 446 superior, el contenido del grafico 450 central cambiara para mostrar los datos de MS
primaria para el componente seleccionado actualmente en el grafico 446 superior. Esto a su vez provocara que 442
muestre 'hits' y 452 muestre la informacioén correspondiente de Library.

En la realizacion ilustrada en la Figura 4D, el grafico 452 inferior muestra datos de MS primaria para una entrada en
la libreria quimica 126. Como los datos de MS primaria mostrados en el grafico 450 central, el grafico 452 inferior
muestra un grafico con masa en el eje X e intensidad relativa en el eje Y. En este ejemplo, uno de los "hits"
enumerados en el panel 442 de detalles se ha seleccionado, ya sea de forma automatica o por parte del usuario, en
este caso la entidad quimica carnitina. En el grafico 452 inferior, se muestran los datos de MS para la entidad
quimica carnitina, como se puede ver en el titulo mostrado en la parte superior del grafico 452 inferior. La carnitina
puede haber sido seleccionada por el algoritmo de comparacién como el candidato mas probable para la sustancia
que se eluyd a RT = 0.6777, o el usuario puede haber seleccionado carnitina manualmente. El usuario puede de
este modo comparar los datos recogidos durante la inyeccion en el grafico 450 central con los datos primarios de la
entrada de la libreria en el grafico 452 inferior, ya sea para verificar la precision de los resultados de la comparacién
o para realizar una comparacion manual de los datos de MS primaria de la inyeccién con los datos de MS primaria
asociados con una entidad en la libreria quimica 126.

Aunque la realizacion ilustrada en la Figura 4D muestra datos en forma de tabla solo para el grafico 446 superior, en
una realizacion, los datos se pueden mostrar en forma de tabla para cualquier grafico, incluido el grafico 450 central
y el grafico 452 inferior. Ademas, el panel 444 de gréaficos puede contener cualquier nimero de graficos y no se
limita a solo tres graficos, como se ilustra en la Figura 4D.

En una realizacion, los datos de pico dentro de los datos de MS primaria mostrados en el grafico 450 central pueden
estar codificados por colores para indicar al usuario que hay datos de MS secundaria disponibles. El usuario puede
seleccionar el pico, por ejemplo, haciendo clic en un pico dentro de los datos de MS primaria mostrados en el grafico

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 843 478 TS

450 central, seleccionar una entrada de los datos mostrados en forma de tabla, etc. En respuesta, el sistema 100
puede mostrar los datos de MS secundaria asociados con el pico seleccionado en los datos de MS primaria. En la
realizacion ilustrada en la Figura 4D, los datos de MS primaria para el componente n® 5 incluyen varios picos que
representan sustancias de varias masas, teniendo el componente representado por la barra vertical un tiempo de
retencion de 0.6777. En este ejemplo, el pico que indica la presencia de un ion que tiene una masa de 162.2 tiene
asociados datos de MS secundaria. De este modo, un usuario puede "profundizar" en este pico para mostrar los
datos de MS secundaria. Un ejemplo de esto se muestra en la Figura 4E.

La figura 4E es una captura de pantalla que muestra datos de MS secundaria asociados con una inyeccién. En una
realizacion, la seleccién de un pico de MS primaria puede activar el sistema 100 para mostrar datos de MS
secundaria ya recogidos para ese pico. Por ejemplo, el usuario puede usar la Ul 128 para identificar un pico para el
que el usuario desea ver informacion de la libreria quimica 126. En la realizacion ilustrada en la Figura 4E, el grafico
450 central muestra datos de MS secundaria asociados con el ion que tiene una masa de 162.2 en el tiempo de
retencién 0.7046 en la MS primaria, como se puede ver en el titulo en la parte superior del grafico 450 central. El
grafico 452 inferior muestra los datos de MS secundaria asociados con el ion correspondiente, es decir, que tiene
una masa de 162.2, de la entidad seleccionada de la libreria quimica 126.

En una realizacion, de esta manera, el usuario selecciona un pico de cromatografia que se muestra en el grafico 444
superior, lo que hace que los datos de MS primaria para ese pico de cromatografia se muestren en el grafico 450
central. Un usuario a continuacién puede seleccionar un pico de MS primaria en el grafico 450 central, lo que hace
que los datos de MS secundaria para ese pico de MS primaria se muestren en el grafico 450 central. Al mismo
tiempo, el sistema 100 puede mostrar la entidad correspondiente en la libreria quimica 126 en el grafico 452 inferior.
Cuando el grafico 450 central muestra datos de MS primaria para una inyeccion, el grafico 452 inferior puede
mostrar datos de MS primaria para una entrada en la libreria quimica 126. Cuando el grafico 450 central muestra
datos de MS secundaria para una inyeccion, el grafico 452 inferior puede mostrar datos de MS secundaria para la
entrada en la libreria quimica 126. A medida que el usuario se desplaza por los datos en el grafico 450 central, los
datos que se muestran en el grafico 452 inferior cambian. En otras palabras, en una realizacion, el grafico 450
central y el grafico 452 inferior estan sincronizados, en la que un cambio en el grafico 450 central provoca un cambio
correspondiente en el grafico 452 inferior. De esta manera, cuando un usuario navega por los datos de inyeccién, el
sistema 100 puede mostrar automaticamente los datos pertinentes de la libreria.

Aunque solo se muestran dos niveles de datos de MS en las Figuras 4D y 4E, el mismo concepto se puede extender
para permitir que el usuario genere y/o acceda a datos de MS de érdenes superiores, y no se limita solo a datos de
MS primaria y secundaria. En una realizacion, un usuario puede acceder a datos de MS" via ratén, menu o rueda de
desplazamiento.

En una realizacion, un usuario puede usar un ratén para hacer clic en un pico en cualquiera de los graficos de
resultados, provocando que el sistema 100 muestre la informaciéon de la libreria equivalente para una entidad
quimica de esa localizacién conocida en el grafico. En un ejemplo, un usuario puede ver un pico con un indice de
retencion de X; el usuario puede hacer clic en el pico, activando el sistema 100 para registrar el valor del indice de
retencion, identificar entidades dentro de su inventario de sustancias quimicas que tengan el mismo indice de
retencion y mostrar la informacién de esas entidades identificadas en su inventario de sustancias quimicas. De este
modo, un usuario puede usar la IU 128 para navegar por los datos recogidos para la inyeccion, incluidos los datos
cromatograficos, los datos de MS primaria y los datos de MS secundaria, y puede usar la IlU 128 para navegar por
las entradas en la libreria quimica 126, ya sea para comparar manualmente las entradas de la libreria con los
resultados de la inyeccién o para verificar los resultados del procedimiento de comparacion.

En las Figuras 4A ~ 4E, los picos de datos de cromatografia y espectrometria de masas subyacentes se representan
como picos o barras idealizados que tienen altura y una minima o ninguna anchura. Sin embargo, los datos de
cromatografia o espectrometria de masas sin procesar describen un pico que tiene una forma y un area. En una
realizacion, un usuario puede acceder a los datos de pico sin procesar. Por ejemplo, la Ul 128 se puede configurar
de modo que si el usuario coloca el ratén u otro dispositivo sefialador sobre una entidad, ya sea un pico en un
grafico o una fila en una tabla, se puede mostrar una ventana emergente que contiene informacion detallada sobre
esa entidad. Esto se muestra en la Figura 4F.

La Figura 4F es una captura de pantalla que muestra datos de separacion detallados (por ejemplo, cromatograma),
denominados en lo sucesivo datos de "pico". En la Figura 4F, la ventana 454, titulada "ScanViewer", muestra la
forma del pico real detectado durante una inyeccién. De esta manera, el usuario puede ver informacion de pico
detallada, no solo una linea que representa la intensidad de pico y el tiempo de retencion. Dentro de la ventana 454
del visor de barrido, el cuadro 456 de seleccién de estilo de cromatograma permite al usuario elegir como se
muestran los datos del pico. El usuario puede mostrar datos de picos para todas las masas detectadas o para un
subconjunto de masas detectadas. En una realizacién, el usuario puede mostrar los picos de interés como picos
separados, cada uno en un grafico o ventana de gréafico separado ("Separate Chro"}, representando cada grafico un
valor m/z diferente o un intervalo de valores m/z. Alternativamente, el usuario puede mostrar un solo grafico en el
que los picos que tienen diferentes valores de m/z se superponen entre si en un grafico o ventana de grafico
("Superimposed Chro"), como se muestra en la Figura 4F. El usuario también puede ver los datos sin procesar
recogidos ("Separate Raw"), como se muestra en la Figura 4G.
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En la realizacién ilustrada en la Figura 4F, un panel 458 de fuente de barrido muestra la fuente de los barridos a
partir de las cuales se recogen y muestran los datos de pico. El usuario puede seleccionar multiples fuentes de
barrido como la fuente para los datos de pico. En la parte inferior de la ventana 454, el panel 460 de resultados de
barrido muestra todos los iones que representan iones en un barrido. En una realizacién, el usuario puede
seleccionar esta lista de barridos de un conjunto de picos cromatograficos mostrados en el grafico 450 central, o se
pueden seleccionar mediante software. Los datos de un pico o picos en particular se muestran en el panel 462 de
visualizacion de picos, localizado en el medio de la ventana 454. Los simbolos en el pico 464 indican el inicio del
pico, la cima del pico y el final del pico. Un punto en la cima 464 puede indicar, usando una forma de punto diferente,
codificacién de colores u otros medios visuales, la disponibilidad de datos de MS secundaria, o que los datos de MS
secundaria para ese punto fueron los datos de MS secundaria usados durante el procedimiento de comparacién
para identificar el componente quimico.

Una leyenda 466 en la esquina superior derecha del panel de visualizacién de picos indica informacién para la parte
del grafico indicada por el cursor 468, que es la linea vertical que cruza el pico cromatografico 464. En el ejemplo
mostrado en la Figura 4F, la leyenda 466 indica que el pico cromatografico 468 esta situado a 0.71 RT, y que el area
para el pico cromatografico 464 es 1.7349e + 006. La leyenda 466 también indica que el pico 464 incluye masas en
el intervalo de 231.7 a 232.5 AMUs. De este modo, se informa al usuario que el pico 464 que se muestra en la
Figura 4F pueden representar iones que tienen diferentes masas pero medidos en barridos primarios que se
recogieron en una regioén de tiempo cerca del pico. Si el usuario selecciona un punto en el pico 464 usando el cursor
468, los datos de MS primaria se mostraran en la mitad superior del panel 460 de resultados del barrido. Si los datos
de MS secundaria también estan disponibles, los datos de MS secundaria se pueden mostrar en la mitad inferior del
panel 460 de resultados del barrido.

Aunque la Figura 4F muestra el Scan Viewer operando en el modo "Superimposed Chro", la ventana de datos
definida por el usuario (es decir, cuyos limites estan determinados por los valores en las columnas "Mass",
"Window", "Start" y "End" en la tabla 458) incluye solo un pico, visto como pico 464. Si la ventana de datos hubiera
sido lo suficientemente grande como para incluir picos de cromatografia adicionales, el panel 462 de visualizacién
mostraria los picos adicionales presentes dentro de la ventana de datos especificada en la fuente de datos o fuentes
enumeradas en la tabla 466.

La figura 4G es una captura de pantalla que ilustra un ejemplo de datos de pico mostrados usando el modo
"Separate Raw", como se puede ver en la seleccién dentro del cuadro 456 de estilo del cromatograma. En la
realizacion ilustrada en la Figura 4G, la Ul 128 muestra un grafico de los datos de pico sin procesar registrados,
incluidos los datos del pico que se muestra en la Figura 4F. Los puntos de datos que se muestran en la Figura 4G se
pueden organizar visualmente en tres conjuntos o filas horizontales de puntos de datos. El central de los tres
conjuntos horizontales de puntos de datos son los datos en bruto a partir de los que se derivo el pico 464 en la
Figura 4F. Los conjuntos de puntos de datos horizontales superior e inferior no se incluyeron dentro de la ventana de
datos especificada en la Figura 4F.

El grafico incluye tres dimensiones: tiempo de retencién en el eje X, intensidad en el gje Y y masa en el eje Z. En el
grafico de la Figura 4G se puede ver que el pico Unico de la Figura 4F, que estaba limitado a un intervalo de masa de
231.7 ~ 232.5, representa principalmente solo un ion que tiene una masa de aproximadamente 232 (abarcando la serie
central de puntos el grafico de izquierda a derecha). Sin embargo, el grafico de la Figura 4G muestra que otros dos
iones se eluyeron al mismo tiempo, que tienen masas de aproximadamente 231 y 233, respectivamente (abarcando las
series de puntos superior € inferior el grafico de izquierda a derecha). De este modo, usando esta ventana, un usuario
puede ver los datos en una escala de tiempo diferente o cambiar el intervalo de masas que se deben incluir en un pico
particular. Por ejemplo, un usuario puede decidir que los datos de los iones que tienen masas de 231 y 233 también se
deberian incluir en los datos de pico de la Figura 4F. Alternativamente, el usuario puede determinar que varios iones se
combinaron en un solo pico mediante el algoritmo de deteccion de picos e instruir al algoritmo de deteccién de picos
que excluya algunos de esos iones como espurios, cambiando el intervalo de masa para un pico particular. En
resumen, el usuario no solo puede tener acceso directo a los datos de inyeccion sin procesar, el usuario puede usar
esa informacién para ajustar las decisiones tomadas por el algoritmo de comparacion.

Se entenderd que se pueden cambiar varios detalles del tema descrito aqui sin apartarse del alcance del tema
descrito aqui. Ademas, la descripcion anterior es Unicamente con fines ilustrativos y no con fines de limitacién.
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REIVINDICACIONES

Un método para la determinacion no especifica de la composicion de constituyentes quimicos en una mezcla

compleja, comprendiendo el método:

3.

generar, usando separacion por cromatografia liquida y un espectrémetro de masas (104) y datos de
espectrometria de masas de una muestra, en el que los datos de separacion incluyen informacién de pico e
informacién de indice de retencion, en el que la informacién de pico especifica un pico cromatografico asociado
con una relacion particular masa/carga que representa la presencia o ausencia de uno o mas iones a lo largo
de un eje que representa la separacion, y en el que los datos de espectrometria de masas incluyen datos de
espectrometria de masas primaria y secundaria;

recoger y almacenar los resultados del analisis, incluyendo los resultados del analisis los datos de separacién y
espectrometria de masas generados;

determinar un constituyente quimico de la muestra mediante la comparacién de los resultados del analisis con
una libreria de informacion (126) que indica las caracteristicas de las entidades quimicas, en el que la
comparacién se basa en los datos de separacion y espectrometria de masas, en el que la libreria de
informacién comprende datos generados por la cromatografia liquida y el espectrometro de masas, en el que la
libreria de informacién contiene datos que fueron generados por la cromatografia liquida y el espectrémetro de
masas usando un estandar de referencia, y en el que la libreria de informacion incluye datos de separacion y
espectrometria de masas para entidades quimicas identificadas y no identificadas;

determinar una confianza relativa de que una entidad quimica particular en la libreria es lo que se identifica que
es;y

mostrar, en una interfaz grafica de usuario (128), una indicacion del constituyente quimico de la muestra, la
confianza relativa de que la entidad quimica particular en la libreria es lo que se identifica que es, e informacion
de la libreria para la entidad quimica particular en la libreria junto con por lo menos algunos de los resultados
del analisis de modo que un usuario pueda realizar una comparacién visual de los dos o confirmar visualmente
la exactitud de la comparacién.

El método de la reivindicacion 1, en el que la informacién de pico comprende por lo menos uno de:
una intensidad de un pico;

una anchura de la base de un pico;

un tiempo de retencién del inicio y final de la base de un pico;
una intensidad del inicio y final de la base de un pico;

una anchura de un pico a la mitad de la altura del pico;

un area de un pico;

una simetria de un pico;

un ruido de un pico;

una masa asociada con un pico;

una relacién masa/carga asociada con un pico;

una asociacién de un pico a una entidad en un arbol de iones que describe las relaciones padre-hijo entre
iones; y

una lista de barridos asociados con un pico.

El método de la reivindicacion 1 que comprende almacenar, en la libreria de informacién (126), informacion

sobre entidades quimicas detectadas pero no identificadas, identificadas como presentes en la muestra.

4.

Un sistema (100) para la determinacién no especifica de la composicién de los constituyentes quimicos en una

mezcla compleja, comprendiendo el sistema:

un cromatografo (102) liquido para realizar separaciones de constituyentes quimicos de una muestra y generar
datos de separacion, en el que los datos de separacion incluyen informacion de pico e informacién de indice de
retencién, y en el que la informacién de pico especifica un pico cromatografico asociado con una relacién
particular masa/carga que representa la presencia o ausencia de uno o mas iones a lo largo de un eje que
representa la separacion;
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un espectrometro de masas (104) para realizar espectrometria de masas en porciones de los constituyentes
quimicos separados de la muestra y generar datos de espectrometria de masas, en el que los datos de
espectrometria de masas incluyen datos de espectrometria de masas primaria y secundaria;

una libreria de informacién (126) que indica caracteristicas de entidades quimicas, en el que la libreria de
informacién comprende datos generados por el cromatografo (102) liquido y el espectrometro de masas (104),
en el que la libreria de informacién (126) contiene datos que fueron generados por el cromatégrafo (102) y el
espectrometro de masas (104) usando un estandar de referencia, y en el que la libreria de informacién (126)
incluye datos de separacién y espectrometria de masas para entidades quimicas identificadas y no
identificadas;

un modulo de andlisis (124) adaptado para recibir, recoger y almacenar como resultados del andlisis los datos
de separacién y espectrometria de masas y para determinar un constituyente quimico de la muestra mediante
la comparacion de los resultados del andlisis con la libreria de informacion, en el que la comparacién se basa
en los datos de separacion y espectrometria de masas; y para determinar una confianza relativa de que una
entidad quimica particular en la libreria es lo que se identifica que es;

y una interfaz de usuario (128), acoplada al médulo de andlisis (124), configurada para mostrar, en una interfaz
grafica de usuario (128), una indicacién del constituyente quimico de la muestra, una confianza relativa de que
una entidad quimica particular en la libreria es lo que se identifica que es y la informacion en la libreria para la
entidad quimica particular en la libreria junto con por lo menos algunos de los resultados del andlisis para que
un usuario pueda realizar una comparacién visual de los dos, o confirmar visualmente la exactitud de la
comparacion.

El sistema de la reivindicacién 4, en el que la informacién de separacion incluye un tiempo de retenciéon de un

pico.

7.
uno

El sistema de la reivindicacién 4, en el que la informacién de pico comprende por lo menos uno de:
una intensidad de un pico;

una anchura de la base de un pico;

un tiempo de retencién del inicio y final de la base de un pico;
una intensidad del inicio y final de la base de un pico;

una anchura de un pico a la mitad de la altura del pico;

un area de un pico;

una simetria de un pico;

un ruido de un pico;

una masa asociada con un pico;

una relacion masa/carga asociada con un pico;

una asociacion de un pico a una entidad en un arbol de iones que describe las relaciones padre-hijo entre
iones; y

una lista de barridos asociados con un pico.

El sistema de la reivindicacion 4, en el que la libreria (126) incluye informacion perteneciente a por lo menos
de:

una relacion de una entidad padre con los iones hijo de la entidad;

una relacion de una entidad hijo con la entidad padre de la entidad;

informacién estructural de una entidad;

propiedades fisicas de una entidad;

una lista de patrones fisicos de una entidad;

un enlace a una entrada de una base de datos quimica publica para una entidad;

un enlace a una segunda libreria de informacién; y
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un enlace a los resultados del analisis asociado con una entidad.

8. El sistema de la reivindicacion 4, en el que el médulo de analisis (124) esta configurado para almacenar, en la
libreria (126), informacion sobre una entidad quimica detectada pero no identificada, identificada como presente en
la muestra.

9. El sistema de la reivindicacién 4, en el que la interfaz de usuario (128) esta configurada para permitir que un
usuario del sistema ponga a disposicion en forma accesible para seres humanos datos de espectrometria de masas
primaria, seleccione un elemento de interés dentro de los datos de espectrometria de masas primaria y ponga a
disposicién en forma accesible para un ser humano los datos de espectrometria de masas secundaria asociados con
el elemento de interés seleccionado.

10. El sistema de la reivindicacion 4, en el que la interfaz de usuario (128) esta configurada para permitir que un
usuario del sistema navegue por miltiples conjuntos de datos de resultados de analisis segun la relacion jerarquica
de los datos y navegue por la informacion asociada con entidades dentro de la libreria de informacién (126) segin la
relacién jerarquica de entidades.

11. El sistema de la reivindicacién 10, en el que la interfaz de usuario (128) esta configurada para sincronizar
automaticamente la navegacién de los datos de los resultados del analisis con la navegacion de la informacién
asociada a las entidades, en el que un cambio de una provoca un cambio en la otra.

12. Un medio legible por ordenador que tiene almacenadas en él instrucciones ejecutables por ordenador que,
cuando son ejecutadas por el procesador de un ordenador, realizan etapas que comprenden:

generar, a partir de datos generados usando cromatografia liquida y un espectrémetro de masas, datos de
separacién y espectrometria de masas de una muestra, en el que los datos de separacién incluyen informacién
de pico e informacién de indice de retencion, en el que la informacién de pico especifica un pico cromatografico
asociado con una particular relacién masa/carga que representa la presencia o ausencia de uno o mas iones a
lo largo de un eje que representa la separacion, y en el que los datos de espectrometria de masas incluyen
datos de espectrometria de masas primaria y secundaria;

recoger y almacenar los resultados del analisis, incluyendo los resultados del analisis los datos generados de
separacion y espectrometria de masas;

determinar un constituyente quimico de la muestra mediante la comparacién de los resultados del analisis con
una libreria de informacién que indica las caracteristicas de las entidades quimicas, en el que la comparacién
se basa en los datos de separacion y espectrometria de masas, en el que la libreria de informacién comprende
datos generados por la cromatografia liquida y el espectrometro de masas, en el que la libreria de informacion
contiene datos que fueron generados por la cromatografia liquida y el espectrometro de masas usando un
estandar de referencia, y en el que la libreria de informacién incluye datos de separacion y espectrometria de
masas para entidades quimicas identificadas y no identificadas;

determinar una confianza relativa de que una entidad quimica particular en la libreria es lo que se identifica que
es;y

mostrar, en una interfaz grafica de usuario, una indicacién del constituyente quimico de la muestra, la confianza
relativa de que la entidad quimica particular en la libreria es lo que se identifica que es y la informacién de la
libreria para la entidad particular en la libreria junto con por lo menos algunos de los resultados del analisis
para que un usuario pueda realizar una comparacion visual de los dos, o confirmar visualmente la exactitud de
la comparacién.
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USAR UNA TECNICA DE SEPARACION Y UN E'S-PEET?EQMETR@
0F MASAS, GENERAR BATOS DE SEFARACKNY _
ESPECTRGNETRL\& DE MASAS, EN LOS {JUE LA INFORMATION
DE SEPARACION INCLUYE INFORMACION DE RICOS Y EN LOS
QUE LOS DATOS DE £ SPECTROMETRIA DE MASAS INCLUYEN
DATOS DE ESPECTROMETRIA DE MASAS CRIMARIA Y
SECUNDARIA

RECOGER ¥ ALMAUENAR RESULTADOS BE ANALISIS QUE
INCLUYEN LOS DATOS BE CROMATOGRAFIAY
ESPECTROMETRIA DE MASASR GENERADOGS

DETERMNAR UN COMPORENTE BE LAMUESTRA POR
COMPARACION DE 1DS RESULTADOS DE ANALISIS CON UNS
{IBRERIA DE INFORMACION QUE INDICA CERACTERISTICAS
DE ENTIDADES QUINMICA S, BASADD EN DATOS BE
SEPARACION ¥ ESPECTROMETRIA DE MASAS, INCELUYENDD
LA LIBRERIA DE INFORMATION DATOS GENERADOS BOR LA
TECNICA DE SEPARACION Y ESPECTROMETRO DE MASAS, ¥
QUE INCLUYE DATIIS DE SEPARACION YDATOS DE
ESPECTROMETRIA DE MASAS PARA ENTIDADES QUIMICAS
IDERTIFICADAS Y NG IDENTIRICADASR

POMER & DISPOSICION EN FORMA ACCESIBLE PARA UN SER
HUMARC UNA INDICACKIN DEL CONSTITUYENTE GUINMICC BE
L& MUESTRA

FIG. 3
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