AKTUALISIERUNG VON PESTIZID-
RETENTIONSZEITBIBLIOTHEKEN

FUR DEN AGILENT INTUVO 9000 GC

Vorgehensweise zur Aktualisierung von
Retentionszeitbibliotheken auf Intuvo

Einfithrung

Bei der Anwendung von Methoden auf einem neuen Gaschromatographie (GC)-
System empfiehlt sich vor Beginn der Erstellung eines typischen Arbeitsablaufs die
Verifizierung der Retentionszeiten kritischer Analyten. Es kommt haufig vor, dass

sich aufgrund einer unterschiedlichen Systemkonfiguration oder Saulenvariabilitat
Retentionszeiten zwischen zwei dhnlichen GC-Systemen unterscheiden. Mithilfe von
Retention Time Locking (RT-Lock) lassen sich jedoch reproduzierbare Retentionszeiten
zwischen mehreren Systemen sicherstellen.

Wenn eine Retentionszeit-Datenbank verwendet wird, in diesem Fall Pestizidanalysen
mit Retentionszeiten aus einer MRM-Datenbank fiir Pestizide und Umweltschadstoffe,
kénnen zusatzliche Schritte unternommen werden, um sicherzustellen, dass die
Retentionszeiten denen in der vorhandenen Datenbank entsprechen. Alternativ muss die
analytische Methode mit den Retentionszeiten des neuen Systems aktualisiert werden.

Diese Technical Note enthélt Anleitungen zum Retention Time Locking einer Methode
zur Pestizidanalyse mit Multiple Reaction Monitoring (MRM) auf einem Agilent Intuvo
9000 GC-System und zur anschlieRenden Aktualisierung der Retentionszeiten zur
Verwendung der MRM-Datenbank fiir Pestizide und Umweltschadstoffe.

Der allgemeine Arbeitsablauf fiir Extraktor- oder inerte lonenquellen umfasst die
folgenden Schritte:

1. Erstellung eines Chromatogramms mit Retention Time Locking.

2. Erfassung der Daten mit der dynamischen MRM-Methode und verbreiterten
RT-Delta-Fenstern links/rechts.

3. Aktualisierung der Retentionszeiten mithilfe der Quantitative Analysis-Software.
4. Import neuer Retentionszeiten in die dynamische MRM-Methode.

5. Validierung der Methode.

Weitere Informationen finden Sie unter:
www.agilent.com

Agilent Technologies



Retention Time Locking

Bei der Konfiguration eines neuen
Systems zur Duplizierung einer
Pestizidanalyse sorgt RTL fiir eine
Ubereinstimmung der Retentionszeiten
zwischen den beiden Systemen. Bei
der Aufzeichnung der RTL-Kalibrierung
erfasst das System fiinf Datendateien
mit verschiedenen Flussraten oder
Driicken (Abb. 1).

Vor der Aufzeichnung der RTL-
Kalibrierungsdaten wurden die

Masse(n) der RTL-Verbindung und

die Probenflaschennummer des
Standards mit der Locking-Verbindung
eingegeben. Bei Pestizidanalysen

wird oftmals Chlorpyriphosmethyl

als Locking-Verbindung verwendet.

Aus dem Massenspektrum wurden
gescannte Massen fiir das Locking fiir
Chlorpyriphosmethyl ausgewahlt, dessen
Retentionszeit bei einer 20-mindtigen
Methode in der Regel bei 9,143 fixiert
wird, Dieser Vorgang dauert bei einer
typischen 20-minitigen Pestizidanalyse
ungefahr 3 Stunden, einschlieklich des
anfanglichen Clean Out-Durchlaufs, um
sicherstellen, dass keine Analytriickstande
aus vorhergehenden Laufen verschleppt
werden, die unter Umstanden die Massen
der RTL-Verbindung stéren kénnten.

Nach der Erfassung der RTL-
Kalibrierungsdaten wurden die
Retentionszeiten der Locking-Verbindung
eingegeben und die Flussraten wurden
angepasst (aus den Kalibrierungsdaten),
um die gewiinschte Retentionszeit zu
erhalten (Abb. 2).

Erfassung der Daten mit
dynamischem MIRM

Nach dem Retention Time Locking

des neuen Systems wurden die
Retentionszeiten kritischer Verbindungen
im gesamten Chromatogramm
hinsichtlich der Genauigkeit des MRM-
Fensters Gberprift. Die MRM-Methode
waurde in eine dynamische MRM-
Methode umgewandelt (Abb. 3).
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Abbildung 1. Der Befehl RTL-Kalibrierungsdaten aufnehmen (Acquire RTL Calibration Data) kann direkt
aus der Methodenliste gewahlt werden. Er dient der Aufnahme neuer RTL-Kalibrierungsdaten. Nach Abschluss der
anfanglichen Kalibrierung kann der Befehl Methode erneut sperren (Relock Method) verwendet werden.
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Abbildung 2. Es wird die gewiinschte Retentionszeit der Locking-Verbindung eingegeben, und das System
nimmt eine Anpassung der Flussrate vor, um die ausgewahlte Retentionszeit zu erreichen.
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Abbildung 3. Eine Zeitsegment-basierte MRM-Methode wurde mithilfe der Agilent MassHunter-
Datenaufnahmesoftware problemlos in eine dynamische MRM-Methode umgewandelt.



Indem vorhandene MRMs verwendet
wurden, behielt die neue dynamische
MRM-Methode die vorhandenen
Ubergange bei. Die Software berechnete
die Analyt-Retentionszeiten durch Mitteln
der vorab angegebenen Start- und
Endzeit jedes Segments (Abb. 4).

Bei der dynamischen MRM-Methode
wurden mithilfe der Funktion zum
Uberschreiben von RT-Delta (Overwrite
RT Delta) das linke und das rechte
Delta-Fenster allgemein auf 2 Minuten
verbreitert (Abb. 5).

Je nach der Anzahl der Verbindungen
und Ubergange bei der dynamischen
MRM-Methode werden die maximalen
gleichzeitigen MRMs (200) mitunter
iberschritten (Abb. 6).
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Abbildung 4. Bei der Umwandlung der Methode in eine dynamische MRM-Methode wurden die MRM-
Ubergange aus der aktuellen Methode verwendet.
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Abbildung 5. Ein allgemeines Uberschreiben des linken und rechten Retentionszeit-Deltas verbreitert die
Fenster mit den MRM-Ubergéngen, um sicherzustellen, dass alle Analyten detektiert werden, auch wenn sich
ihre Retentionszeit leicht verschoben hat.
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Abbildung 6. Eine dynamische MRM-Methode mit einer groRen Anzahl an Analyten und Ubergéngen tberschritt
die Anzahl an gleichzeitigen MRMs bei Festlegung des linken und des rechten Retentionszeit-Deltas auf 2 Minuten.



Das linke und das rechte RT-Delta-
Fenster wurden auf 1T Minute oder

0,5 Minuten verkleinert, um die Anzahl
gleichzeitiger MRMs unter Beibehaltung
einer ausreichenden Fensterbreite

zur ldentifizierung der Zielanalyten zu
reduzieren. Die aktuellen Retentionszeiten

wurden als CSV-Datei gespeichert (Abb. 7).

Aktualisierung von
Retentionszeiten

Unter Verwendung der Agilent
MassHunter Quantitative Analysis-
Software wurde mit den verbreiterten
Fenstern ein Standard analysiert,

und die Retentionszeiten wurden

in einer vorhandenen quantitativen
Analysemethode aktualisiert. Bei
gedffnetem und ausgewahltem Batch
mit dem neuen Standard wurde eine
bereits gespeicherte quantitative
Methode geladen. In der Methoden-
Editor-Ansicht wurde aus dem
Aktualisierungsmenii Retentionszeiten
aktualisieren (Update Retention
Times) ausgewahlt (Abb. 8). Mit Alle
auswahlen (Select All) wurden alle
Retentionszeiten in der vorhandenen
Methode aktualisiert. AnschlieRend
wurde die Methode gespeichert, validiert
und auf das Batch angewendet (Abb. 9).

Abbildung 7. Die Verbindungstabelle der dynamischen MRM-Methode wurde exportiert, indem auf das Symbol
Speichern (Save) geklickt und die Tabelle lokal als CSV-Datei gespeichert wurde.
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Abbildung 8. Retentionszeiten aktualisieren (Update Retention Times) wurde in der Methoden-Editor-
Ansicht aus dem Meni Aktualisieren (Update) in Agilent Mass Hunter Quantitative Analysis aufgerufen.
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Abbildung 9. Alle Analyte in der angegebenen Methode wurden in einem Arbeitsschritt aus einem Standard-
Durchlauf aktualisiert.



Import neuer Retentionszeiten in
die dynamische MIRM-Methode

Nach der Aktualisierung von
Retentionszeiten in der quantitativen
Methode wurde die Verbindungstabelle
aus dem Batch in eine CSV-Datei
exportiert (Abb. 10).

Die zuvor exportierte und gespeicherte
CSV-Datei aus der dynamischen
MRM-Methode wurde mit den neuen
Retentionszeiten aus der Analyse des
Standards und der neuen quantitativen
Methode aktualisiert und unter einem
neuen Namen gespeichert (Abb. 11).
Die kritischen Datenelemente in der
CSV-Datei sind die Spalte mit den
Verbindungen und die Spalte mit den RT.

Die Retentionszeiten in der dynamischen
MRM-Methode wurden im MassHunter
Acquisition-Methoden-Editor aus der
neuen CSV-Datei aktualisiert (Abb. 12).
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Abbildung 11. Die exportierte CSV-Datei mit der dynamischen MRM-Methode enthielt in einer Spalte den
Verbindungsnamen und in einer anderen Spalte die Retentionszeit. In diesem Beispiel ist jeder MRM-Ubergang

mit der Retentionszeit der jeweiligen Verbindung abgeglichen.
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Abbildung 12. Als Datei zum Aktualisieren der RT wurde die gespeicherte CSV-Datei mit den aktualisierten

Retentionszeiten verwendet.



Mit der Funktion RT aktualisieren
(Update RT) wurde die gespeicherte
CSV-Datei vor Beginn des Updates
ausgewahlt. Nach dem Aktualisieren
der Retentionszeiten wurde die
Verbindungsliste angezeigt und gab
die gednderten Retentionszeiten
wieder (Abb. 13). Die vorhergehenden
Retentionszeiten der Methode sind in
Klammern gelistet.

Alternativ konnen die Retentionszeiten

mit einem ahnlichen Verfahren aus einem

quantitativen Bericht aktualisiert werden.
Mit der Quantitative Analysis-Software
wurde ein Bericht erstellt (Abb. 14) und
verwendet, um die Retentionszeiten

im Datenaufnahmemethoden-Editor zu
aktualisieren.
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Abbildung 13. Nach dem Aktualisieren der Retentionszeiten wurde die Verbindungsliste unter Angabe der

durchgefiithrten Anderungen angezeigt.
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Eatch folder DDt A M Cusourmber- TEDB 154
Balch fie: calbeation-160615_newH Ts batch bin Drevmes
Raport folder
|07 Data’ AGM cucLrmbar- 160615\ Quant Rapons' ealbeation- 160615 n| | Browss_
Report mathad
 Choose Hew Ef
SamplesCompounds
£ A samples Chocee samples.
£ A compounds Gnoose compounds...
Generate: —
(@) Generste repons now
[(] Open repent foldar after reports generated
() G report task
el 8 Cancel

Abbildung 14. Die Erstellung eines Berichts in Quantitative Analysis ist eine andere
Maglichkeit zur Aktualisierung der Retentionszeiten in der Datenaufnahmemethode.



Wenn als endgiiltige aktualisierte
Methode eine Zeitsegment-basierte
MRM-Methode bevorzugt wird, kann
ausgehend von der aktualisierten
quantitativen Methode eine Datei mit den
Ubergangen erstellt werden (Abb. 15).
Durch Sperzifizierung eines Zeitsegment-
Schemas (Abb. 16) kann die resultierende
Datei in die Verbindungstabelle importiert
werden (Abb. 17).

Validierung der Methode

Nach der Anwendung der Anderungen
auf die Methode wurde der Standard
verifiziert, bevor mit der Kalibrierung und
der Probenanalyse fortgefahren wurde.

Schlussfolgerungen

Es wurde ein Schritt-fir-Schritt-Verfahren
fir das Retention Time Locking und die
Aktualisierung von Retentionszeiten in
einer Bibliothek oder Datenbankmethode
gezeigt. Der Vorgang war relativ einfach
und zielgerichtet. Uber die Retention

Time Locking-Kalibrierung hinaus war ein
zusétzlicher Analysedurchgang erforderlich.
Zur Optimierung dieses Prozesses wird ein
Standard oder eine Probe mit bekannten
Zielanalyten benétigt.

Diese Ergebnisse konnen je

nachdem, welche lonenquelle in

dem Massenspektrometer installiert
ist, variieren. \Wenn die Methode
hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit
optimiert wird, kdnnen die hoheren
Flussraten, die aller Voraussicht nach
mit diesem Verfahren erzielt werden, zu
einer suboptimalen Leistung fihren.

Tools

| Actions 3

Audit Trail...

Options...

Compute RI from RT
Copy Average Toluene RF
Copy Calibration Level

Number Formats...

Create a MRM Transitions (C5V - XML) File for Acquisition from Quant

Add-Ins...

Dioxin LOQ, Blank Checking and Subtraction
Dummy Calibration Setup

Go to NIST MS Program...

Go to QRS Trend Charts...

Go to Qualitative Application...

Zerc Peak below LOD

Mark Compound Group Over Reporting Limit
Replicate Injection MDL-LOQ-LOD Calculation
Send To OpenLAB ECM...

Set Peak Filter Area Threshold

TIC Mass Extraction Window Setup

Update Qualifier Ratio Limit Following Point System Rules

Custom Action...

Abbildung 15. Eine CSV- oder XML-Datei mit aktualisierten Retentionszeiten und bestehenden MRM-Ubergangen

in der neuen quantitativen Methode.

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

Abbildung 16. Durch die Auswahl von Ja (Yes) bei ‘Zeitsegmente’-Schema angeben
(specify a ‘'Time Segments’ schema) kann die CSV-Datei in die Verbindungstabelle einer
Zeitsegment-basierten MRM-Methode importiert werden.
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Abbildung 17. Die CSV-Datei mit aktualisierten Retentionszeiten aus Quantitative Analysis kann in die
Datenaufnahmemethode mit Zeitsegment-basierten MRMs importiert werden.



. www.agilent.com
Anderungen vorbehalten.

© Agilent Technologies, Inc. 2017

Gedruckt in den USA, 29. September 2017
5991-8446DEE

Agilent Technologies




