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La presente guida deve essere utilizzata per eseguire le prime operazioni
sul sistema LC/MS Agilent serie 6400 triplo quadrupolo, nonché come
linee guida per informazioni utili all'utente.

Cos'é il sistema LC/MS Agilent serie 6400 triplo quadrupolo?

11 sistema LC/MS a triplo quadrupolo di Agilent & un cromatografo
liquido con spettrometro di massa a triplo quadrupolo in grado di
eseguere analisi di MS/MS mediante tre insiemi di barre parallele
(in questo caso, quadrupolo, esapolo, quadrupolo). Il primo
quadrupolo separa gli ioni in ioni precursore, che sono
frammentati nell'esapolo in ioni prodotto, che a loro volta vengono
separati dal secondo quadrupolo. Spesso, due o pil ioni precursore
e i relativi ioni prodotto sono monitorati in sequenza in modalita
MRM (monitoraggio di reazione multipla). E possibile monitorare
fino a 4000 transizioni MRM usando I'MRM dinamico.
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Lo strumento Agilent 6490 a triplo quadrupolo & dotato della tecnologia iFunnel
che fornisce un campionamento piu efficiente degli ioni all'interno dello
spettrometro di massa. La tecnologia iFunnel include la tecnologia Agilent Jet
Stream, un gruppo di desolvatazione pil piccolo con capillare a piu canali e il Dual
Offset Ion Funnel.

I sistemi LC/MS 6490 e 6460 a triplo quadrupolo di Agilent sono spediti dalla
fabbrica con la tecnologia Agilent Jet Stream che utilizza un gas di profilamento
super riscaldato per collimare il nebulizzatore spray, con un notevole aumento del
numero degli ioni in ingresso nello spettrometro di massa.

E possibile configurare un sistema LC/MS Agilent a triplo quadrupolo con i moduli
LC Agilent 1100, 1200, 1260 o 1290 Infinity.

Inoltre, il sistema LC/MS Agilent a triplo quadrupolo ha in dotazione il software
Agilent MassHunter Workstation che include tre principali programmi:

e Data Acquisition (Acquisizione dati) - da una schermata e possibile calibrare lo
spettrometro di massa, controllare e monitorare i parametri dello strumento,
configurare i metodi di acquisizione e le liste di lavoro contenenti piti campioni
e monitorare i tracciati di esecuzione in tempo reale.

¢ Quantitative Analysis (Analisi quantitativa) - da una schermata & possibile
configurare un batch di file di dati e quantificare, valutare e riquantificare i
risultati. Da questa schermata € possibile accedere al Method Editor per la
configurazione e la modifica dei metodi di quantificazione.

* Qualitative Analysis (Analisi qualitativa) - da una schermata ¢ possibile
estrarre e integrare i cromatogrammi, sottrarre il rumore di fondo, estrarre gli
spettri dei picchi e confrontare i dati appartenenti a tipi di file di dati differenti.

Novita dell'acquisizione dati

Il programma Data Acquisition per la serie 6400 a triplo quadrupolo include
numerose nuove funzionalita nella revisione attuale.

Versione B.05.00

¢ I modelli supportati sono 6410B, 6420A, 6430A, 6460A e 6490A.

¢ Se il tipo di scansione ¢ Dynamic MRM, e possibile modificare la tabella Time
Segments per spostare LC su Waste prima e dopo il segmento dell'MRM
dinamico.

e Per Triggered MRM, & possibile utilizzare una qualsiasi transizione primaria
come ione trigger selezionando la colonna Trigger.
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. B possibile specificare i metodi di analisi dei dati da eseguire in Method Editor.
E possibile specificare il metodo di analisi qualitativa da eseguire, il metodo di
analisi quantitativa e il modello di report per l'analisi quantitativa da eseguire.

e Il software di acquisizione dati Agilent MassHunter Workstation é stato
ulteriormente integrato con il software Skyline del laboratorio MacCoss
dell'Universita di Washington.

¢ Per l'interfaccia HPLC-Chip, il precedente parametro Injection Flush Volume &
stato suddiviso in 2 parametri distinti. Injection Path Volume (impostazione di
configurazione) e il volume morto tra la sede dell'ago e il chip. Sample Flush
Volume (parametro del metodo) si basa sul campione.

* Per l'interfaccia HPLC-Chip, il valore Sample Flush Volume specificato nel
metodo puo essere sovrascritto nella lista di lavoro.

e Per HPLC-Chip, il tipo di chip € ora visualizzato come parametro del metodo. Se
si utilizza un diverso tipo di chip, il software cerca di risolvere le differenze
nella posizione della valvola, ecc., e avvisa l'utente in caso di eventuali
modifiche del metodo o di conflitti.

e E supportato il rivelatore a lunghezza d'onda multipla Agilent G4211A
(MWD 1290).

* Sono supportati i rivelatori a lunghezza d'onda multipla Agilent G1365C
e G1365D.

. B supportato il rivelatore di fluorescenza Agilent G1321A.

. E supportata la scatola valvole esterna Agilent G1170A per valvole
intercambiabili.

¢ L'interfaccia utente ora ha finestre separate per il tracciato del
cromatogramma, il tracciato dello spettro, i valori effettivi del dispositivo e il
campione elaborato.

. B possibile personalizzare l'interfaccia utente modificando la posizione e la
dimensione delle finestre.

¢ E possibile ridurre a icona un dispositivo nella finestra Instrument Status.
e La durata del registro puo essere modificata in un numero diverso di giorni.

* Il registro Study Manager registra l'inizio, la fine, il ripristino o il riavvio di uno
studio.

e Windows 7 (a 64 bit) ¢ supportato.
¢ Excel 2010 a 32 bit & supportato.
¢ Windows XP non & supportato.

¢ Excel 2007 non & supportato.
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E possibile specificare un metodo di errore per i dispositivi LC nella finestra
Instrument Status. Questo metodo viene salvato e utilizzato se il dispositivo va
in errore.

La configurazione del dispositivo per i dispositivi LC viene eseguita mediante il
programma Instrument Configuration. I dispositivi possono essere anche
ridenominati e riordinati.

Gli studi per l'importazione delle liste di lavoro sono supportati nel programma
Study Manager.

Service Pack B.04.01

Service Pack 4, o SP4, gestisce la perdita di comunicazione quando si esegue
una lunga lista di lavoro su Windows 7 a 64 bit.

SP4 ¢ cumulativo e contiene altri tre precedenti service pack.

Service Pack 3 migliora le prestazioni di inversione positiva-negativa per tutti i
modelli e insieme al firmware della versione completa A.00.6.36 con caricatore
di ion-funnel, corregge gli errori RF e DC dello ion-funnel per il modello 6490A
(questo aggiornamento € obbligatorio).

Service Pack 2 supporta il modello 6420A.

Service Pack 1 contiene miglioramenti per la calibrazione automatica di tutti i
modelli.

Versione B.04.01

I modelli supportati sono 6410B, 6430A, 6460A e 6490A.
Windows 7 & supportato.
Excel 2010 ¢ supportato per i report Optimizer in Windows 7.

I report per le funzioni Acquisition Method, Worklist e Tune sono stampati
mediante i report RDL.

L'inversione di polarita positiva/negativa ¢ disponibile per Dynamic MRM.

Versione B.04.00

I modelli supportati sono 6410B, 6430A, 6460A e 6490A.

La tecnologia iFunnel ¢ supportata sul modello Agilent 6490A triplo
quadrupolo.

Optimizer B.04.00 & installato come parte del software QQQ Data Acquisition.

La risoluzione migliorata di 0,4 m/z FWHM é supportata sul modello Agilent
6490A triplo quadrupolo.
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¢ La modalita "Fast scan" con velocita di scansione di 10000 m/z al secondo &
supportata sul modello Agilent 6490A triplo quadrupolo.

e La funzione Triggered MRM e supportata su tutti i tripli quadrupoli supportati.
¢ Il supporto per sorgente ionica generica & incluso.

¢ La tensione dell'acceleratore della cella di collisione puo essere specificata
come parametro del metodo per ciascuna transizione ai fini dell'ottimizzazione
del segnale.

¢ I metodi del'MRM dinamico possono essere automaticamente suddivisi in 2 o
pitt metodi.
¢ I metodi del'MRM dinamico possono essere combinati in uno stesso metodo.

* Il programma Study Manager puo creare studi Drug Discovery Screening e studi
Optimization Automation.

¢ Lo studio Bioanalysis, ridenominato a partire dallo studio PK LIMS, e
supportato.

e Il programma Map File Generator supporta Worklists, Drug Discovery
Screening e Optimization Automation.

¢ Ora é disponibile la funzione Method Comparator.

. k disponibile la funzione Method Audit Trail in modalita Compliance e il
confronto tra versioni del metodo quando & attiva la conformita.

¢ La lista di lavoro contiene le colonne Sample Group e Sample Info. visualizzate
in Quant.

. E possibile specificare i codici a barre per le piastre in una lista di lavoro.
* Le esecuzioni in modalita bloccata sono supportate in Study Manager.
 E possibile specificare uno script di standby in Study Manager.

. k supportato un checksum per gli studi.

Versione B.03.01 con Service Pack 2

« [ supportato il backflush della sede dell'ago mediante Flexible Cube G4227A.
. E supportata la funzionalita di riduzione del carry over per Chip Cube 1260.
« [ supportata la pompa isocratica Agilent 1260 (G1310B).

¢« E supportata la pompa quaternaria Agilent 1260 (G1311B).

. k supportata la pompa quaternaria Agilent 1260 VL (G1311C).

« E supportata la pompa capillare Agilent 1260 (G1376A).

. E supportata la nanopompa Agilent 1260 (G2226A)

. B supportata la pompa binaria Agilent 1260 (G1312B).

. E supportata la pompa binaria Agilent 1260 VL (G1312C).
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E supportata la pompa binaria Agilent 1290 VL (G4220B).
E supportato I'autocampionatore standard Agilent 1260 (G1329B).
E supportato l'autocampionatore ad alte prestazioni Agilent 1260 (G1367E).

E supportato l'autocampionatore ad alte prestazioni con micropiastra Agilent
1260 (G1377A).

E supportato l'iniettore LC Agilent 1290 HTC/HTS (G4277A).
E supportato l'iniettore LC Agilent 1290 HTC/HTS (G4278A).

E supportato il rivelatore a lunghezza d'onda variabile (VWD) Agilent 1260 VL
(G1314B).

E supportato il rivelatore a lunghezza d'onda variabile (VWD) Agilent 1260 SL
(G13140).

E supportato il rivelatore a lunghezza d'onda variabile (VWD) Agilent 1260
(G1314F).

E supportato il rivelatore a lunghezza d'onda variabile (VWD) Agilent 1290
(G1314E).

E supportato il rivelatore con diode array (DAD) Agilent 1260 SL (G1315C).
E supportato il rivelatore con diode array (DAD) Agilent 1260 VL (G1315D).
E supportato il rivelatore con diode array (DAD) Agilent 1260 (G4212B).

E supportato il comparto colonna termostato (TCC) Agilent 1260 (G1316A).

Versione B.03.01

E supportato il programma Study Manager. E possibile creare uno studio da
una lista di lavoro o da un file di input PK LIMS.

E possibile aggiornare un metodo di MRM dinamico usando un file di dati o i
risultati del report dell'analisi quantitativa.

E possibile visualizzare un metodo di MRM nella finestra del visualizzatore
Dynamic MRM.

E supportato il programma Map File Generator. Questo programma consente di
modificare un file di mapping usato per mappare le colonne di un file di
importazione per i nomi delle colonne all'interno di una lista di lavoro.

E supportato l'autocampionatore a elevate prestazioni Agilent 1290 Infinity
(G4226A).

E supportata la pompa binaria Agilent 1290 Infinity (G4220A).
I supportato il rivelatore con diode array (DAD) Agilent 1290 Infinity (G4212A).
E supportato il comparto colonna termostato (TCC) Agilent 1290 Infinity (G1316C).

La tensione del capillare puo essere modificata durante un'esecuzione per
sistemi HPLC-Chip Cube.
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Versione B0.02.01 con Service Pack 1

E supportato I'autocampionatore a elevate prestazioni Agilent 1290 Infinity
(G4226A).

E supportata la pompa binaria Agilent 1290 Infinity (G4220A).

E supportato il rivelatore con diode array (DAD) Agilent 1290 Infinity
(G4212A).

E supportato il comparto colonna termostato (TCC) Agilent 1290 Infinity
(G1316C).

Le informazioni sull'ampiezza di picco sono visualizzate nell'interfaccia utente
dell'MRM dinamico.

E supportato il database della fase II dell'MRM dinamico.

Versione B.02.01
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E supportato il sistema LC/MS Agilent 6410A triplo quadrupolo.
E supportato il sistema LC/MS Agilent 6410A 2K triplo quadrupolo.
E supportato il sistema LC/MS Agilent 6410B triplo quadrupolo.
E supportato il sistema LC/MS Agilent 6430A triplo quadrupolo.
E supportato il sistema LC/MS Agilent 6460A triplo quadrupolo.

L'intervallo di massa € compreso tra 5 e 2250 amu per il sistema LC/MS Agilent
6430 triplo quadrupolo.

E ancora supportato il sistema LC/MS Agilent 6460A triplo quadrupolo (vedere
piu avanti).

E supportato I'MRM dinamico. L'MRM dinamico permette di aggiungere fino a
4000 transizioni in un unico segmento temporale con una sovrapposizione fino
a 200 transizioni contemporaneamente.

E supportato il software Agilent MassHunter Workstation versione B.02.00 con
Patch 3 - programma Qualitative Analysis.

E supportato il software Agilent MassHunter Workstation versione B.03.01 -
programma Quantitative Analysis.

E supportata la rapida inversione di polarita con tempo di inversione di 30 ms
per i modelli 6430A e 6460A.

E supportata la rapida inversione di polarita con tempo di inversione di 500 ms
per il modello 6410B.

Durante 'acquisizione dei dati sui modelli 6410B, 6430A o 6460A, non vengono
eseguite correzioni della linea di base per il rumore elettronico o della corrente
di oscurita. Questo rumore € infatti incluso nel file di dati.



Versione B.02.00

¢ Solo il modello 6460A triplo quadrupolo & supportato nella presente revisione.

* La tecnologia Agilent Jet Stream ¢ supportata sul sistema LC/MS Agilent 6460
triplo quadrupolo.

* L'intervallo di massa ¢ esteso da 5 a 3000 amu per il sistema LC/MS Agilent 6460
triplo quadrupolo. Non esistono masse di regolazione superiori a 2600 amu.

¢ L'intervallo di massa & compreso tra 5 e 1650 per il sistema Agilent 6410A
triplo quadrupolo. L'intervallo di massa ¢ compreso tra 5 e 2000 per il
sistema Agilent 6410B triplo quadrupolo.

. B possibile acquisire fino a 500 MRM per segmento temporale.
. E possibile acquisire piu di 150 MRM al secondo.

. k supportata l'inversione rapida di polarita positiva/negativa (ritardo di
inversione di 100 ms).

* Sono supportati i modelli D ed E dei rivelatori a lunghezza d'onda variabile
di Agilent.
e Lariduzione del ritardo gradiente € supportata su HPLC-Chip.
. B supportato l'autocampionatore a elevate prestazioni Agilent 1367D SL Plus.
. E possibile utilizzare qualsiasi lingua per creare gli script.
. k possibile inserire una lista di lavoro nella lista di lavoro corrente.

¢ Un'icona personalizzata é usata per indicare un file di dati MassHunter. Il
programma ".d Icon Changer" & disponibile per modificare l'icona dei file di dati
gia acquisiti.

¢ Le notifiche del registro possono essere visualizzate nella barra delle
applicazioni sotto forma di messaggi a fumetto.

¢ La quantita di spazio libero su disco ¢ visualizzata nella barra di stato della
finestra Data Acquisition.

¢ Il programma DA Reprocessing € disponibile per consentire la rielaborazione
dei file di dati con il programma Qualitative Analysis.

Per informazioni sulle novita dei programmi Qualitative Analysis e Quantitative
Analysis, consultare la Guida alla familiarizzazione per ciascuno di questi
programmi.
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Dove reperire le informazioni

Dove reperire le informazioni

Help
Premere F1 Per ottenere ulteriori informazioni su un riquadro, una finestra o
una finestra di dialogo, posizionare il cursore sulla parte del riquadro, della
finestra o della finestra di dialogo di interesse e premere F1.
Menu Help Dal menu Help, accedere alla guida rapida e alla guida di riferimento.
Documenti

E possibile trovare i manuali a corredo dell'hardware o del software per il triplo
quadrupolo. Inoltre, & possibile reperire una versione PDF dei manuali dal disco di
installazione all'interno della cartella Manuals. Molti di questi manuali sono anche
disponibili sul sito web www.chem.agilent.com.

Guida all'installazione Questa guida puo essere utilizzata per installare
I'hardware e il software, configurare lo strumento e verificarne le prestazioni.

Guida agli aggiornamenti Questa guida viene utilizzata per aggiornare il software
MassHunter Workstation a partire da una precedente versione.

Guida ai concetti - Quadro d'insieme Contiene le informazioni di riferimento per
aiutare a comprendere il funzionamento dell'hardware e del software.

Guida alla manutenzione Utilizzare questa guida per mantenere e risolvere i
problemi del sistema LC/MS Agilent triplo quadrupolo.

Guida alla familiarizzazione per I'acquisizione dati con la serie 6400 triplo
quadrupolo. Contiene gli esercizi per imparare a usare I'hardware del sistema
LC/MS triplo quadrupolo e il programma Data Acquisition per la serie 6400 triplo
quadrupolo.

Guida introduttiva a Study Manager Utilizzare questa guida per imparare a usare
il software MassHunter Study Manager.
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Guida introduttiva al software MassHunter Optimizer Utilizzare questa guida per
conoscere il programma MassHunter Optimizer. Il programma MassHunter
Optimizer fornisce un metodo per ottimizzare automaticamente i parametri di
acquisizione dati relativi a ciascun componente analizzato, per la modalita MRM
(monitoraggio di reazione multipla) su uno strumento a triplo quadrupolo.

Guida introduttiva al programma MassHunter QQQ Compliance Utilizzare questa
guida per conoscere il programma MassHunter QQQ Compliance.

Guida introduttiva al programma MassHunter Quant Compliance Utilizzare
questa guida per conoscere il programma MassHunter Quant Compliance
(questa guida e contenuta nel disco Quantitative Analysis).

Guida alla familiarizzazione del programma Qualitative Analysis Eseguire gli
esercizi per imparare a usare il programma Qualitative Analysis (questa guida
e contenuta nel disco Qualitative Analysis).

Guida alla familiarizzazione del programma Quantitative Analysis Eseguire gli

esercizi per imparare a usare il programma Quantitative Analysis (questa guida e
contenuta nel disco Quantitative Analysis).

Formazione

Guida alla familiarizzazione Usare le tre guide per imparare a conoscere meglio il
software.

Guida introduttiva Usare le guide introduttive a Study Manager, Optimizer e
Compliance per imparare a conoscere questi programmi.

DVD di formazione sui report Usare i video e gli esercizi di familiarizzazione per
imparare a stampare i report e a personalizzarli utilizzando il componente

aggiuntivo Report Designer e il programma Excel.

Corsi di formazione Visitare il sito www.chem.agilent.com per visualizzare un
elenco di corsi istruttivi sul sistema LC/MS Agilent triplo quadrupolo.
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Operazioni preliminari

Operazioni preliminari

Installazione dell'hardware e del software del sistema LC/MS triplo quadrupolo

Utilizzare la Guida allinstallazione per installare I'nardware e il software e
verificare le prestazioni dello strumento.

Configurazione, esecuzione e analisi dei campioni

Il percorso illustrato in basso descrive le fasi necessarie per configurare ed
eseguire un batch di campioni dall'inizio alla fine. Seguire le istruzioni riportate
nelle pagine che seguono per iniziare a usare lo strumento e imparare dove
reperire le informazioni che torneranno utili in ogni fase del percorso.

Inizio

_‘>1 Awviare il 2 Preparareil
software sistema
Data LC/MS
Acquisition ¢

onfiqura 3 Configurare
a ed eseguire
un metodo di
e : " acquisizione
Configurare ed . .
eseguire la | BIV(—‘,;dEI:EI
quantificazione nsu t.atl .con
6 Configurare e Quahta.twe
. Analysis
stampare i
report
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Operazioni preliminari

Fase 1. Avvio del software Data Acquisition

Le istruzioni fornite prevedono che:
e L'hardware e il software siano installati.
¢ Lo strumento sia configurato.

Usare le istruzioni contenute nella Guida allinstallazione per configurare lo
strumento per la prima volta e tutte le volte che si modifica la configurazione LC.

I moduli LC e il dispositivo MS a triplo quadrupolo sono accesi, ma la pompa LC
non funziona.

Dopo l'installazione tutte le icone del software Agilent MassHunter Workstation
sono visualizzate sul desktop. Per avviare il programma di acquisizione dati, fare
doppio clic sull'icona Data Acquisition.

Viene visualizzata la finestra Data Acquisition.

Fell===N (= |[E =

@@v\ . » Agilent MassHunter Warkstation » ~[42][ 52 D
File Edit View Tools Help
L T ———— g~ l @
¢ Favorites
o RY = &
= Libraries ' | == /
N :
« Homegroup ‘ @] @] @]
Acq Tools Qualitative Acq System Acq System Data Acquisition | Offline Method
= Analysis B.05.00 Launcher Logbook Editor
18 Computer o
€ Network ) = w,
=) Bl |
[ = o
Offline Worklist Optimizer for Optimizer Qualitative Study Manager
Editor Peptides Analysis B.05.00
3| Data Acquisition state: Zh Shared Size: 1.65 KB

e Shortcut Date modified: 1/15/2012 6:08 PM Date created: 1/15/2012 6:08 PM

Quando si apre la finestra, i motori del software si avviano
automaticamente. Se é necessario riavviarli, fare clic con il tasto
destro sull'icona Acq System Launcher nella barra di sistema, quindi
fare clic su Start Engines.

Library

EoR Se i moduli LC sono stati modificati di recente, & opportuno ricordarsi
di configurare di nuovo lo strumento. Vedere la Guida
all'installazione per istruzioni.
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Operazioni preliminari

Finestre - per svolgere la maggior parte del lavoro

Quando si avvia il programma Data Acquisition per la prima volta, viene
visualizzata la finestra principale. La maggior parte del lavoro viene svolta

all'interno delle otto finestre contenute in questa finestra principale. Le otto

finestre forniscono gli strumenti per configurare i metodi di acquisizione, eseguire
i campioni in maniera automatica o interattiva, monitorare lo stato dello
strumento, monitorare le esecuzioni e calibrare lo strumento.

Finestra Finestra Finestra Finestra Finestra
Instrument Status |  Chromatogram Plot Method Editor Spectrum Plot Actuals
(27 Agilert MasiHuriter Workitstan Dura Acquaitien| =& =
B e g Wein biried Trph. Ehp
Contet: | Aquan L newlrysre = |8 - Wrkliit: |
¥ | Achust: E
) o RunlN O & Fn I ) & Run o L EMF . Fun I D) . )
. = i i [
,
\?.21'. 700 o [
- 1 U500 mi/min % &)— L —
Up=E3 U=Is e
40,00 *C 34.56 °C
19216825411 Run 067 / 5,00 min
Cheomstogewn Pt 3¢ ||Spacium Plot- Fl
& Signal A& | 000 Spackrur [MS |3 MAM (27900 ESIsAglent Jot Svanm [+ 065
— iz o ]
- 1 s Height
|
i
. | ] s o
" o
B F11 % 2= = o 5 7 5 5 e I " " " w o om e ™ 6
M ethead | ®
L NIRRT o Apply
Puogertes O WP Sanglr M Savgks Pretestmend  DrayPume  CounnComp DAD (000
Toam i St | Acaiskion | scarce | Cromstogram | ot | dagscs |
T e v
| &]|| T F L Compoundbie | 15107 | Prscussarion ™ WS1Mns | Podetion © WS2Mas | Duel | Fiagrosricr | Coliicn Ery | CHECTHSS | oty
[oyv Tva Ghaing QED LT T 15 | Urt E dl 13| £ 4|Pertive
F—dr " || T T T — eoe
e m I o 5 e | | | [Pt
.-|| : o]k _:':»= |E" u[i. i |
F:] odectt [FAR o [H] | ]
g T
Le finestre Sample Run e Worklist sono visualizzate come schede. Queste tre finestre "condividono" questo
spazio. Fare clic sulla scheda per passare a un'altra finestra.
Figura 1 Finestra principale del programma Data Acquisition
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Operazioni preliminari

Mostra/nascondi finestre E possibile mostrare una finestra alla volta nella
schermata o fino a sette finestre contemporaneamente. E impossibile nascondere
tutte le finestre. Per mostrare o nascondere una finestra, fare clic sui comandi nel
menu View. E possibile inoltre nascondere una finestra facendo clic sull'icona X in
alto a destra della finestra.

Facendo clic su una finestra, il titolo della finestra attiva assume un colore
diverso. Premere F1 per visualizzare una guida sulla finestra attiva. E inoltre
possibile trascinare il bordo di una finestra per ridimensionarla. Facendo doppio
clic sul titolo della finestra, la finestra "diventa mobile" e puo essere trasportata
fuori della finestra principale. Fare nuovamente doppio clic sulla barra del titolo
per "ancorare" la finestra. E possibile spostare e ancorare la finestra facendo clic
con il tasto destro sul titolo della finestra e selezionando Floating.

Finestra Instrument Status Da questa finestra & possibile visualizzare lo stato di
ciascun dispositivo configurato con lo strumento: Error, Not ready, Pre-run,
Post-run, Running, Injecting, Idle, Offline e Standby. E inoltre possibile
impostare il controllo di esclusione del metodo e i parametri di configurazione per
i dispositivi LC e lo strumento MS.

Questa finestra visualizza lo stato corrente di ciascun dispositivo sotto forma di
testo e attraverso la codif_ica del colore:
Codifica del colore nella finestra Instrument Status

Colore Stato

Rosso Error (Errore)

Giallo Not ready (Non pronto)

Viola Pre-run, post-run, Waiting (Pre-esecuzione,

post-esecuzione, in attesa)

Blu Running, injecting (In esecuzione, iniezione in
corso)

Verde Idle (Inattivo)

Grigio scuro Offline (Non in linea)

Grigio chiaro Standby (ad esempio, lampade spente)
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Operazioni preliminari

Finestra Actuals Da questa finestra & possibile visualizzare il valore corrente dei

parametri dello strumento selezionati.

Ashach ®
[ ik
Ton sounce in the metod doss n
QG Fun State sty
QGG HehVae BAES Teon
000 G Taep 0T
O00: RoughVas HEELA0 Ten
OO0 Tubo ) Spesd 0005
QG Tubo 2 Spesd W%
QG Fenmnee Vs A7 @
00 Shesh G Flow 30 Limin
QO0: Shesth Gas Temp 15T
Dinary Pumge Pipple 0%

Finestra Chromatogram Plot Da questa finestra & possibile monitorare i tracciati
del cromatogramma in tempo reale. Questi tracciati possono essere segnali definiti

dall'utente e/o parametri dello strumento.

Chiomalogram Fiot x

Tic

Finestra Spectrum Plot Da questa finestra & possibile monitorare il tracciato

spettrale in tempo reale.

Spectium Flat x
000 Spectum [MS [1: MS2 Scan, ESI+Agilent Jet Stream (+], 051
0K Area: 0 2788
miz: 278.8
3150yt 07 3008
|5 Height: 182265
£ 100K Resolution: 0
= Tirne: 278.8
SO g
. bodia i ANHLL 5787 EEgd o085 955
100 200 300 400 S00 GO0 700 00 800 1000
i miz(amu)
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Finestra Method Editor Da questa finestra & possibile immettere i parametri di
acquisizione per il metodo.

Miethod E i
* W B || piresrseaerestm o nppiy
Puopasies Db WP Savplss WP Samgles Prohesimart  Ninsy Pump CobnComp. DAD [T00]
Ture e Stog e Aeawstion | Soace | Cheomstogram | ratrament | Cagnostics |
s o el i3 S sgprerts
‘ J SegrentName SlatHas CnéMsss | ScanTime  Fisgmentor | CelbccslersiorVolage  Polasty
» = 1000, 50 13| 7 Pome.

Scan pametess
Step e 7 ]
Diata sievege: [Fratie =

Fia ephels [FE - mefepchs

‘Worklist  Method [dtar  Sample Flun

Finestra Sample Run  Da questa finestra & possibile inserire le informazioni sul
campione per eseguire singoli campioni in maniera interattiva, oppure avviare
l'esecuzione di un singolo campione. Inoltre, & possibile specificare il campo
Override DA Method e selezionare Both Acquisition and DA oppure DA Only per
il campo Method Type, per eseguire l'analisi dei dati come parte del metodo.

Bampin Fun
>
Sancle Mddiions Indormation,
Heme Foaergim! Poikion Vil - &*
| Sample 1l _
It Vit ez Mithend - aW et D, Mt &
. Mathed Ty Acqisiion Ory
e b Eobleelml 0
Dista Fie.
7 s Ircsement —
Naste Somple 0000 | Viewe Dol | )
M Onn || ®

Wiklst Muhod Edior | Saergie Rl

16 Guida introduttiva al sistema LC/MS Agilent serie 6400 triplo quadrupolo



Operazioni preliminari

Finestra Worklist Da questa finestra & possibile immettere le informazioni sul
campione per pitl campioni. Quando si esegue la lista di lavoro, i campioni vengono
eseguiti automaticamente nell'ordine elencato. E possibile scegliere tra le varie
opzioni di esecuzione: Acquisition Only, Both Acquisition and DA, oppure DA only
selezionando una di queste opzioni come parte del metodo da eseguire nella
finestra di dialogo Worklist Run Parameters.

Ol emn#

Sample Name
v [Samplel [P1-a1
v [Sample? FT-AZ

1
2
3 v Sampled F181
PR o —

i s Eae | Semeie |

Sample Position

Muthod Data File Sample Typn
|detautm [WoekiistDotal.d |Sampls
detoutm WosklistDnta? d Sample
ditauitm WorklistDatad.d Samply
|detmudt m | WoeklistDintad o |Sampla
Worklet

Liwel Nome | Comment Sample Group

Info

Finestra Tune Da questa finestra & possibile calibrare lo spettrometro di massa.
E possibile utilizzare gli algoritmi di calibrazione automatica forniti, oppure
decidere di calibrare 1o strumento manualmente.

= Agileent MutsFbunter Wiork station Data fe quitition

= |[@ &

Fde  Vww  Tooli  Help
Cortests [ Fuame =] Layout [Defuuttiniie <[] - 3 > - Mithad: |phME25eantestm - Werklit: c
Tune x
T == 8 L 52
miz 101 11801 miz 62197 B21.97
o FWHM. 071 e FWHM, 0.74 Autotune Ramps
" Heaght: 22 » ® Haight: 180
5 150 3 -
£ ol & oo e
5 100K 8 2 1881
3 L. 4
: " 4
E £ ik 623,04 1%
£ 4 140
o 1 o 0 — \-__-_ £ g
118 120 E [ s w130
~ = et " L FF s a0
T miz 92195 92195 iz 152191 A iz 1121812120 81 bl
s PWHM. 071 O FWHM O FWHM. 089
Heaght: 44861 25 Haight: 311 15 Height: 1 100
o = : ]
| - E ram jo H7M 04
i % E 0
i %2300 o o B e L Tt
K 22 8 10 77 % 45 S 6 72 0 @0 ¢
“ T , - L Hds
w0 s 1530 18625 o nm N —
I # miéiomis) P mfziamu) R X NiWahaw Y= YValue
Autotune | Mad Tue |
Pulsiy Fatutan
jad Cleas Foukts
] T Start o Fachory defaults
U Tapet Pesk Width
& Bo Unt o7 wide [17 wigew o0
Chackiurm (v mom in vrns]
Urst wide et
M wis tokrance  [074 ] 050
Taget  Toersnce Taigs  Toknance Tuget  Townance P
Peak rickh o7 [T .20 60 250 =
% Conplste s 100
[Fheckiune n progress: [T Frafie
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Fase 2. Preparazione dei moduli LC

Leggere e seguire le istruzioni contenute nella Guida in linea per ciascuna delle
attivita della lista di lavoro descritte nelle pagine pili avanti.

1 Impostare il flusso LC su Waste.

Mentre si esegue il condizionamento e l'equilibratura della colonna, & possibile
calibrare lo strumento MS a triplo quadrupolo. In questa fase si vuole impedire il
pompaggio del flusso di effluenti all'interno del sistema, per cui si inverte la
direzione del flusso LC allontanandolo dalla sorgente ionica MS e canalizzandolo
verso lo scarico.

Se il cromatografo liquido & collegato a un rivelatore VWD o a un rivelatore DAD, ¢
comungque possibile monitorare le oscillazioni del cromatogramma in tempo reale
di uno dei rivelatori prima di un'esecuzione.

a Fare clic con il tasto destro sul dispositivo QQQ nella finestra Instrument
Status.

= ; Binary Pump - ,-" Column Comp. -
O JERIE". | G 0 JENE e N O T G IO REME. Idie I ) Ictie: N
\. b — | @ Port 1.°>:2 I} ¥ qT/ A5 ESt
R 800 200 : I
\"-‘ T 0.500 mi/min {:"‘ = - @ f:?-m
S o G W |

59.98 °C 60.00°C

Instrument
Idle

192168.254.11

b Fare clic su LC > Waste.
2 Spurgare la pompa LC.

Per spurgare la pompa, seguire le istruzioni fornite nel Manuale dell'utente
per la pompa.

18 Guida introduttiva al sistema LC/MS Agilent serie 6400 triplo quadrupolo



Operazioni preliminari

3 Configurare lo strumento per condizionare o equilibrare la colonna.

a Immettere i parametri LC, quindi fare clic su Apply per scaricarli nello
strumento LC.

Methnd E dites o
O v Wl B [pmmszscamtestm - | o Apply B
Fiopmiies DA HPSasple  HP Sanphes Fietiesnent | BrayFunp | ColamiCong. DAD 000

Binary Pump (G1312B) m m

Flow + Advanced
- + Timetable (4/50 events) "
(T
function ceriric view
Timefminl < A[x] 0fx1 [Bw. Moxfretie
& * [ i o @0 130 osm 000
180 A0 OO 05w 0000
By 130 D % HA - 200 400 EDD - -
Presiae Lists
M 0l ba Masc 40000 b
Shopaire Fasllnme
As Injeciou/Ho Limk o il Fesure Uit A Ui Esmply
] 500 | an ] 200 | =n Cut Copy Paste Shift Tines i

Wodlint | MethodEdeer | Sarple Aun

b Fare clic con il tasto destro su un modulo LC nella finestra Instrument
Status per modificare i parametri di controllo di esclusione del metodo, se
necessario.

Instrument Status

HiP Sampler . | @ Binary Pump . (/ Column Comp. . W[ DAD —

© JEMF. ] Idie I O - & de I O & de DN O ® Tdle IO

x @ @ § (L.
2.0uL 870 0
B @Cﬂmm'" ml/min %

00 mi/ \ @-

] RESSTR 73 =

Identify Device

60.02 °C 23.46 °C

S switeh Pump OFF

Bottle Fillings

192.168.254.11 0.00 /!
¢ Monitorare la linea di base e adattare il tracciato per assicurarsi che la

colonna sia equilibrata e che la linea di base sia stabile (vedere fase 4 e
fase 5 a pagina 20).
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4 Configurare lo strumento per visualizzare i valori dei parametri in tempo reale
(valori effettivi).
Mentre si prepara un'esecuzione e durante un'esecuzione, potrebbe essere
necessario visualizzare i valori effettivi dei parametri dello strumento.
E possibile farlo all'interno della finestra Instrument Status.
a Fare clic con il tasto destro sull'elenco Actuals per visualizzare il comando
Setup.
| Actuals x
Parameter Walle
000: Not Ready Test Long
Q00 Run State prefun
000: Highac 1.27E-5 Ton
QOO Gas Temp /0T
GO0 Rough Vac 1.B6E+0 Ton
GO0 Tubo 1 Speed 100.0%
QGG Turbo 2 Speed Setup.. oz
Q060: Fimwiare \'/?elsior\ D.U? 03
000: Sheath Gas Flow 12.017min
GO0 Sheath Gas Temp 400 'C
Binary Pump: Ripple 022%
Q0Q: Instument State background_acquisition
4 n »
b Fare clic su Setup per far comparire l'elenco dei valori disponibili per il
monitoraggio.
Artuals Selection Dinloq ==
Avadable Pauameters Patameters tn diplyy
I HP Samgles - -
" Ex.m‘. UOU. Nt Ready Texd Lung
5 DAD [ ] | w00 Runstee
a0 UGU. High Vs
e e [ e | | 000 G Temn
Capdary T | 000 AosghVac E
Loy Luserit UL: Tuba 1 Spesd
mﬁr::-m UG, Tarbu 2 Speed
Laeona Vikage DU Fermvare Vession
Divestes Vaboe U0, Shesth Gas Flow
ek P U0, Sheath Giss Teng
GatFlow By P, Fope =

Irsdramer 514 [ Clowan |
lon Mnde : )
on Passity

on Sunecn

Lncked Mode

M5 1 Heater
M5 2 Healer
Heks

¢ Aggiungere tutti i valori dei parametri che si desidera monitorare, quindi
fare clic su OK.
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5 Impostare lo strumento per visualizzare il tracciato in tempo reale.

Mentre si esegue il condizionamento della colonna, & possibile impostare le
visualizzazioni per monitorare l'effluente.

Fare clic con il tasto destro sul tracciato del cromatogramma, quindi su

Change.
Chromatogram Plot x
TIC
375134
3 Freeze
375134
375134 Zoom Out
a7613a-] Adjust
375134 i Change...
=1 T T T T T T
~ 1A -20 -10 o 10 20 30 min

Nella finestra di dialogo Edit Signal Plot, & possibile selezionare il tipo di
segnale di visualizzazione.

"Edit Signal Plot (=% ECh =<=|

Available Signals Selected Signals

inary Pump: Pressure fa
Binary Pump: Flow |
EBinary Pump: Solvent Ratios
Binary Pump: Solvent Riatio B
Binary Pump: Direction of Piston
Einary Pump: Direction of Piston

Tic

 Predictable Range & Floating Flange

il Y-asisrange;  [1.192092895, :|
- Dffset 0 =

I~ ulo y-adiust
Window Properties
-avis range: [60 ﬂmln

I Draw Grid

ak Cancel

Guida introduttiva al sistema LC/MS Agilent serie 6400 triplo quadrupolo 21



Operazioni preliminari

Fase 3. Preparazione dello strumento a triplo quadrupolo.

Eseguire una funzione di Checktune, Autotune o Manual Tune

1 Dall'elenco Context, fare clic su Tune.

[E= Agilent MassHunter Warkstation Data Acquisition

File View Sample Worklist Method Toals Help
Context: |Acquisition ~| Layout: | Defaultizyshlyt =

Instrument § B IELETel]
R U rreereeaaary

E possibile visualizzare la finestra Instrument Status, la finestra Actuals e la
finestra Tune quando si passa al contesto Tune. Fare clic su Tune nel menu
View se la finestra Tune non e visibile.

- -~ e Pty
D T~ e o ety dobouls
Hegaa T Pask Widh
& Boh [T wie [[2 Wt [ Mok
Chechiune (Al vaes ave in amu)
ey wide et
My gas lobearce [0 FET] 0.5
Tugs  Tokerme Tapet  Tokrance Taget  Tokance [ craciaen
Pask vith 7 i1e (E (T [ i
% Complete Ly i)

[Dane - Checimne

2 Fare clic su Checktune per valutare se i parametri MS rientrano nei limiti
adatti per produrre l'accuratezza e la risoluzione di massa specificati. La
funzione Checktune impiega un tempo massimo di 15 minuti.

Se il file di calibrazione corrente ¢ stato calibrato 1'ultima volta con Fast Scan
Autotune, 'algoritmo Checktune controllera solo MS2. Se il file di calibrazione
corrente ¢ stato calibrato 'ultima volta con Autotune, 'algoritmo Checktune
controllera MS1 e MS2.

Se il file di calibrazione corrente & stato calibrato 1'ultima volta con Fast Scan
Autotune, la casella di controllo Fast Scan é selezionata nella scheda Manual
Tune.

Eseguire un controllo Checktune con cadenza regolare.
Se il controllo Checktune ¢ positivo, passare a fase 4.

Se il controllo Checktune ¢ negativo, € necessario eseguire un Autotune
(descritto di seguito).
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3 Fare clic su Autotune per calibrare lo spettrometro di massa automaticamente
(15-20 minuti per tutti i modelli ad eccezione del 6490. Il modello 6490 impiega
circa 45 minuti per ciascuna modalita di ionizzazione). Il sistema modifica
automaticamente i vari parametri di calibrazione per calibrare lo spettrometro.
Eseguire 1'Autotune solo quando necessario.

Selezionare la casella di controllo Start from Factory Defaults solo dopo aver
spento e riavviato lo strumento. In seguito, facendo clic su Autotune, lo
strumento viene calibrato in base ai valori di fabbrica predefiniti (20-25 minuti
per tutti i modelli ad eccezione del 6490. I1 modello 6490 impiega circa

45 minuti per ciascuna modalita di ionizzazione).

I report Checktune e Autotune vengono generati automaticamente dopo che
I'Autotune si conclude positivamente. Se i risultati dell'Autotune sono negativi,
non viene stampato nessun report.

Se I'Autotune € negativo o se viene stabilito che lo spettrometro di massa a
triplo quadrupolo necessita di valori personalizzati inseriti per i parametri
di calibrazione, € possibile calibrare lo strumento manualmente.

Jateties |Marusal Tune |
I Calbuart o 7 LC-oM5 ™ LC-sWase Dptics | st | comsoncer | wsz | Detector | Fies | Acouseen
Jom Seumee P rpr— Do Florve Tabke bl Clewr Pk
— I~ Entle
Eoitghert 10 5 Fisgmendas 1% ¥ Lewioc [T v — oo
sagreeiis
# Podive Soan Tye LeaZRFOn  Lera2RF O R
= Negalive M52 Pkl | Skimmes 15 v Lars2 BE W v [1Bs v Yo Tueo I
L 20 Oupuer B0 v T T
GaFow [10 [0 vmn
Hebuiers [15 S Oeiopole 0[5 Vo Lea2RFPhae [17 0
Coptwy [0 v [ B8 v
Chanber
Cunert [ Flarrg ot
Woecde  [Em — T E
Vebge 1M Calhccalv =] Foe [0 wfp b 22 Sy [5 - Flamg
Shasth ]
- -
:;”‘Im’ : [Funamter Vahses et [ e e T e ]
GosFiow |7 [z v

4 (facoltativo) Fare clic sul pulsante Fast Scan Autotune Only per eseguire la
calibrazione con scansione rapida. Eseguire questa operazione solo se i risultati
dell'Autotune sono accettabili.

L'acquisizione con scansione rapida € supportata solo sul modello 6490 con due
tipi di scansione: MS2 Scan e Product Ion. L'Autotune con scansione rapida
esegue la calibrazione solo con la risoluzione Wide (1,2), con Samples
impostato a 1 (nella scheda Manual Tune > Acquisition) con una dimensione
passo di 0,2. Il tempo di scansione nella scheda Acquisition viene generato
automaticamente in base alla dimensione del passo e all'intervallo di massa.

5 Dall'elenco Context, fare clic su Acquisition.
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Impostare il flusso LC su MS

* Dopo aver eseguito il condizionamento della colonna e la calibrazione dello
spettrometro di massa a triplo quadrupolo, € necessario invertire il flusso LC
da Waste in MS. A tal fine, consultare la sezione “Impostare il flusso LC su
Waste.”a pagina 18.

Monitorare la linea di base MS e le visualizzazioni spettrali

Se non é stata monitorata la linea di base LC con un rivelatore VWD o DAD,
assicurarsi che la linea di base del triplo quadrupolo sia stabile e che nessuno
spettro di intensita interferente appaia nella visualizzazione.

Se la linea di base LC & stata monitorata con un rivelatore VWD o DAD,
ripristinare le visualizzazioni predefinite del triplo quadrupolo.

1 Fare clic con il tasto destro sul tracciato del cromatogramma, quindi su Change.
2 Selezionare il segnale MS, quindi fare clic su OK.

Visualizzare eventi ed errori nel registro di sistema

Durante la preparazione dello strumento, potrebbe essere visualizzato un errore
che deve essere risolto. Questa operazione viene eseguita attraverso il System
Logbook Viewer.

e Fare clic sull'icona Log ( [Tﬁ ) nella barra degli strumenti della finestra Data
Acquisition, quindi visualizzare gli eventi registrati.

* In alternativa, fare clic su Tools > System Logbook Viewer.

* O ancora, fare clic con il tasto destro sull'icona nella barra delle
applicazioni di sistema. Per prima cosa, fare clic su Enable Notification.
Quindi, fare clic con il tasto destro sull'icona LOG e poi su Configure. Il sistema

inviera una notifica dei nuovi errori e avvertimenti mostrando i messaggi nella
barra delle applicazioni.
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Fase 4. Configurazione ed esecuzione di un metodo di acquisizione

Leggere e seguire le istruzioni riportate nella Guida in linea per ciascuna delle
attivita descritte nelle pagine successive.

Inoltre, completare I'Esercizio contenuto nella Guida alla familiarizzazione del
programma Data Acquisition per imparare a configurare ed eseguire il metodo di
acquisizione.
1 Configurare il metodo:

a Immettere i valori e le impostazioni per ciascuna delle tabelle in basso.

b (facoltativo) Se si desidera scaricare le impostazioni nello strumento, fare

clic su Apply.

¢ Per salvare il metodo, fare clic su Method > Save As.

d Denominare il metodo e fare clic su OK.
2 Immettere i valori per tutti i moduli LC configurati per lo strumento.

Mthad E ditee x
)7 il W B | primsiscentestm -| o Apply B
Fiopelies  0f  HPSasplt  HP Sanphs Fisbesiend | BnayPup | CobmCmp  DAD 000

Binary Pump (G1312B) m m

Flows 4+ Advanced

+ Timetable (4,50 events) -
OB | nifen
function ceriric view
Sehvents Timefminl < A[x] 0fx1 [Bw. Moxfretie
A % HA & non 870 130 nam 400.00
180 A0 OO 05w 0000
0¥ 130 1 % HA - 200 400 GO0 - -
Presous Lisks
. 0w o be Max 0000 [ b
Shoghine Paslline
Az IrjnciogNo Limk ol Ak Heurew G 1 Dt Ermply
] 500 | an ] 200 | =n Cut Copy Paste Shit Times i
Woddit | MethodEdto | Sample Alun

Durante I'immissione dei parametri MS alla pagina successiva, assicurarsi che il file di
calibrazione sia quello da utilizzare insieme all'acquisizione.

3 Immettere i valori dei parametri per il triplo quadrupolo.

a Selezionare il tipo di scansione da Scan Type dall'elenco contenuto nella
tabella Time segments. La tabella Scan segments viene cancellata quando si
modifica il tipo di scansione. I parametri disponibili sulla destra variano in
base al valore Scan Type.
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Se si modifica Scan Type da MRM in Dynamic MRM oppure in Triggered
MRM, ¢ possibile copiare e incollare le transizioni dagli Appunti nella
nuova tabella Scan segments. Consultare la Guida in linea per ulteriori
informazioni.

b Immettere un valore nel campo Acquisition che si desidera modificare. E
possibile inserire pitl segmenti di scansione.

Non & possibile impostare la tensione del frammentatore in Acquisition se il
tipo di strumento ¢é il modello Agilent 6490. Questo strumento utilizza sempre il
valore nel file di calibrazione.

‘Mathad dior
O v Wl B pihsszscantestm - W apply |0
Propefies DA HPSampl  HP Sample Pretcoimert BinoyPume ComnComp. DD 000
Tune fle Stop tine Acquitition | Sousce | Crromatigram | et | Disgrostis |
| el = Mol Purg Scan vegrents
Beowie | &f c Lo CopoundName | ISTD? | Precutodlon © MS1Fer | Producthn 7 MS2Fes | Dwel | Fisgmentsr | Coliion Ersigy
rep— F— b Compoaad] r | 50 | Urst 20 Uit | | |
s = w P Peshwidh [007 e
Tirtee segments
g | Swt . Dets | Deks
o | B SemTipe | Divae Loty VR | Sired
Wi of = v|tams ol of &
| T | | | | ]
WS 2 SiW
Dpmur: MM
Fruoduct lon
Pracursa lon
Newrslloss |
fim MHN';‘,]"E‘!?‘T “madeyck: £

‘Wodlit | Mathod Edbor  Sampls fun

4 Configurare le impostazioni per modificare i parametri del sistema MS a triplo

quadruplo con segmenti e scansioni:

a Per aggiungere un segmento, fare clic con il tasto destro in un punto
qualsiasi della sezione Scan segments per far comparire il menu Scan
Segments, quindi fare clic su Add Row.

b Immettere i parametri per ciascun segmento da sottoporre a scansione.

Acquisition | couece | Creomatngrns | nssnment | owgrosties |

Scan segmerts
ConpourdHane | ISTO? | Poecusce lon | M1 Ris | Prodactlon 7| MSZRet | Dl | Fugmentor | ColinErsigy Cdc‘::“ Pl
¥ | Sulladmethone r 1| Unk - R N 0| 0| 20 5 |Posia
Sulachicingyadoee 2 Lina ] =] a 5 [Postrn
T Teere— 779 Ura Delets Row | w0 15 5[ Puasdne
Sulamethize r 2 1 0| 0 10 5|Pustin

Impert fram optimizer...
Upelate MAM Method ...
Cut

Cogy

Paste fram Chpboard

Fil Dsam

Fill Cobumn
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5 Impostare i segnali per il tracciato del cromatogramma:
a Fare clic sulla scheda Chromatogram.
b Selezionare Chromatogram Type, quindi immettere gli altri valori del

tracciato.
scopistion | Source  Chromatogram | instrumert | Disgrostics

Chiomatograms
Chromatogram Type Label Extiacted Masses | Precursor lon | Product lon Excluded Masses Offset v-Range
TIC TIC a 1E+07
MRM MRM 3/0 200 a 1000
EIC EIC 200 a 1000
MS1EIC MST1EIC 350 200 0 1000
MS2EIC MS2EIC 3=0 200 a 1000
BPC 200 a 1000
MS1BPC 200 200 a 1000
MS2BPC 3=0 a 1000

MS1BPC

6 Configurare Stored instrument curves nella scheda Instrument. All'interno del
programma Qualitative Analysys, € possibile visualizzare questi valori nella
finestra MS Actuals per lo spettro corrente. Con il triplo quadrupolo, i valori
nella finestra MS Actuals del programma Qualitative Analysis sono i valori
salvati nella scheda Instrument.

a Fare clic sulla scheda Instrument.

b Selezionare Stored instrument curves. Questi valori saranno visualizzati
nella finestra MS Actuals del programma Qualitative Analysis per ciascuno
spettro.

acauistion | Saurce | Crvomatostan  Instrument | Disgnostics

Aailable instrument curves

Capilary
Capillsty Cunent
Gas Flow

Gzs Temp
HighVac

M57 Healer
M52 Healer
Pump! Cunent
Purp2 Cunent
FoughVac
Sheath Gas Flow
Sheath Gas Temp
Turbol Speed
Turbo? Speed

>

<

N EINEIR

Stored instrument curves

Chamber Current

Mehulizer
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7 Configurare i parametri per I'analisi dei dati (DA).

28

Un metodo puo contenere parametri per l'analisi qualitativa, per I'analisi
quantitativa, o per entrambe. Un metodo di analisi dei dati € un metodo che
contiene i parametri di acquisizione dati con la casella di controllo Qual
Automation selezionata nella scheda Qual, oppure con la casella di controllo
Quant Automation selezionata nella scheda Quant.

a Fare clic sulla scheda DA.

b (facoltativo) Selezionare la casella di controllo Qual Automation. Il nome
dell'attuale metodo di analisi qualitativa é visualizzato nell'elenco. Se si
desidera modificare il metodo di analisi qualitativa collegato, fare clic sul
pulsante "..." per selezionare un metodo diverso. Quando il metodo DA viene
salvato, il metodo di analisi qualitativa selezionato viene copiato o collegato
al metodo di acquisizione dati.

Qual | Quant

Qual Automation
Qualtative Analysis Method
C:\MassHunter\Methods'default m

) Link @ Copy
Change to Method: =

View Method

¢ (facoltativo) Fare clic sulla scheda Quant. Selezionare la casella di controllo
Quant Automation. Il nome dell'attuale metodo di analisi qualitativa e
visualizzato nell'elenco. Se si desidera modificare il metodo di analisi
quantitativa collegato, fare clic sul pulsante "..." per selezionare un metodo
diverso. Quando il metodo DA viene salvato, il metodo di analisi
quantitativa selezionato viene copiato o collegato al metodo di acquisizione
dati.

d (facoltativo) Selezionare la casella di controllo Generate Report nella
scheda Quant. Selezionare quindi il file modello (Template File) da
utilizzare. Per stampare il report, selezionare la casella di controllo Print to
default printer. E inoltre possibile selezionare la casella di controllo Publish
per creare un file in formato CSV, TXT o PDF.
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| Bt Incrmenant

Wierilist | Method Editor | Sarmple Flun |
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Quant Automation
Quantitative Analysis Method
Select a method

@ Lk © Copy

Generate Report
Template Fie:
Print to default prirter
Fublish csv -

Change to Method: C:\MassHurier\Data\MRM_to_DMRM\MRM_to_DMRM quarimethodsnl [ |

C:\MassHurter\Report Tempiates\Quant\en-US\Letter\ESTD\Parts Grapl (... |

8 Salvare il metodo.

Operazioni preliminari

a Fare clic su Method > Save As oppure su Method > Save.

b Se necessario, denominare il metodo e fare clic su OK.
9 Configurare ed eseguire i campioni interattivi:

a Fare clic sulla finestra Sample Run. Per impostazione predefinita, questa
finestra e visualizzata come scheda all'interno delle finestre Worklist e

Method Editor.

b Immettere le informazioni tipo Sample Name, Data File Name e Path.

¢ Immettere i valori desiderati in Additional Information. E possibile
modificare il valore dei parametri nell'elenco Additional Information.

Postion ||

[Bample0006

' \MastHurter' Dt

View Dsta |

Aektona bdomaton,
Parameter Nama
Samgle 10
Crremide DA Methed
Samgle Type
Mathod Type
Galance Orveride
Equai Time (ran)

b Fumiee

Paramater Value é\_
©/MazsHntes Methods PAH_Link &
Sarcle :
Aegusison Dely
No Qvernde
0
Starcinrd Run
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E quindi possibile eseguire un metodo di analisi dei dati da questa finestra
selezionando Both Acquisition and DA oppure DA Only per il campo Method
Type. Inoltre, € necessario impostare Override DA method per indicare quale
metodo di acquisizione dati contiene il metodo DA da eseguire.

d Per avviare l'esecuzione di un campione singolo, fare clic sul pulsante Run,
.'-, nella finestra Sample Run, oppure sul pulsante Run, , hella barra
degli strumenti principale.

E possibile eseguire il campione singolo in modalita bloccata o sbloccata. Se la
modalita e bloccata, nessuno puo modificare i parametri del metodo o del
campione durante un'esecuzione. Non ¢ nemmeno possibile sovrascrivere
questo file di dati nel programma Data Acquisition. Il pulsante nella barra
degli strumenti principale indica che la modalita bloccata ¢ attiva.

Inoltre, & possibile specificare il campo Override DA Method e selezionare Both
Acquisition and DA oppure DA Only per Method Type, in modo da eseguire
I'analisi dei dati come parte del metodo.

10 Configurare ed eseguire le liste di lavoro

30

a Fare clic con il tasto destro in alto a sinistra della lista di lavoro.

{ Worklist

Oy W » 5 -

jample Position Method Data File Sample Type

Add Multiple Samples...
Add Sample
Add Script.

Sample

Copy Rowls)

Delete Row(s)
Add Column(s)...
‘Showy/Hide/Order Columns...
Text Size 3
Add Workdist...
Worklist Run Parameters...
Import Worklist...
Wrap

v Track Worklist Run

‘Worklist

Viorklist | Method Editor | Sample Run |

b Fare clic su Add Multiple Samples. Si apre la finestra di dialogo Add
Multiple Samples.

¢ Immettere tutte le informazioni nella scheda Sample Information.
Fare clic sulla scheda Sample Position per specificare le posizioni della
fiala del campione (verificare che il tipo di vassoio campioni specifico sia
configurato facendo clic con il tasto destro sull'immagine del dispositivo
autocampionatore).
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Add Multigle Samples =
Samghe leformaon | Sampin Foubion
I

Select Well-plate o Vsl Temy Plate/Tray Type
Sebact Tray - | [“meaitens =
Well-plate Tray

Sebection Dvigen Bicch Incremert

& Topleh " Teonght & Row major

) " Column majer

€ Bomombt © BT Sorpenine
Pt 1 Nusmbes of sameies Humber of reglicates

Plate 2 1
Plate 3 =

wiell-plate Tray

e Specificare le posizioni, quindi fare clic su OK.

f Per configurare 'esecuzione di una lista di lavoro, fare clic con il tasto
destro in alto a sinistra, quindi su Worklist Run Parameters.

g Fare clic sulla scheda Page 1.

h Immettere i percorsi per il metodo e i file di dati.
i Fare clic sulla scheda Page 2.

i Rivedere le informazioni e fare clic su OK.

k Per avviare l'esecuzione, fare clic sul pulsante Run Worklist, (i), nella
barra degli strumenti principale, oppure sul pulsante Run, , nella
finestra Worklist.

E possibile eseguire la lista di lavoro in modalita bloccata o sbloccata. Se la
modalita e bloccata, nessuno puo modificare il metodo o la lista di lavoro
quando la lista e in esecuzione.
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Per utilizzare un metodo di acquisizione che abbia un metodo DA differente dal metodo
inserito nella lista di lavoro, visualizzare la colonna denominata Override DA Method nella
lista di lavoro mediante la finestra di dialogo Show/Hide/Order Columns. All'interno di
questa colonna, immettere il nome dell'altro metodo contenente i parametri DA da
utilizzare per il campione. La parte di acquisizione dati di questo metodo € utilizzata in luogo
della parte di acquisizione dati del metodo corrente.

E inoltre possibile immettere il nome di questo metodo nella finestra di dialogo Add
Multiple Samples.
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Fase 5. Revisione dei risultati con il programma Qualitative Analysis

Usare il programma Qualitative Analysis per eseguire le attivita descritte di
seguito e altre attivita ancora:

Rivedere i risultati per lo sviluppo del metodo di acquisizione

Selezionare gli ioni precursore e gli ioni prodotto pili appropriati per le
analisi MRM

Trovare i composti
Identificare i composti
Eseguire l'estrazione delle caratteristiche molecolari

Eseguire gli esercizi contenuti nella Guida alla familiarizzazione per l'analisi
qualitativa per imparare a usare il programma Qualitative Analysis.

Eseguire 1'Esercizio 1 contenuto nella Guida alla familiarizzazione per
l'acquisizione dati del triplo quadrupolo per imparare a usare il programma
Qualitative Analysis e sviluppare i metodi di acquisizione.

Inoltre, consultare la Guida in linea per imparare a eseguire altre operazioni per
analizzare i dati.

Fase 6. Configurazione ed esecuzione della quantificazione

Un altro fondamentale strumento per l'analisi e il reporting dei risultati del
sistema LC/MS triplo quadruplo é il programma Quantitative Analysis.

* Eseguire gli esercizi contenuti nella Guida alla familiarizzazione per l'analisi
quantitativa per imparare a eseguire queste operazioni e quantificare i file dei
dati acquisiti:

Configurazione di un batch e di un metodo per quantificare
automaticamente un insieme di campioni

Revisione dei risultati imparando a visualizzare e a usare la schermata dei
risultati Batch-at-a-Glance

Identificazione e utilizzo degli outlier per modificare il metodo e
riquantificare i dati usando una curva di calibrazione piu adatta o altre
impostazioni pitl appropriate

Inoltre, consultare la Guida in linea per imparare a eseguire altre operazioni per
analizzare i dati.
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