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Neste guia...

Este guia contém as informacoes para se aprender a usar o seu Agilent
MassHunter Workstation Software - Analise Qualitativa com dados do CG/MS.

Antes de comecar a fazer os exercicios, por favor, leia as instrucoes em “Antes
de comecar com estes exercicios...” na pagina 5.

Exercise 1 Aprenda nocdes de analise qualitativa

Neste exercicio, vocé explorara algumas das muitas poderosas funcées do
programa de Analise Qualitativa. Estas tarefas sdo importantes, nao importa
que tipo de dados vocé esta usando.

Exercise 2 Encontre e ldentifique

Nos dois primeiros conjuntos de tarefas, voceé localiza e identifica
medicamentos com baixa concentracao de sulfa dentro de uma matriz
complexa e gera suas formulas para os dados TOF e Q-TOF. Também é possivel
fazer uma extracao de recurso molecular em uma digestao de proteina com os
dados TOF e Q-TOF. Estas tarefas também podem ser executadas nos dados
Triple Quad.

Exercise 3  Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima

Nestas tarefas, vocé aprende a configurar a executar qualquer método de
analise quantitativa. Vocé também aprende a editar um método para
automatizar a analise e/ou identificacdo do composto. Depois, vocé executa as
acoes dentro do método automatizando quando abre um arquivo de dados.
Vocé também aprende a criar um método para executar acdes automatizadas
com uma lista de trabalho. Cada uma destas tarefas é executada usando um
fluxo de trabalho diferente.

Referéncia

Neste capitulo, vocé aprendera noc¢oes basicas do programa de Analise
Qualitativa.
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0 Que é Novo

no B.06.00

Voceé pode revisar compostos na Visualizacdo de Detalhes do Composto.
Quatro janelas adicionais estao disponiveis na Visualizacdo de Detalhes do
Composto.

Quanto a Visualizacao de Detalhes do Composto, vocé pode definir diferentes
configuracoes de linha para diferentes tipos de cromatografos e espectros.

O algoritmo Encontrar Compostos por Integracao esta disponivel.

Vocé pode procurar em miultiplas bibliotecas por meio do algoritmo de
busca de biblioteca e massa de unidade.

No algoritmo Gerar Férmulas, vocé pode selecionar se quer anotar os picos
de espectro do fragmento com as féormulas. A anotacao do fragmento
seleciona o espectro a ser anotado com base no algoritmo de minagem de
composto.

O algoritmo Gerar Férmulas pode ser executado em compostos que vocé
encontra por meio do algoritmo Encontrar pela Deconvolucao do
Cromatoégrafo.

O algoritmo Gerar Férmula foi modificado para permitir que vocé insira
um nimero maximo de batidas para cada carregador de carga.

No algoritmo Gerar Féormulas, vocé pode agrupar batidas com a mesma
férmula, mas com carregadores de carga distintos.

Os compostos podem ser criados a partir de qualquer espectro de usuario.
O algoritmo de minagem de compostos para estes compostos é “Extracao
de Espectro”.

Quando vocé estiver salvando resultados com seu arquivo de dados, vocé
pode selecionar se deseja salvar os resultados de todos os compostos com o
arquivo de dados ou com um conjunto menor de resultados para cada
composto. Todos os cromatogramas de usudrio e espectros de usuario sao
sempre salvos.

O formato do arquivo CEF foi modificado, de modo que mais informacao é
incluida.

O m/z e a informacao de espécie de ion estdo disponiveis no primeiro nivel
da tabela de Resultados de Identificacao de Espectro.

A tabela de Identificacdo de Espectro foi modificada. Vocé pode adicionar
um filtro para uma coluna, e vocé pode excluir uma fila.
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Vocé pode agora classificar um pico com Férmula & Espécie de Ion.

Alterar o espectro classificado como Melhor na janela Resultados de
Identificacdo de Espectro, quando vocé tiver um niimero grande de
entradas, é agora um processo significativamente mais rapido.

Voceé pode especificar que os cromatogramas de camada sejam sobrepostos
no Relatério de Composto.

O template de relatério da Confirmacao de Férmula padrao foi modificado
para incluir a coluna colorida de Marcacodes (tgt) e a Tabela de Fragmentos
com a coluna colorida de Marcacdes (tgt).

Antes de comecar com estes exercicios...

Instale o software. Consulte o Guia de Instalacdo para instrucodes.

Copie as pastas nomeadas Dados de seu disco de instalagdo em formato
descomprimido para qualquer local em seu disco rigido.

Esta pasta contém todos os arquivos de dados necessarios para este
exercicio. Vocé pode precisar primeiro extrair os arquivos de dados de seu
formato .zip.

Né&o reutilize os arquivos de dados de exemplo que ja estdo em seu sistema, a menos que
vocé saiba que vocé os copiou dos originais no disco e que vocé é a (inica pessoa a
utiliza-los. Se os arquivos de dados de exemplo ja estdo no sistema nao coincidem com os
originais exatos no disco, entdo os resultados obtidos durante este exercicio nao
coincidirdo com aqueles fornecidos no guia.
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1

Aprenda nocoées de analise qualitativa

Abra o programa Qualitative Analysis 10

Tarefa 2. Configurar Interface de Usuario para dados GC/MS 13
Tarefa 3. Ampliar ou reduzir a visualizacdo do cromatograma 16
Tarefa 4. Fixar um cromatograma 17

Tarefa 5. Modificar layouts de janela 18

Tarefa 6. Extrair cromatogramas 20
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Tarefa 8. Calcular valores do sistema de adaptacdo 27

Tarefa 9. Extrair espectros de um cromatograma 30

Tarefa 10. Adicionar anotagcées 40

Tarefa 11. Adicione um compasso de massa 44

Neste exercicio, vocé explorara algumas das muitas potencialidades do
programa Qualitative Analysis para trabalhar com dados GC/Q-TOF e
GC/QQQ.

Cada exercicio é apresentado em uma tabela com trés colunas:

Passos — Use instrucgoes gerais para proceder por conta préopria, explorando
0 programa.

Instrucoes Detalhadas — Utilize-as se vocé precisar de ajuda ou se preferir

um processo de aprendizado passo-a-passo.

Comentario — Leia-os para obter dicas e informacao adicional sobre cada

passo no exercicio.
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1 Aprenda nocdes de analise qualitativa

Abra o programa Qualitative Analysis

Nesta tarefa, vocé abre miltiplos arquivos de dados utilizando o método atual.

Tarefa 1. Abra o programa Qualitative Analysis com multiplos arquivos de dados

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

1 Abra o programa Qualitative
Analysis.

Abra os arquivos de dados Pest -
200 - Scan.d, Pest - STD 200
MRM.d, Pest Strawb-01
SPIKED 1 ppb - 1 ul inj.d e
MSD_mix_4stds_DG_spl200_0
3.d na pasta
\\MassHunter\Data ou na

pasta para a qual vocé os copiou.

Tenha certeza de que o botdo
Use current method foi clicado.
Tenha certeza de que a caixa de
marcacdo Load result data esta
limpa. Se a caixa de marcacéo
Load result data nao estiver
disponivel, entdo nenhum
resultado foi salvo no arquivo de
dados. Vocé aprende a salvar
resultados em “Tarefa 17. Salvar
resultados” na pagina 69 para
instrucdes sobre como salvar
resultados.

Tenha certeza de que a caixa de
marcacéo Run ‘File Open’
actions from selected method
esta limpa.

a Clique duas vezes sobre o icone
Agilent MassHunter Qualitative
Analysis B.06.00 :'z%‘ .

0 sistema exibe a caixa de dialogo
Open Data Files.

b Va para a pasta \\MassHunter\
Data\GC ou para a pasta onde os
arquivos-exemplo estdo localizadas.

+ 0 arquivo Pest - 200 - Scan.d
contém dados MS e o Pest - STD
200 MRM.d e os arquivos Pest
Strawb-01 SPIKED 1 ppb - 1 ulinj.d
contém tanto dados MS guanto
MS/MS (todos GC/QQQ).
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d
contém dados GC/Q-TOF.

» Vocé pode obter ajuda para a maior
parte das janelas, caixas de dialogo
e abas pressionando a tecla F1
quando o teclado estiver ativo.

5] Open Data Fite ===}
ook i | G (¥ ek IR
Pecent hems
=
Deskicp
Campaoer
e. Filerame:  "MSD_me_tesds DG _sol200_03.0° “Fust - 200-5¢ = Open
Hptwork Files oftype: |Dsts Fles (') - Cancel
Hedp
Dptions
Samgis Ffomaton
Samcte Nawe
@ Use current method User Name
Load rosult data e
Fum File Open’ acsions feom Descrgtion
selected mathod
Figura 1 Abra arquivos de dados quando abrir o software
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Aprenda nocdes de analise qualitativa 1
Tarefa 1. Abra o programa Qualitative Analysis com multiplos arquivos de dados (cont.)
Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
¢ Pressione e segure a tecla Shift + Sevocé pressionar a tecla Ctrl, vocé
quando vocé clicar em Pest - 200 - pode escolher arquivos que ndo
Scan.d, Pest - STD 200 MBM.d, Pest estdo diretamente proximas uns
Strawb-01 SPIKED 1 ppb - 1 ul inj.d e aos outros na lista.
MSD_mix_4stds_DB_spl200_03.d. * 0 que vocé vé na janela principal,
d Cliqgue em Open. neste momento, depende do
Todos os quator arquivos de dados método, layout, exibicdo e
sdo exibidos na janela Data Navigator, configuragdes de plot que vocé
e de 1 a3 cromatogramas séo exibidos utilizou antes de abrir estes
na janela Chromatogram Results. arquivos.
e Clique noicone List Mode.-% na * Quando vocé clica sobre o icone
barra de ferramentas List Moe, o plano de fundo do icone
Chromatogram Results. muda para laranja.
Agilent MassHunter Workstation Software - Analise Qualitativa Guia de Familiarizacao para GC/MS 11



1 Aprenda nocdes de analise qualitativa

Tarefa 1. Abra o programa Qualitative Analysis com multiplos arquivos de dados (cont.)

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

i File Edit View Find Identify Spectra Chromatograms Method Sequence Wizards Actions Configuration Tools Help

i 2 Hag e FMEE - PR [EE (AR # L4 A il T B GG e @ &) 5 5 5 [ Nevigatorview | Compound Detils View

: % Data Navigator x || /A Chromatogram Resuits "
Sort by Data Flle 'iﬂﬂt\Q@M\\{\m\OG 2-\1&&5\%&&;\@ Minutes =l A
 [] MSD_mix dstds_DG_spi200_03D A
5] U earmbgrans 107 |+EITIC Scan MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.0 4 A
[EIN - 7C 5can ; 1
= ]
& ectra 08
] 06
B noes
&[] Pest- 200 - Scan.D 044
5[] User Chromatograms L 024
- [Faf®Y + TIC Scan i ol
%107 |+El TIC Scan Pest - 200 - Scan.D
1545 2
B noes 125
&[] Pest - 5TD 200 MRM.D 1
5[] User Chromatograms o]
TIC MRM (= -> =) L
f = 054
& ectra 025
] o—
- . - : : : . - : : : - : : : . - :
i 1 5 & 7 § ®© 1 1 B 1 |6 & & ® 20 o2
&[] Pest Strawb-01 SPIKED 1 ppb - 1 ulini D i e
i [E: Method Explorer: Defaultm x [/i 1l MS Spectrum Resuits 5

| Chromatogram

»

HEr

QB wissaioc

'

2 =[] (]2 o I[Be] % % =

[integrate (us)

Integrate (MS/MS)
Integrate (V)

Integrate (GC)

Integrate (ADC)

Smooth

Exclude Mass(es)
Calculste Signal-to-Moise
Define Chromatograms
Adjust Delay Time
Extraction Data Format

]

i

cone Maximum
Number of List Panes

icone Display
Options

Clique no botao X para

fechar esta janela.

Figura 2
é carregada.

A janela principal da Qualitative Analysis com o GC/Q-TOF Compound Screening Workflow
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Aprenda nocdes de analise qualitativa

Tarefa 2. Configurar Interface de Usuario para dados GC/MS

Nesta tarefa, vocé alterna ou para o fluxo Geral (para clientes GC/QQQ) ou
para o fluxo de trabalho GC/Q-TOF Compound Screening (para clientes
GC/Q-TOF). Estes dois fluxos de trabalho sao os tinicos que aceitam a analise
de dados GC/MS. Em seguida, abra a caixa de didlogo User Interface
Configuration e marque as caixas de marcacao apropriadas para um sistema
GC/QQQ ou um sistema GC/Q-TOF.

Tarefa 2. Configurar Interface de Usuario para GC

1

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

1 Se necessario, abra o programa
Qualitative Analysis

2 Alterne ou para General Workflow,
ou para GC/Q-TOF Compound
Screening Workflow.

Cligue duas vezes sobre o icone
Agilent MassHunter Qualitative
Analysis .

0 sistema exibe a caixa de dialogo
Open Data Files.

Cligue sobre Cancel na caixa de
dialogo Open Data Files.

Se vocé tiver um instrumento
GC/QQQ, clique sobre o comando
Configuration > Configure for
Workflow > General. Se vocé tiver um
instrumento GC/Q-TOF, clique sobre o
comando Configuration > Configure
for Workflow > GC/Q-TOF Compound
Screening.

Cligue no botdo Load workflow’s
default method e no botdo Load
workflow’s default layout.

Clique em OK.

Clique no icone List Modeﬁk na
barra de ferramentas Chromatogram
Results.

* Vocé pode obter ajuda para a maior
parte das janelas, caixas de dialogo
e abas pressionando a tecla F1
quando a janela estiver aberta.

+ Se o programa Data Acquisition
para GC/QQQ ou GC/Q-TOF esta
instalado no mesmo computador, o
software configura a Interface de
Usuario automaticamente. A secdo
GC/Q-TOF Compound Screening
pode ja estar disponivel na janela
Method Explorer.

* Por definicéo, os cromatogramas
estdo sobrepostos. Para estes
exemplos, os cromatogramas séo
exibidos em List Mode.

Agilent MassHunter Workstation Software - Analise Qualitativa Guia de Familiarizacao para GC/MS
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1 Aprenda nocdes de analise qualitativa

Tarefa 2. Configurar Interface de Usuario para GC

Comentarios

Etapas Instrucoes Detalhadas

3 Sevocé temum GC/QQQ, a Clique em Configuration > User
configure a interface do usuario Interface Configuration.
para exibir as fungées GC/QQQ b Em Separation types, marque apenas a
apenas. caixa de marcacgéo GC.

¢ Sevocé tem um instrumento GC/QQQ,
entédo, em tipo de ionizagdo, marque a
caixa de marcacéo El or other “hard”
ionization technique e limpe a caixa
de marcacao Cl, APCI, ESI, MADLDI or
other “soft” ionization technique.

d Sob Mass accuracy, limpe a caixa de
marcacdo Accurate mass (TOF,
Q-TOF). Marque as caixas de
marcacdo Unit mass (Q, 0QQ).

e Em Optional software features, limpe a
caixa de marcacédo Peptide Sequence
Editor e a caixa de marcacéo
BioConfirm Software.

f Sob Non-MS detectors, limpe as
caixas de marcagdo UV and ADC.

g Marque a caixa de marcacdo Show
advanced parameters.

h Clique em OK.

User Interface Configuration

=

Mark all of the following that apply to the data you wish to analyze. Your choices control the tocls
that are enabled as well as the initial values for some parameters in the default method.

Separation types

9] GC ] Other (for example. CE) A
[FILC A [ None (for example, infusion) A

lorization type
El or other “hard” ionization technigue

7 C1. APCL ESI, MALDI or cther "soft
ionization technique

Optional software features

] Peptide Sequence Editor A

Other
Show advanced parameters

A

Mass accuracy
Unit mass (Q. QQQ)
[7] Accurate mass (TOF, G-TOF) A

MS levels

MS (any)

MS/MS (QQQ. Q-TOF)
MNon-M5 detectors

bW A
[140c A

Vocé pode alterar quais comandos
estéo disponiveis na caixa de
dialogo User Interface
Configuration.

Se uma funcéo nao estiver visivel,
entédo provavelmente ela esta
escondida quando uma caixa de
marcacéo User Interface
Configuration.

Figura 3 Configurando a interface de usuario para usa-la com dados GC/QQAQ.
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Aprenda nocdes de analise qualitativa 1
Tarefa 2. Configurar Interface de Usuario para GC
Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
4 Se vocé tem um instrumento a Cliqgue em Configuration > User » Vocé pode alterar quais comandos
GC/Q-TOF, configure a interface do Interface Configuration. estéo disponiveis na caixa de
usuario para exibir funcdes b Em Separation types, marque apenas a dialogo User Interface
GC/Q-TOF apenas. caixa de marcacgéo GC. Configuration.
¢ Em tipo de ionizacdo, marque ambas » Se uma funcdo nao estiver visivel,
as caixas de marcagéo. entédo provavelmente ela esta
d Em MS levels, marque ambas as escondida quando uma caixa de
caixas de marcagéo. marcacéo User Interface
e Sob Mass accuracy, limpe a caixa de Configuration.
marcacao Accurate mass (TOF,
Q-TOF). Limpe as caixas de marcacao
Unit mass (Q, 0QQ).
f Em Optional software features, limpe a
caixa de marcacédo Peptide Sequence
Editor e a caixa de marcacéo
BioConfirm Software.
g Sob Non-MS detectors, limpe as
caixas de marcagdo UV and ADC.
h Marque a caixa de marcacdo Show
advanced parameters.
i Clique em OK.
e ==
e e e R
Separation types Mass accuracy
FGe 7] Other (for example, CE) [7] Unitmass (Q.QQQ) A
FELe [] None (for example, infusion) [¥] Accurate mass (TOF, Q-TOF)
lonization type MS levels
[¥] El or other "hard" ionization technique ] MS (any)
B s @ a1on
Optional software features Non-MS detectors
[] Paptide Sequence Editor UV
[F] ADC
Cther
Show advanced parameters
==
Figura 4 Configurando a interface de usuario para GC/Q-TOF.
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1 Aprenda nocdes de analise qualitativa

Tarefa 3. Ampliar ou reduzir a visualizacao do cromatograma

Nesta tarefa, vocé se familiarizara com as funcoes de aumentar ou diminuir
zoom do programa Qualitative Analysis.
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Aprenda nocdes de analise qualitativa 1

Tarefa 4. Fixar um cromatograma

Nesta tarefa, vocé fixara um cromatograma. Quando vocé fixa um
cromatograma, o cromatograma fixo permanece constantemente em exibicao
enquanto vocé navega pelos outros cromatogramas para exibi-los.

Tarefa 4. Fixar um cromatograma

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

+ Fixar um cromatograma
Exibir todos os cromatogramas
Tenha certeza de que a lista de
visualizagdo de cromatograma
esta definida para 1.
Na janela Chromatogram
Results, selecione o segundo
TIC.
Fixe este TIC.

Navegue pelos cromatogramas.

Limpar a fixacdo

a Em Data Navigator, marque as caixas
de marcacéo para os cromatogramas
que vocé escondeu na tarefa anterior.

b Tenha certeza de que o nimero
maximo de painéis esta definido como
1 na janela Chromatogram Results.

¢ Najanela Chromatogram Results,
selecione o segundo TIC.

d Clique com o botéo direito no
cromatograma, em seguida, clique em
Set Anchor.

e Utilize a barra de rolagem na janela
Chromatogram Results para navegar
pela lista de cromatogramas. O
segundo TIC permanece sempre
visivel, como o primeiro
cromatograma.

f Clique em Chromatograms > Clear
Anchor.

i /A Chromatogram Resulis

i2eilaB#C[Ea D

R | N PN AR

Minutes

* Quando vocé define uma fixagem
para um cromatograma, um icone
de fixagem aparece na janela do
Data Navigator, proximo ao nome
do cromatograma fixo.

+ Dois cromatogramas aparecem na
janela Chromatogram Results apos
voce fixar um, mesmo que a lista de
visualizacao indique 1. Isto
significa, agora, que vocé visualiza
um cromatograma adicional ao
cromatograma fixo.

» Vocé pode também clicar com o
botéo direito e clicar Clear Anchor
no menu do atalho.

x107 |+EI TIC Scan Pest - 200 - Scan.D
t

1
05

[]

n

X107 +EI TIC Scan MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.D
075

025

6 7 2 9

™ 12 1B 1 1 1 17 18 1 2 A
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura b

TIC fixo na janela Chromatogram Results
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1 Aprenda nocdes de analise qualitativa

Tarefa 5. Modificar layouts de janela

Nesta tarefa, vocé move as janelas na visualizacao principal e cria varios
layouts de janelas.

Tarefa 5. Modificar layouts de janela

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

1 Modifique o layout de janela:
Modifique o tamanho da janela.
Salve o layout da janela.
Desbloqueie o layout.
Modifique a janela
Chromatogram Results para que
ela flutue.

Mova a janeal Chromatogram
Results.

Exiba as ferramentas para o
reposicionamento das janelas.

Figura 6

Para modificar o tamanho de uma

janela, arraste a fronteira entre janelas.

Para salvar um layout de janela, clique
em Configuration > Window

Layouts > Save Layout.

Para desbloquear um layout de janela,
clique em Configuration > Window
Layouts > Lock Layout.

Para fazer uma janela flutuar, clique
com o botéo direito sobre a janela, em
seguida, clique em Floating no menu
de atalhos.

Para mover uma janela, clique na barra
de titulo da janela e arraste-a para o
local desejado.

Para exibir as ferramentas de
reposicionamento, arraste a janela
sobre uma das outras janelas. Quando
a janela estiver sobrepondo uma
segunda, o programa exibira varias
ferramentas de layout, como exibidas
em Figura 6.

+ Se o layout estiver desbloqueado, o
sistema ndo exibird uma marca de
checagem ao lado do menu Lock
Layout.

* Vocé pode usar apenas as
ferramentas de reposicionamento
quando o layout estiver
desbloqueado.

* Vocé também pode fazer uma janela
flutuar clicando duas vezes sobre a
barra titulo da janela.

+ 0 software tem muitos layouts
diferentes criados. Vocé também
pode tentar criar layouts diferentes.

0 software tem diferentes fluxos de
trabalho. Cada fluxo de trabalho
carrega um layout diferente. Alterar
para um fluxo de trabalho diferente
também modifica o layout.

Ferramentas de reposicionamento de janela.
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Tarefa 5. Modificar layouts de janela (cont.)

1

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

2 Reposicionamento na janela
Chromatogram Results.

Mova a janela de modo que ela
permaneca ao topo, a esquerda,
a direita e, em seguida, na parte
inferior da janela.
Mova duas janelas
conjuntamente de modo que
uma esteja ao topo da outra e
disponivel apenas por meio de
abas na parte inferior.
Recupere o layout padréo.

+ Sevocé arrastar o cursor sobre um dos
icones menores, a janel que vocé esta
arrastando sera posicionada acima, a
direita, abaixo ou a esquerda de todas
as outras janelas.

* Arraste o cursor sobre o icone maior.
A janela pode também ser posicionada
acima, a direita, abaixo ou a esquerda
de uma outra janela arrastando o
cursor sobre as bordas de um icone
maior.

» Para agrupar duas janelas juntas,
arraste o cursor sobre o centro do
icone maior. Vocé vera uma verséo
sombreada das duas janelas
agrupadas. Pare de arrastar o mouse.
AS duas janelas serdo colocadas
conjuntamente em abas.

+ Clique em Configuration > Window
Layouts > Restore Default Layout.

+ 0 cursor deve estar sobre uma das
setas em uma caixa, para que o
reposicionamento aconteca.

* Clicar sobre o comando Restore
Default Layout restaura o layout
que é utilizando pelo fluxo de
trabalho General e pelo fluxo de
trabalho GC/Q-TOF Compound
Screening. Se vocé esta usando um
fluxo de trabalho diferente, vocé
precisa carregar o layout que é
usado para este fluxo de trabalho.

Agilent MassHunter Workstation Software - Analise Qualitativa Guia de Familiarizacao para GC/MS
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Tarefa 6. Extrair cromatogramas

Nesta tarefa, vocé extrai e funde os cromatogramas do TIC original.

Tarefa 6. Extrair cromatogramas

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

1 Extraia e funda os cromatogramas
de ion extraidos (EICs) de duas
massas no arquivo de dados Pest -
200 Scan.d.

Os valores m/z séo 129.0 e
414.2.

Né&o funda os picos de massas
individuais em um
cromatograma.

Na janela Data Navigator, limpe as

caixas de marcacéo dos arquivso de

dados exceto por Pest - 200 Scan.d.

Abra a caixa de dialogo Extract

Chromatograms, usando a opcdo

abaixo ou uma das opgodes a direita:
Cligue em Chromatograms >
Extract Chromatograms.

Em List of opened data files, clique em

Pest - 200 - Scan.d.

Na caixa de lista Type, selecione EIC.

No campo m/z value(s), digite

129.0, 414.2

Se necessario, limpe a caixa de

checagem Merge multiple masses

into one chromatogram para fundir os

EICs.

Clique em OK.

Defina Maximum number of list

panes para 3 na barra de ferramentas

Chromatogram Results.

» Vocé pode também extrair

cromatogramas de uma das

seguintes maneiras:
Clique com o botéo direito no
cromatograma e clique em
Extract Chromatograms.
Partindo de Data Navigator,
selecione TIC Scan para
sulfas_PosMS.d, em seguida,
clique com o botéo direito sobre
TIC Scan e clique em Extract
Chromatograms.

* Vocé pode utilizar o nivel do MS ou

All ou MS.

Observe que vocé também pode
escolher fazer com que o
cromatograma extraido
automaticamente seja integrado
apos a extracao.

Vocé também pode extrair um
cromatograma partindo de um
espectro de massa.

Extract Chromatograms

List of opened data files

WS =

Type: [EIC =)a [ merate when

==

A MS Chromatogram | Advanced | Excluded Masses|

miz of interest | Any

miz value(s) 1290, 4142

MS level: Al - Polarity: |Posiive v | A
Scans: All scan types A

7] Merge multiple masses intc one chromatogram

=] =]

Figura7

A caixa de dialogo Extract Chromatograms
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Tarefa 6. Extrair cromatogramas (cont.)

Aprenda nocdes de analise qualitativa

1

Etapas Instrucoes Detalhadas

Comentarios

i /A Chromatogram Results
A

i2etlaBudasc

3 i ]E A S % e | S

x107

1

0

x108
B

05

+E1 TIC Scan Pest - 200 - Scan.D

+El EIC(129.0000) Scan Pest - 200 - Scan.D

E= L

x103

2

+EI EIC(414.2000) Scan Pest - 200 - Scan.D

EINE T T R T

o 1 12 138 1
Counts vs. Acquisition Time (min)

15

I3

17

i

15

20

pil

Figura 8

ao TIC original

Cromatogramas de ion extraidos fundidos (EICs) comparados
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1 Aprenda nocdes de analise qualitativa

Tarefa 7. Integre interativamente um cromatograma GC/MS

Nesta tarefa, vocé aprende modos diferentes de se integrar um cromatograma,
altere os parametros de integracdo para modificar os resultados e calcular a
relacao Sinal-Ruido para os picos integrados para dados MS/MS.

Tarefa 7. Integre interativamente um cromatograma GC/MS

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

1

2 Exiba apenas dois cromatogramas  *

Integre o arquivo de dados TIC

Scan chromatogram for the
200 - Scan.d, utilizando qua

uma das opcdes listadas abaixo.

ao mesmo tempo.

a Marque o arquivo de dados Pest - 200 -
Scan.D na janela Data Navigator.
b Selecione o cromatograma TIC Scan e
utilize um dos seguintes comandos:
A partir da barra de menu, clique em
Chromatograms > Integrate
Chromatogram.
Clique com o botdo direito em
qualquer lugar na janela de
cromatograma, e clique em
Integrate Chromatogram.
Na janela Data Navigator, selecione
Pest - 200 - Scan.D > User
Chromatograms > TIC Scan, em
seguida, clique com o botéo direito
em TIS Scan e clique em Integrate
Chromatogram.

Pest -
Iquer

Selecione 2 da caixa Maximum
number of list panes na barra de
ferramentas Chromatogram Results.

/\ Chromatogram Resulls

ia et QB x40 C

7 |+ TIC Scan Pest- 200 Scan D
2491 4007

I A

2][: 116k . 1zis§
B 4538 15719 . 20145
Sonaeet JJLAA'« Lottt o 17534 A

3 ([T AE %] % e ]

%108 +El EIC(129.0000) Scan Pest - 200 - Scan.D

L

1«“
0
x105  +El EIC(414.2000) Scan Pest - 200 - Scan.D

25*
0

3 4 5 [ 7 2 9

10 1 12 13 14 15 1% 17 18 18 20 21

Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 9

TIC Scan Chromatogram integrado com muitos picos pequenos.

Observe que o programa integrou
praticamente todos os picos no
cromatograma.

Selecione o integrador a ser usado
para os dados de MS, dados de
MS/MS e dados de GC na janela
Method Editor.

0 cromatograma é um
cromatograma MS, de modo que os
valores que sdo definidos na secdo
Integrate (MS) do Method Editor
sdo usados quando se integra o
cromatograma.

Muitos picos pequenos sdo
integrados.
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Tarefa 7. Integre interativamente um cromatograma GC/MS (cont.)

1

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

3 Modifique o limite para integrar
picos menores.
Modifique o limite para reter
apenas trés picos maiores.

4 Reintegrar o cromatograma

a A partir da janela Method Explorer,
clique Chromatogram > Integrate
(MS) para exibir a aba Integrate (MS).

b Selecione o integrador Agile.

¢ Clique na aba Peak Filters.

d Sob Maximum number of peaks,
marque Limit (by height) to the
largest, e digite 3.

+ Observe o triangulo azul que
aparece quando vocé modifica a
configuragéo do valor salvo para o
método atual. Quando vocé salvar o
método, os tridngulos
desaparecem.

{ [Zf Method Editor: Integrate (MS)
i (¥) Integrate Chromatogram | {3} | ¥} = ¢ | Methodltems ~ | (= 3

Integrator | Sutabity | A Peak Fiters | Resuts

Fiter on

Peak height @ Pesk area

0 counts

% of largest peak
Areafiters
[T Absolute area > 10000]  counts

Relative area >= 1000 % of largest peak

Madimum number of peaks

Limit (by height) to the largest A ]

Figura 10
marcado.

e Clique sobre o botéo @ na barra de
ferramentas do Method Editor para
integra-lo utilizando a nova
configuracéo.

Aba Peak Filters com Limit (by height) to the largest

+ Observe que apenas os trés
principais picos estdo agora
integrados.

* 0 pico em 2.491 tem uma altura
superior ao pico em 16.858 minutos,
de modo que o pico selecionado é o
terceiro.
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Tarefa 7. Integre interativamente um cromatograma GC/MS (cont.)

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

¢ /\ Chromatogram Resulis

(2 e A By ¢Ealoc

x107 |+EI TIC Scan Pest - 200 - Scan.D

JE‘N
0

3l A 2 2% %

x108 +El EIC(129.0000) Scan Pest - 200 - Scan.D

L

x1035 +El EIC{414.2000) Scan Pest - 200 - Sean.D

5

EE I T B

o 11 12 13 14 15 1 17 18 18 20 2
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 11

5 Integrar o cromatograma TIC MRM
para o arquivo de dados Pest - STD

a Na janela Data Navigator, selecione
TIC MBM para o arquivo de dados

0 cromatograma integrado TIC Scan quando se limita o nimero de picos.

* Pressione a tecla Ctrl para destacar
mais do que um cromatograma na

200 MRM.D. Pest - STD 200 MRM.d. janela Data Navigator.
b Utilize um dos seguintes comandos * Observe que o programa integrou
para integrar os cromatogramas. praticamente todos os picos no
A partir da barra de menu, clique em cromatograma.
Chromatograms > Integrate + Estes cromatogramas sdo
Chromatogram. cromatogramas MS/MS, portanto,
Clique com o botéo direito em os valores que séo definidos na
qualquer lugar na janela de secéo Integrate (MS/MS) da janela
cromatograma, e clique em Method Editor sdo usadas quando
Integrate Chromatogram. se utiliza a integracéo do
Na janela Data Navigator, clique cromatograma. Vocé pode
com o botéo direito no selecionar um integrador a ser
cromatograma destacado e clique utilizado para se integrar os
em Integrate Chromatogram. cromatogramas MS e um integrador
¢ Aumente a visualizacdo de 5.8 para diferente, para ser usado na
8.5 minutos. integracdo dos cromatogramas
d Defina o Maximum number of list MS/MS.
panes para 2.
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Tarefa 7. Integre interativamente um cromatograma GC/MS (cont.)

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

¢ /A Chromatogram Resulis

L2 oo 1 QEH ¢ [x]a

KoM«

2 [l b 2 2 %] % % B =

Minutes

z 3

x103

+El EIC(414.2000) Scan Pest - 200 - Scan.D

+EI TIC MRM CID@&"* (** ->**) Pest -

5862

STD 200 MRM.D
B89

664416965

7316 8.352

A

m

58 59 6 61 62 63 64 65 66 67 68 69 7 71 72 73 74 75 16
Counts vs. Acquisition Time (min) -

77 78 75 & 81 82 83 84 85

Figura 12

6 Selecione o integrador MS/MS a
(GC). Modifique o filtro para

aceitar apenas picos com uma

altura absoluta maior ou igual a b
20,000.
c
d
e
f

7 Reintegrar o cromatograma

Cromatogramas MRM integrados

Na janela do Method Explorer,
selecione Chromatogram > Integrate
(MS/MS).

Selecione MS/MS (GC) como
Integrator.

Clique na aba Peak Filters.

Sob Filter on, clique em Peak height.
Sob Height filters, marque a caixa de
selecdo Absolute height.

Digite 60000 como Absolute height.

 [57 Method Editor: Integraie (MSMS)
: (§) Integrate Chromatogram =| ¢} | ) = 0 | MethodItems - | (2. &3

A Irtegrator | Suitabilty || A Peak Fiters | Resuts |

F

Fitter on

@ Peak height A %) Peak area

Height fiters

[7] Abslute height & >= 60000 A counts
[] Relative height >= 5000 % of largest peak
= 10 counts
= 1.000] % of largest peak

Marimum number of pezks
7] Limit (by height) to the largest 100

igura 13

Clique no botéio (¥} = na barra de
ferramentas Method Editor.

+ Observe o tridangulo azul que

aparece quando vocé modifica a
configuragéo do valor salvo para o
método atual. Quando vocé salvar o
método, os tridngulos
desaparecem.

Aba Peak Filters com Absolute height marcado

+ Observe que apenas 0s picos

maiores estdo agora integrados.
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Tarefa 7. Integre interativamente um cromatograma GC/MS (cont.)

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
2105 |<EI TIC MPM CIDE (= - ) Pest - STD 200 MAM.D O menor piCO a 5.8 minutos nao esta
2 380
F,m 7316 incluido mais nos resultados de integracao
A IiU.I A A A porque a altura absoluta para este pico é
57 68 59 & 61 62 63 64 65 66 67 s'i_ 89 1 7172 .i':i T s 7 7 76 7s b o ez 03 s s e inferior a 6.000 contagens.
Al ve. Fcgasibon Tim Tan)
Figura14 Cromatogramas TIC e EIC MS/MS integrados com um limite mais alto.

8 Restaure as configuragées que
estao salvas no método atual e
feche o Method Editor.

9 Exclua todos os cromatogramas,
exceto o original. Exclua os
resultados da integracéo do
cromatograma original.

Selecione a secdo Chromatogram >
Integrate (MS/MS) no Method
Explorer.

Clique sobre o icone no Method
Editor. ﬁ

Selecione a secdo Chromatogram >
Integrate (MS) no Method Explorer.
Clique sobre o icone no Method
Editor. ﬁ

Feche a janela Method Editor.

Sob User Chromatograms, na janela
Data Navigator, selecione todos os
cromatogramas, exceto o original.
Clique com o botéo direito sobre os
cromatogramas, e clique em Delete.
Selecione todos os cromatogramas
TIC.

Cligue em Chromatograms >Clear
Results.

+ Para cancelar suas modificacdes e

restaurar os valores do método
carregado, clique no icone Restore
to last saved values from file

na barra de ferramentas

Method Editor.

Quando vocé utilizar o comando
Clear Results, os cromatogramas
néo serdo excluidos; os resultados
que séo conectados aos
cromatogramas serao removidos.
Neste caso, os valores de
integracao serdo limpos.
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Tarefa 8. Calcular valores do sistema de adaptacao

Nesta tarefa, vocé aprende modos diferentes de se integrar um cromatograma,
altere os parametros de integracdo para modificar os resultados e calcular a
relacao Sinal-Ruido para cada pico. Vocé também aprende como habilitar os
calculos do Sistema de Adaptacao.

Tarefa 8. Integre interativamente um cromatograma (MS)

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

1

Integre o cromatograma
MSD_mix_4stds_DB_spl200_03.d
e Pest - 200 - Scan.d utilizando
qualquer uma das opcdes listadas
a direita.

a Marque a caixa de marcacéo proxima

aos arquivo de dados
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d na
janela Data Navigator.
Marque as caixas de marcacéo
proximas ao arquivo de dados Pest -
200 - Scan.D na janela Data Navigator.
Destaque ambos os TICs.
Integre a TIC Scan para ambos os
arquivos, utilizando qualquer uma das
seguintes opgoes.
A partir do menu principal, clique em
Chromatograms > Integrate
Chromatogram.
Destaque o cromatograma. Em
seguida, clique com o botéao direito
no cromatograma e clique em
Integrate Chromatogram.
No Data Navigator, destaque TIC
Scan para ambos os arquivos de
dados. Em seguida, clique com o
botéao direito sobre o cromatograma
e clique em Integrate
Chromatogram.

Para o fluxo de trabalho Geral, a
integracao utiliza o General
Integrator, porque este foi o
integrador selecionado no método
default.m. Para o fluxo de trabalho
GC/Q-TOF Compound Screening, a
integracao utiliza o Agile Integrator.
Vocé pode modificar este valor na
aba Chromatogram > Integrate
(MS) > Integrator.

Observe que a integracdo com
parametros padréo detecta picos
muito pequenos.
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Tarefa 8. Integre interativamente um cromatograma (MS) (cont.)

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
: % Data Navigator x |[i/\ Chromatogram Results -
Sort by Data Fie 2o slaEE < [Eal0 e 2 cl[o]E A K LI[F]% K B M L=

- [¥] MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.0
5[] User Chromatograms

Assign Random Colors

Choose Defined Color 3
Show 3
Hide 3

Expand Rows

Peak Spectrum
Extract Chromatograms..

Extract Defined Chromatograms

Use Highlighted Chromatograms  »
Integrate Chromatogram
Integrate and Extract Peak Spectra
Subtract Any Chromatogram
Smooth Chromatogram
Caleulate Signal-to-Noise
&) Set Anchor

Clear Anchor
R Clear Results
¥ Delete

x107

+EI TIC Scan MSD_mix_dstds_DG_spl200 03.0

1
0.75.
05
025
1]

x107
1

3 4 5 6 7 8 9 10 n 12
Counts vs. Acquisition Time (min)

13 14 15 16 17 18 19 20 21

Figura 15

2 Habilitar calculos de
adaptabilidade do sistema para os
cromatogramas do MS.

a Em Method Explorer, clique
Chromatogram > Integrate (MS) para
exibir a aba Integrate.

b Clique na aba Suitability.

Marque Enable system suitability
calculations.

d Selecione United States .

Pharmacopoeia (USP).
e Na caixa Column void time, tipo 1.
f Na caixa Column length tipo 3000.

{ [5f Method Editor: Integrate (MS) x
i (b) Integrate Chromatogram ~| (3} | ¥ » (4 | Method Items ~ | @!

Integrator || &_Suilzbity || Peak Fiters | Results |

System suitabliy calculations
Enable system suitability calculations A

Pharmacoposia: [ United States F usp) -

Column veid time: 1A min

Column length: W0 A em
Figura 16

Um dos menus de atalho no Data Navigator e os cromatogramas integrados

+ Observe o tridngulo azul que

aparece quando vocé modifica a
configuragéo do valor salvo para o
método atual. Quando vocé salvar o
método, os tridngulos
desaparecem.

Os algoritmos que sédo usados para
definir varias colunas na Integration
Peak List mudam, dependendo da
farmacopeia selecionada. Consulte
a Ajuda online para mais
informacdes.

0 tempo de espera da coluna e
a espessura da coluna para
estes arquivos de dados é
diferente destes valores. Estes
sao usados apenas para este
exemplo.

Aba Chromatogram > Integrate (MS) Suitability
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Tarefa 8. Integre interativamente um cromatograma (MS) (cont.)

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

3 Reintegrar o cromatograma.

4 Visualize os calculos de
adaptabilidade do sistema.

Abra a janela Integration Peak
List.
Reveja os valroes para a regido
de ruido e calcule a razéo
sinal-ruido para picos
integrados.

5 Restaure as configuracdes para o
método padrédo e feche a janela
Method Editor e a janela
Integration Peak List.

+ Clique no icone Integrate
Chromatogram (¥! na barra de
ferramentas Method Editor para
realizar a integracdo com a nova
configuracéo.

a Clique em View > Integration Peak .
List.

b Clique com o botdo direito no
cabecalho da janela Peaks e clique em *
Floating.

¢ Clique com o botéo direito no
cabecalho de qualquer coluna que .
vocé ndo queira ver e clique em
Remove Column.

d Clique com o botédo direito em
qualquer cabecalho de coluna e clique
em Add/Remove Columns para
modificar as colunas visiveis.

Os calculos de adaptabilidade do
sistema séo incluidos na tabela
Integration Peak List.

Estes valores incluem k', Tailing
factor, Plates, Plates/M e
Symmetry.

Vocé também pode habilitar os
calculos de adaptabilidade de
sistema para um MS, um MS/MS e
um cromatograma GC.

i finPeaks: + TIC Scan

Peak RT Arez Height Width Symmetry

>

x

K Plates Plates/M Resolution

Tailing factor

1637500 565833 443 2

3268567 108852.2 305 2

1 X
2 .71 7
3 922 794268371 621035623 0.097[ 05 82
1 5989 mm’m{ 0.06/ 0.8 9
5

114 7358659, 58' 12255742‘ 1216|043 104

473832 15797.7 313 17

Figura 17
sistema.

a Para cancelar suas modificacées e .

restaurar os valores do método padréo,
clique no icone Restore to last
saved values from file @ na barra
de ferramentas Method Editor.

b Feche ajanela Method Editor.
Clique com o botdo direito no
cabecalho da janela Peak List e clique
em Floating.

d Clique em View > Integration Peak

List.

A tabela Integrated Peaks com valores de adaptabilidade do

Quando vocé clica no comando
Floating no menu de atalhos pela
segunda vez, a janela Integration
Peak List volta para o local onde
estava anteriormente.
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1 Aprenda nocdes de analise qualitativa

Tarefa 9. Extrair espectros de um cromatograma

Nesta tarefa, vocé extrai um espectro exatamente de onde vocé especificou no
cromatograma. O programa Qualitative Analysis extrai um espectro de um
ponto de dados especifico ou extrai um espectro médio de uma média de

multiplos pontos de dados ou amplitudes.

Tarefa 9. Extrair espectros de um cromatograma

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

1 Navegue em um cromatograma
para visualizar o ion precursor e o
ion-produto dos Ultimos picos de
Pest - STD 200 MRM.d.

Aumente a visualizagdo na
regido entre 13 e 16 minutos.
Utilize o icone Walk
Chromatogram.

Reveja os espectros comecando
a cerca de 13 minutso e, em
seguida, mova a seta para a
direita.

(1]

Marque a linha Pest - 200 - MRM.D na
janela Data Navigator.

Feche a janela do Method Editor.
Feche a janela MS Spectrum Results.
Clique o cromatograma TIC MRM na
janela Data Navigator.

Cligue no icone Autoscale Y-axis
during Zoom |§| na barra de
ferramentas Chromatogram Results.
Selecione 1 para Maximum number of
list panes.

Para aumentar a visualizagdo em
alguns picos, clique com o botéo
direito do mouse sobre o picoa 13
minutos e arraste-o até 16 minutos,
em seguida, solte-o.

Clique no icone Walk Chromatogram
[ na barra de ferramentas
Chromatogram Results.

Mova o cursor Walk Chromatogram
sobre o eixo-X até cerca de 13
minutos, em seguida, clique.

Para navegar de espectro a espectro,
utilize as setas direita e esquerda de
seu teclado.

+ Aferramenta Walk Chromatogram é
particularmente Util em dados
MS/MS para a identificacéo de ions
precursores e produtos.

+ 0 espectro de cada ponto que vocé
seleciona na janela Chromatogram
Results é automaticamente exibido
na janela Spectrum Preview, que é
aberta automaticamente.

+ As vezes, dois espectros sdo
exibidos na janela Spectrum
Preview. Por exemplo, dois
espectros séo exibidos na janela
Spectrum Preview para cada ponto
que voce clica proximo ao pico de
13.431 minutos.
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Aprenda nocdes de analise qualitativa

Tarefa 9. Extrair espectros de um cromatograma

1

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
¢ /A Chromatogram Resulis x
(v e 3@ CI[E]alo ¢ 1 oxe L ARE R % R B A M =

x10% |+EITIC MRM CID@™ (* -> ) Pest - STD 200 MRM.D' i
74 122 1314 14[15 15[16 14.06
65
6
5.5
5
45
4
35
X
25 =
2 12995 1931 15.258
15
1
05 2
13 132 134 136 138 14 142 144 146 148 15 182 154 156 158 L
Counts vs. Acquisition Time (min) S
! i} Spectrum Preview x

2o lQBE a0 32Bl=l

x10% +EI MRM:1(13.423 min) CID@" (387.0000 -> **) Pest - STD 200 MRM.D

253.0000
2

2
1

0
x104  +El MRM:2 (13.427 min) CID@&" (307.0000 -> ) Pest - STD 200 MRM.D
3 237.0000

o = hw

Counts vs. Mass-to-Charge (m'z)

Figura 18
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Navegue pelo cromatograma para visualizar dois espectros MRM para o pico em 13. 43 minutos
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1 Aprenda nocdes de analise qualitativa

Tarefa 9. Extrair espectros de um cromatograma

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

2 Extraia espectros em pontos de
dados especificos para o picoa 5.2
minutos e para o pico a 14.3
minutos do arquivo de dados Pest -
STD 200 MRM.d.

Extraia um espectro do pico ou
proximo a 5.2 minutos e, em
seguida, um dos vales, utilizando
qualquer uma das opcdes
descritas em Comentarios.
Extraia um espectro do pico ou
proximo a 14.3 minutos. (ainda
nédo no vale)

Modifique a exibicdo para
mostrar pelo menos trés
espectros.

a Clique no icone Range Select i da

barra de ferramentas Chromatogram
Results.

Feche a janela Spectrum Preview.
Clique no icone Zoom Out, A, na
barra de ferramentas Chromatogram
Results.

Para aumentar o zoom para o pico de
5.2 minutos, clique com o botdo drieito
do mouse sobre o pico a 4.0 minutos e
arraste-o para 6.0 minutos, em
seguida, libere-o.

Em um pico proximo de 5.2 minutos,
extraia um espectro de qualquer uma
das formas listadas na coluna
Comentarios.

Em um vale proximo a 5.1 minutos,
extraia o espectro.

Clique no icone Zoom Qut, . na
barra de ferramentas Chromatogram
Results.

Aumente o zoom na regido entre 14 e
15 minutos.

Em um pico proximo de 5.2 minutos,
extraia um espectro de qualquer uma
das formas listadas na coluna
Comments. (Nao extraia o espectro do
vale ainda.)

Se necessario, selecione 4 no icone
Maximum number of list panes na
barra de ferramentas MS Spectrum
Results.

Quando vocé aumenta o zoom,
tenha certeza de que o icone
AutoScale Y-axis during Zoom, [§]
esta “ligado”. O plano de fundo do
icone é laranja, quando ele esta
ligado.
Vocé pode também extrair um
espectro de uma das seguintes
maneiras:
Clique duas vezes sobre o ponto
de dados do cromatograma.
Clique sobre o ponto de dados do
cromatograma, em seugida,
clique com o botdo direito em
qualquer parte do cromatograma.
Cliqgue em Extract MS Spectrum.
A caixa de dialogo Extract
Spectrum é exibida. Tenha
certeza de que o arquivo Pest -
STD 200 MRM.d esta
selecionado e clique em Extract
na caixa de dialogo Extrac
Spectrum.
Observe que quando vocé extrai um
espectro pela primeira vez, a janela
MS Spectrum Results aparece
contendo o espectro, o tipo de
espectro e o tempo de retencao
aparece sob Espectros de Usuario.
Todos os espectros extraidos
aparecem em ambos os lugares.
Quando vocé extrai um espectro do
MS a partir do pico proximo a
14.3 minutos, dois espectros sdo
extraidos porque duas transicées
acontecem durante o pico.
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Tarefa 9. Extrair espectros de um cromatograma

Tarefa 9. Extrair espectros de um cromatograma

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
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Figura19 A janela principal com dois espectros MRM do pico a 5.2 minutos e dois espectros MRM do pico
a 14.3 minutos.
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Tarefa 9. Extrair espectros de um cromatograma

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
3 Extraia um Espectro MS dovalea a Clique sobre o icone Spectrum * Quando Spectrum Preview esta
14.35 minutos do arquivo de dados Preview, @ . habilitado, o sistmea exibe qualquer
Pest - STD 200 MRM.d. b Em um vale proximo a 14.3 minutos, espectro selecionado manualmente
Faca a Pré-visualizacdo de extraia um espectro. na janela Spectrum Preview, mas
Espectro ¢ Clique com o botéo direito sobre o nédo na secao User Spectra do Data
Extraia um espectro do vale ou espector na janela Spectrum Preview e Navigator.
proximo a 14.3 minutos do RT. clique em Copy to User Spectra. Os + Quando Spectrum Preview esta
Copie o espectro para a pasta espectros sdo copiados para a sesséo ligado, a Qualitative Analysis
User Spectra. User Spectra em Data Navigator, e sdo sobrescreve o espectro anterior
Modifique a exibicéo para exibidos na janela MS Spectrum quando vocé extrai um novo
mostrar 6 espectros. Results. espectro.
Desligue a Pré-visualizacédo de d Clique com a seta para baixo proximaa <+ 0 modo Specter Preview é til
Espectro. lista de painel de espectros e quando vocé quer rapidamente
selecione 6. revisar os espectros em seu
e Feche ajanela Spectrum Preview. cromatograma e salvar apenas

alguns dos espectros.

i /A Chromatogram Results x
ia et QEM e [EAID e 1 [e]E AL S [R]% % ELe M =

x105 +El TIC MRM CID@™ (™ -> ") Pest - STD 200 MRM.D i

[

m

405 141 1815 142 1425 143 1435 144 1445 145 1455 146 1485 147 1475 148 1485 143 1495
Counts vs. Acquisition Time (mir) =

i || MS Spectrum Resulis X

iz et QBEC[Aaoc s xn][e]E k%% s el

x105 +El MRM:1 (5.198 min) CID@&™ (110.0000 -> =) Pest - STD 200 MRM.D

J

x101 +El MRM:1 (5.101 min) CID@™ (110.0000 -> **) Pest - STD 200 MRM.D

|

x1071 +EI MRM:1 (14,308 min) CID@" (341.0000 -> **) Pest - STD 200 MRM.D

J 155. TDDD
0

x105  +El MRM:2 (14.311 min) CID@™ (160.0000 -> =) Pest - STD 200 MRM.D

0
%1071 |+El MRM:1 (14 260 min) CID@™ (341.0000 -> =) Pest - STD 200 MRM.D

x102 | +El MRM:2 (14.264 min) CID@ (160.0000 -> =) Pest - STD 200 MRM.D
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Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

Figura20 Resultados do Cromatograma e janela MS Spectrum Results
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Tarefa 9. Extrair espectros de um cromatograma

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

4 Extraia um espectro que tenha a
média de todos os pontos em uma
amplitude especificada para o pico
em 14.3 minutos para o arquivo de
dadosPest - STD 200 MRM.d :

Menos zoom.

Clique no icone Range Select da
barra de ferramentas
Chromatogram.

Defina uma amplitude para todo
0 pico.

Extraia o espectro, utilizando
qualquer uma das opgdes

a Clique sobre o icone Range Select

##| na barra de ferramentas do
Cromatograma.

b Clique no lado esquerdo da base do
pico a 14.3 minutos e arraste-o para a
base do pico a direita.

¢ Extraia a média do espectro utilizando
uma das opcdes a direita.

d Selecione 2 na caixa Maximum
number of list panes, na janela MS
Spectrum Results.

+ Vocé pode extrair um espectro
médio clicando duas vezes sobre a
amplitude selecionada no
cromatograma.

* Qucligue com o botdo direito sobre
o cromatograma e, em seguida,
clique em Extract MS Spectrum no
menu de atalho.

» Observe que dois espectros de
MRM com média aparecem.

listadas.
{ [\ Chromatogram Hesulls x
iesta@w a0 e 1zl A IR % %R = =l
0% +E1 TIC MRM CIDE™ (™ > ™) Pest - STO 200 MR
E
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2 s
1 ,-'f(\- [
WOs 141 W15 142 W™ 143 W 144 W45 145 WSS ME  WES 147 WIS 143 Wi WY
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R AR e N ] I | et P Y o e
2107 |+EI MAMT (14.274- ran. 3 Scars) CIDE™ (341.0 > ™) Pest - 5TD 200 MRM.OD
[
0
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2
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Counts vs. Mass-wo-Change (m'z)
Figura21 Resultados de Cromatograma e Resultados de Espectro de MS exibindo dois espectros com média
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Tarefa 9. Extrair espectros de um cromatograma

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

5 Extraia os espectros que tenham
as médias de picos a 5.2 minutos e
a 14.3 minutos juntos, para o
arquivo de dados Pest - STD 200
MRM.d.

Dica: Utilize o icone Range
Select e a tecla Ctrl para
selecionar a amplitude do Pico 1,
coletada a partir do ponto médio.
Extraia os espectros utilizando
uma das opgcdes a direita.

a Clique noicone Zoom Out, E‘ na
barra de ferramentas Chromatogram
Results.

b Pressione a tecla Ctrl.

Cligue no lado esquerdo do pico a
5.2 minutos e arraste-o para a direita
do pico, em seguida, solte o mouse.

d Pressione a tecla Ctrl.

e Extraia os espectros com média
usando esta opcao ou aquela a direita:

Clique duas vezes sobre a amplitude
selecionada em qualquer um dos
picos.

i /', Chromatogram Results
T N N

2103 |+E1 THC MRM CIGE™ (™ -> "} Pest~ STD 200 MAM.D

5207

_\.,”,
==
.
-

e [Ea o = [FldA S F% R B s e =14

i1 M5 Spectrum Resuls
et O ¢ [a]a o e .--r“gx_gg
M

[P] 56 % B =9

%104 |+E) MRM:1(5.124-5.261. 14.267-14. 342 min. 53 Scans) CIDE™ (110.0.
8

) Pest - STD 200 MRM.D

#E1 MRM 2 [18 27018 345 erun, 12 Scans] CIDE™ (1600 -3 ™) Pest

STD 200 MAMD
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Figura 22

s 120 15 1% 1%
Courts va. Mass-to-Charge (miz)

10 M5 150 155 W0 15 170 15 180

+ Lembre-se de que o segundo pico ja
tem uma amplitude selecionada a
partir do passo 4.

+ Para extrair espectros, vocé pode
também clicar com o botéo direito
sobre o cromatograma e clicar em
Extract MS Spectrum. A caixa de
dialogo Etract Spectrum é exibida.
Cligue em Extract.

0 primeiro espetro tem transicdes de
ambas as amplitudes de tempo.

0 segundo espectro tem apenas uma
amplitude de tempo porque a
transicao a 160.00 -> ** nao esta
presente no pico a 5.2 minutos.

Dois espectros com média a partir e duas amplitudes de tempo diferentes no cromatograma.
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Aprenda nocdes de analise qualitativa 1
Tarefa 9. Extrair espectros de um cromatograma
Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
6 Subtraia um espectro de fundo a Clique sobre a linha User Spectra em * Observe que, ao final deste
para cada vez que vocé extrair um Data Navigator. Cliqgue com o botéo processo, todos os picos de
espectro de Pest - STD 200 direito sobre a linha User Spectra e, espectros extraidos teréo,
MRM.d. em seguida, clique em Delete. automaticamente, o espectro de
Exclua qualquer rastreamento b Clique sobre Yes. plano de fundo designado
sob User Spectra, em Data ¢ No Method Explorer, selecione subtraido.
Navigator. Spectrum > Extract (MS/MS).
Extraia um espectro de fundo d Clique na aba Peak Spectrum
que seja a média de um Extraction (MS/MS), se néo estiver
espectro, no inicio do pico, e um visivel.
espectro no final do pico. e Na caixa Peak spectrum background
Extraia um espectro da lista de MS/MS, selecione Average of
picos integrados. spectra at peak start and end.
f Na barra de ferramentas
Chromatogram Results, clique sobre o
icone Peak Select k: .
g Clique sobre o comando
Chromatograms > Integrate.
h Selecione o pico a 5.206 minutos.
i Clique com o botdo direitos e, em
seguida, clique em Extract Peak
Spectrum no menu de atalhos.
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Tarefa 9. Extrair espectros de um cromatograma

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
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Figura23  Espectros de pico com espectro de pico de fundo subtraido
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Tarefa 9. Extrair espectros de um cromatograma

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

7 Integre e extraia os espectros de
pico do arquivo de dados Pest -
STD 200 MRM.d.

5 Agitert MassHurter Qualitative Analysis BEOGD0 - Delaultm

a Clique sobre o cromatograma TIC
MRM na janela Data Navigator.

b Clique em Chromatograms >
Integrate and Extract Peak Spectra.

+ 0 espectro de pico que vocé extraiu

manualmente no passo anterior é
excluido automaticamente porque,
por padréo, a caixa de marcacéo
Clear previous peak spectra ¢
marcada na aba Chromatograms >
Integrate (MS/MS) > Results.
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Figura24 Integrar e Extrair os Espectros de Pico

8 Remover os resultados de
integracéo e os espectros de pico.

a Selecione o arquivo de dados Pest -
Std 200 MRM.d

b Cligue em Chromatograms > Clear
Results > Include Peak Spectra.

» Vocé pode, em vez disso, clicar em

Chromatograms > Clear Results >
Only Chromatograms, se vocé nao
quiser excluir o espectro de pico
excluido.
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Tarefa 10. Adicionar anotacoes

Vocé pode adicionar uma anotacao de imagem ou anotacao de texto a seguinte
janela de graficos:

¢ Janela Chromatogram Results

e Janela MS Spectrum Results

Se voceé tiver os resultados do arquivo de dados, anotacoes também serao
salvas.

Tarefa 10. Adicionar anotacgdes

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios

1 Selecione o arquivo de dados a Marque a caixa de marcacdo proximaa < Os cromatogramas para os outros
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d. MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.D na arquivos de dados sédo ocultados
Esconda outros cromatogramas. janela Data Navigator. automaticamente.

b Clique em Edit > Show > Only
Highlighted.

2 Selecione o local no cromatograma a Najanela Chromatogram Results, * 0 cursor mudara para uma mira.
onde vocé gostaria de adicionar a clique na ferramenta Annotation ( ) Voceé utilizara este cursor para
anotacdo de texto. na barra de ferramentas. selecionar a locagédo exata onde

b Mova o cursor para o local no painel quer adicionar a anotacdo.
do cromatograma onde vocé quer + A barra de ferramentas Annotate
adicionar a anotacdo. estara disponivel na janela
¢ Clique com o botéo direito e, em Chromatogram Results.
seguida, clique em Add Text * Vocé também pode adicionar
Annotation. anotacdes a janela MS Spectrum
Results.
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Aprenda nocdes de analise qualitativa 1

Tarefa 10. Adicionar anotagées (cont.)

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
3 Adicione a informacéo sobre a a Digite em Text a anotacdo. + Vocé pode adicionar multiplas
anotacdo de texto na caixa de b Selecione a cor em Text color. anotacdes a um cromatograma ou
didlogo Add/Edit Text Annotation. ¢ Selecione a orientacdo em espectro.
Orientation. » Vocé pode usar os icones na barra
d Selecione o tipo de fonte em Font style de ferramentas Annotate para
e o tamanho em Font size. selecionar todas as anotacgdes,
e Clique ou em Anchored, ou em excluir anotacdes e editar
Floating. Se vocé clicar em Anchored, anotacoes.

podera selecionar as opcdes para o
indicador do texto da anotacdo. Se
vocé clicar em Floating, podera
modificar a posicéo relativa. E mais
facil modificar a posicédo
interativamente na janela graficos.

f Clique em OK.
- = =
Add/Edit Tet Annotstion w3 ':[_\_Ch p
doise ia e tlQll ¢xla0c Lxm @A SKEP]% % E = M 2l
Tl Thve fid pai -« A |: 320 %
i P [T
= . oo NSC_imix_dsds_DG_spl20_03.0
(Press Ctrl=Enter or Alt=Enter to 8dd 8 new ling) A i
Text ek [ Cacetbioe - A |
Orientaion [a - degrees 5.
Font style [Foguitsr = Fent size: 0 - &
- ) 7 2z
Annotation hpe 5
@ Anchored e,
o Show ponter 4 :J&.E
Poirter properes 3
oo EETETTNE - A
2
Pattern _ = 589 1,400
i o e s S |- . O
Weight: —_— o
. 1) 1 65 ! 75 ] 85 k] a5 w WS n ns
Foanber beacd | Ao = Counts vs. Acquisition Time (man)
Poantes b locabon (he 2, y valos wing the data daplayed)
x 55545 min
¥ 500525 (abundance)
Uppes left comer of the seectabion (e x, y value wieg the doln deglayed)
=l [ A barra de ferramentas Annotate esta disponivel apenas
Y. 415005527 (sbundance) " -
o quando a ferramenta Annotate é selecionada.
Upper left comer of the asectation relative o the upper left comer of the canvas:
Rielatiee X (%) (% calculated using xy
wvalues from the canvas )
Felatve Y (%),
(oK ][ conee

Figura2b A caixa de didlogo Add/Edit Text Annotation e a janela Chromatogram Results
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1 Aprenda nocdes de analise qualitativa

Tarefa 10. Adicionar anotagées (cont.)

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

4 Selecione olocal no cromatograma a
para adicionar a a notacdo da
imagem.

b
5 Adicione a informacéo sobre a a
anotacdo de texto na caixa de b

didlogo Add/Edit Text Annotation. ¢

d
e
f
Add/Edit Image Annotatian ==

e

File path. C\MassHurler\Report. Templsbes’ Cua8 05 e

Orientation [0 =] ceoree

Width: 1875 Height 3%

Sealevidh B A% Seale height 50 A %

4] Lack napect raic

Arrdation e

Anchored
R Eluiciet

Upper left comes of the arnctation (the ¥, y value using the data displayedy

X 541 mn
¥ 610347 (sbundance)
# |Floatrg | A
Upper left cormes of the arnctation relative o the upper Ik ecener of the camias
Relwive X (%) 60 130T1B8542480 (% calevdated using x.y

waloss from the canvas )

Feelatve Y (%),

Mova o cursor para o local no painel
do cromatograma onde vocé quer
adicionar a anotacdo.

Clique com o botéo direito e, em
seguida, clique em Add Image
Annotation.

Digite em Text a anotacéo.

Digite 50 para a espessura em Scale.
Marque a caixa de marcacgao Lock
aspect ratio.

Cligue em Floating. Vocé pode alterar
a posicio relativa. E mais facil
modificar a posicao interativamente na
janela graficos.

Clique em OK.

Mova a imagem para a o canto
superior direito do cromatograma.

+ Vocé pode adicionar um arquivo de
imagme JPG ou MOL.

+ 0 arquivo Agilent_Logo.tif esta
incluido na pasta \\MassHunter\
Report Templates\Qual\B.05.00\
en-US\Letter. Vocé precisa
converté-lo para um arquivo JPG.

* Vocé pode adicionar multiplas
anotacdes a um cromatograma ou
espectro.

; [, Chromatngrm K
Lo s 3 QBwC[EHaoe

1 B Hil&%&*‘-' S Minutes =l

PR X i

x107
114
1
034
0&4

074

VEI TKC Sean MSD_mi_datis_DiG_spl200_03.0

? - 9
[¥] Agilent Technologiesd
P T ———— |

i Y N N B T

55 & 65 7 75

3 85 ? 95 0

5 105 il 1ns
Counts vs. Acquisition Time (min)

T
Figura26 A caixa de didlogo Add/Edit Image Annotation e a janela Chromatogram Results.
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Aprenda nocdes de analise qualitativa

Tarefa 10. Adicionar anotagées (cont.)

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
6 Aumente a visualizacdo para o » Aumente a visualizacdo para uma area
primeiro pico. ao redor do primeiro pico a 5.5 minutos.
/1 Chromatogram Ressls = Se a anotacao estiver fixa, ela permanecera
':E ud ; S8 X810.0 * = liel b Sl I% Tl m v xld na posicéo designada. Se vocé aumentar o
T — zoom para um pico diferente, uma anotacéo
fixa pode nao ficar visivel. Se uma anotacao
: Agilent Technologies . M .
; estiver flutuando, entéo ela sempre sera
il e e exibida na mesma posicao relativa ao canto
2 H superior esquerdo da janela.

A\ .

545 55 535 56 565 57 575 58 585 59 5% 6 605 61 615 62 625 63 635 64 645 65
Counts vs. Acquisition Time {min)

Figura27 A caixa de didlogo Add/Edit Image Annotation e a janela Chromatogram Results.

7 Alterne novamente para a a Clique sobre o icone }( para + Sevocé quiser salvar as anotacdes
ferramenta Range Select na janeal remover todas as anotacdes. com os resultados do arquivo de
Chromatogram Results. Exclua a b Clique sobre o icone i (Range dados, veja “Tarefa 17. Salvar
anotacéo antes. Select) na barra de ferramentas resultados” na pagina 69.

Chromatogram Results. * Vocé pode alternar entre cinco

diferentes ferramentas na barra de

ferramentas Chromatogram
Results. Consulte a Ajuda online
para mais informacdes. As cinco
ferramentas séo:

Range Select

Peak Select

Manual Integration

Walk Chromatogram

Annotation Mouse
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Aprenda nocdes de analise qualitativa

Tarefa 11. Adicione um compasso de massa

Um compasso exibe a diferenca entre dois pontos em um espectro. Vocé pode
adicionar um compasso a janela MS Spectrum Results.

Se vocé tiver os resultados do arquivo de dados, compassos também serao

salvos.

Tarefa 11. Adicione um compasso de massa

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
1 Integre e extraia o0 espectro a Marque a caixa de marcacgéo proximaa
de pico do MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.D na

MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d.

janela Data Navigator.

b Clique em Edit > Show > Only
Highlighted.

¢ Cligue em Chromatograms >
Integrate and Extract Peak Spectra.

d Feche ajanela do Method Editor.

2 Adicione um compasso para o a Najanela MS Spectrum Results, clique * 0 cursor sera mudado para uma
espectro de pico criado na tarefa na ferramenta Delta Mass Caliper seta. Vocé utilizara este cursor para
anterior. (_E'J_ ) na barra de ferramentas. definir um ponto inicial e final para o

b (opcional) Selecione Profile Point to compasso.
Point para o tipo de compassonabarra + Vocé nédo pode selecionar o tipo de
de ferramentas de Compasso. compasso se 0 espectro for

¢ Aumente a visualizacéo de 66 para centroide, porque Profile Point to
132 m/z. Point nado tem efeito sobre dados

d Mova o cursor para o local no painel centroides.
do espectro onde vocé quer adicionar  * 0 cursor “triangulo” é definido para
0 compasso. o topo do pico selecionado.

e Arraste o cursor até o ponto final do
compasso no espectro. Enquanto vocé
arrasta o cursor, o valor da massa delta
sera modificado. Quando vocé soltar o
botdo do mouse, o compasso sera
adicionado.
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Aprenda nocdes de analise qualitativa 1

Tarefa 11. Adicione um compasso de massa (cont.)

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

3 Modifique o compasso para utilizar
uma cor diferente.

a Clique sobre o compasso criado no
passo anterior.

b Clique sobre o botédo
Propriedades do Compasso (ﬁ)
na barra de ferramentas
MS Spectrum Results Caliper.

¢ (opcional) Diigte os valores de Start X
e de Start Y.

d Selecione a cor em Text color.

e Selecione o tipo de fonte em Font style

e o tamanho em Font size.

+ Vocé pode adicionar multiplos
compassos a um espectro.

» Vocé pode utilizar os icones na
barra de ferramentas Caliper para
selecionar todos 0s compassos,
excluir compassos ou edita-los.

f Clique em OK.
Delta Mass Caliper Settings = TTTE——— .
puag— P2 ot Q@6 x]a 00 ¢ x ] ]t b =l
"""" Profile Peimt o Point | 3T 2% 36| o
siartx <l e Enax b me =104 |+H 5¢ S man, ¥ Seans) MSD_max_Setds DG _epl200_03 10
Text color [ Bee BN ' __;5,93:33_ T
Fotsvie  [ad___JA Foszx <A 5 l.':;;l;ci!.m;'nla'» —
L Tk, . .
! 85 n 75 & #5 ® % 0 s o 18 wp s 1@
Conrts vs. Mass-lo-Charge (miz) -
Figura28 A caixa de didlogo Delta Mass Caliper Settings e a janela MS Spectrum Results

4 Excluir resultados de integragéo e
espectros.

a Clique em Chromatograms > Clear
Results > Include Peak Spectra.
b Cligue na ferramenta Range Select.

» Sevocé quiser salvar os compassos
para os resultados de arquivos de
dados, consulte “Tarefa 17. Salvar
resultados” na pagina 69.
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Tarefa 11. Adicione um compasso de massa
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Agilent MassHunter Workstation Software Analise Qualitativa
Guia de Familiarizacao

o
Q@oe- 2
® Encontre e Identifique

Encontre compostos pela deconvolucédo do cromatograma 48
Identifique compostos utilizando o algoritmo Search Library 52

Tarefa 14. Encontre compostos por MRM (MRM apenas) 57

Tarefa 15. Encontre compostos por Integracdo 61

Tarefa 16. Gere formulas e busque na biblioteca por espectros de pico 64
Tarefa 17. Salvar resultados 69

Nestas tarefas, vocé encontrara e identificara compsotos em arquivos de
dados GC/MS.

Cada exercicio é apresentado em uma tabela com trés colunas:

* Passos - Use instrucoes gerais para proceder por conta prépria, explorando
0 programa.

* Instrucoes Detalhadas — Utilize-as se vocé precisar de ajuda ou se preferir
um processo de aprendizado passo-a-passo.

* Comentario - Leia-os para obter dicas e informacao adicional sobre cada
passo no exercicio.

Agilent Technologies 4



2 Encontre e Identifique

Encontre compostos pela deconvolucao do cromatograma

O algoritmo FindCompounds identifica compostos em dados GC/MS e cria um
espectro MS limpo para cada composto. Esta funcao é um modo facil de “mina”
informacoes de dados complexos. Vocé pode usar apenas o algoritmo Find
Compounds by Chromatogram Deconvolution em dados de amostra do GC/MS
adquiridos no modo de rastreamento Scan, Product Ion Scan ou Neutral Loss.

A tarefa exibe compostos por deconvolu¢ido de cromatograma com dados de
massa precisos. Vocé também pode encontrar compostos por deconvolucao do
cromatograma com dados de massa de unidade ap6s vocé modificar a

primeira janela de extracao.

Tarefa 12. Encontre compostos utilizando Chromatogram Deconvolution (GC/MS)

Etapa Instrucoes Detalhadas

Comentarios

1 Abra o TIC para o arquivo de dados
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d.

a Se o programa néo estiver aberto,
clique duas vezes no icone
MassHunter Qualitative Analysis. Do
contrario, clique em File > Open Data
File.

b Clique sobre o arquivo de dados
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d na
pasta de arquivo de dados GC.

¢ Limpe a caixa de selecéo Load result
data e clique em Open.

: /A Chromatogram Results =

iv e 18 @4 Cl[x]alo e A [e]E A s 2% % B e e =)

%107 |+EI TIC Scan MSD_mix_dstds_DG_spl200_03.0

1
0.84

06|
04
02]

ol

55 & 65 7 7 95 10 105 1 15

g 85 3
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura29 O cromatograma TIC a partir de Pest - 200 - Scan.d

2 Configure a interface do usuario + Siga as instrucdes apresentadas em
para que funcione com os dados do “Tarefa 2. Configurar Interface de
CG. Usuario para dados GC/MS” na

pagina 13.

+ 0 algoritmo Find Compounds by

Chromatogram Deconvolution
funciona com ambos os arquivos de
dados GC/QQQ e GC/Q-TOF.

+ Para estes exemplos, selecione o

fluxo de trabalho do GC/Q-TOF
Compound Screening.
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Encontre e Identifique

Tarefa 12. Encontre compostos utilizando Chromatogram Deconvolution (GC/MS)

2

Etapa

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

3 Encontre compostos utilizando o
algoritmo de deconvolugéo do
cromatograma.

Selecione o integrador Agile.
Insira um limite SNR de 20.
Insira 100 ppm para os valores
Left m/z delta e Right m/z
delta.

Na janela Method Explorer, selecione
Find Compounds > Find by
Chromatogram Deconvolution.

Na aba Configuracdes, sob filtro de
Pico, digite 20 para o limite SNR.
Selecione PPM para m/z delta units.
Insira 100 para Left m/z delta e

+ A secdo Find by Chromatogram
Deconvolution também esta
disponivel na secdo GC/Q-TOF
Compound Screening.

» Sevocé tem dados de massa de
unidade, vocé deve inserir

0.3 AMU para o valor de Left m/z

100 para Right m/z delta.

deltae 0.7 AMU para o valor de

Right m/z delta.

* Vocé pode extrair o conjunto de
resultados completos para um
composto ap6s encontra-lo usando
o item do menu Compounds >
Extract Complete Result Set,
quando um composto for

destacado.

: [Z Method Explorer: GC_QTOF.m

x HE{ itor- Find C by Ch

' 6C/Q-TOF Compound Screening

i ()} Find Compounds by Chromatogram Deconvolution ~| ¢} | ¥ ~

i

Generate Formulas

Compound Report

m

Smooth
Exclude Mass(es)
Calculate Signal-to-Hoise
Define Chromatograms
Extraction Data Format

[Find by CI D & || A setings [vass Fters | Compound Fiters | Resuts|
Find by Targeted MSINS Resolution

Find by Formula A RT window size factor 100.00.
Idenify by Library Search Y

Peak fitter:

Excludedmiz: 28
example: 4648

- Chromatogram Spectrum peak threshold poo
Integrate (MS) SNR threshold NA
Integrate (MSIMS)
Inegrte (6C) Exraction window
Left miz delta:  100.0000 Right miz delta:  100.0000

miz delta units: | PPM =

Component shape:
[F] Use base peak shape

Sharpness threshold: 25.00
% Spectrum
+ General ik
Figura30 Aba de configuracdes na secdo Find by Chromatogram

Deconvolution.
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2 Encontre e Identifique

Tarefa 12. Encontre compostos utilizando Chromatogram Deconvolution (GC/MS)

Etapa

Selecione extrair EIC, espectro
MS e espectro MS/MS.

4 Examine os compostos. Consulte
Figura 31 na pagina 51.

Instrucoes Detalhadas

e
f

Clique na aba Results.

Marque as caixas de marcacéo Extract
EIC, Extract ECC, Extract cleaned
spectrum e Extract raw spectrum.
Clique em () para rodar o algoritmo
Find Compounds by Chromatogram
Deconvolution no arquivo de dados.
Se necessario, clique no comando
View > Compound List command.

Selecione 2 na caixa Maximum
number of list panes, na caixa de
ferramentas MS Spectrum Results.
Clique sobre o icone Hide Empty
Columns na janela Compound List.
Cligue sobre o primeiro composto na
janela Data Navigator.

Quando a janela Data Navigator
estiver selecionada, utilize as setas do
teclado para alternar compostos.

Comentarios

+ 0 programa Qualitaitve Analysis

encontra até 4 compostos sob estas
condicoes.

Se o arquivo de dados nao estiver
indexado, pode levar bastante
tempo para executar este algoritmo.

Exibir ambos os espectros € um modo
conveniente de se exibir toda a
informacdo para um Unico composto.
Observe que tanto o espectro limpo,
quanto o espectro sujo sdo exibidos.
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Encontre e Identifique 2

Tarefa 12. Encontre compostos utilizando Chromatogram Deconvolution (GC/MS)

Etapa Instrucoes Detalhadas Comentarios

gilent MassHunter Qualitative Analysis B.06.00 - Default.m
Edit View Find Identify Spectra Chromatograms Method Wizards Actions Configuration Tools Help

(55 FEIE9 e |[A] & [al [ #+ 4| 2 als s G [S] S5 4 & | B |[FF Mevigasor view B Compound Details View

{ 2A Data Navigalor x”@(:mwmm x
Sort by Deta Fie N TE ically Show Columns | [45] | Off S | G & | @ &% | 5o F&||ﬂ 3
=[] MSD_mix_fstds_DG_spl200_03 0
ok e ShowMide + Cpd’ V8 RT Y8 miz T8 Polarity Y5 lons 78 Height ¥ Widh -8 BasePeak ¥ Algerithm T Label ¥
B\ +TIC Scan | | 1 ssa1|  571|  Positve 2| 1000130 0.6 57.1| Find by Chromatogram Decomvolution|  Cpd 1:5.5
+TCC Sean 2 8061 1541] Pestive EREEED 008 7541 Find by Chromatogram Decomvolution]  Cpa 2 8.0
ENEE Fositive 2 e — —
4] 9983 87 Positive 26 71691 0.047 57 Find by Chromatooram Deconvolution)  Cpd 4 9.9

x
1nl ,A,[x@%%%;gm Minutes ol
%106 |Cpd 2: 9.221: +El EIC(49.5-51 5, 60.0 ..) Scan MSD_mix_dstds_DG_spl200_03.D &
DJ ’L o
55 -3 85 7 75 8 85 9 95 10 105 1 15
Counts vs. Acquisition Time (min) -

{ [Z4 Method Explorer: Defaultm x [z itor- Find C: Deconvoluti_ X
Chromatogram 1O Find by Ch =

B Resulis
E, N MECNE 3 AR

x
& i [F]% B

Spectrum A Settings | Mass Fiters | Compound Fiters | A Resuks | %105 |Cpd 3: 9.221: +El Compound Spectrum (3.196-9.301 min) MSD_mix_4stds_DG_spl200
+I General Previous resuts - s 1820
— Delete previous compounds N o
= find Compounds N resuls os]
N @ ighiight first compound %0 0
Cl D - | L v
Findlby al Highiight all compounds L —
Find by MRM ([l x105 [Cpd3:9.221: +E1 Scan (3.196-9.201 min. 32 Scans) MSD_mix_4stds_DG_spl200_020 |
Findby Itegraion Chomatograms and specira . 1880 1
Exract EIC 1 F
+I Find Compounds by Formula “ 4 ) 1
Extract ECC
X g Extract cleaned spectrum 1 T (1260
Compound Automation Steps i Extractraw spectrum il ok Sl L 210
= - s 100 150 200 250 M0 %0 40 450 5s00 550 600
Worklist Automation -] ‘s I | ' Counts vs. Mass-to-Charge (miz) o

Figura31 Encontre Compostos por meio dos resultados de Deconvolugdo do Cromatograma
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2 Encontre e Identifique

Identifique compostos utilizando o algoritmo Search Library

Nesta tarefa, vocé identificara e gerara férmulas para os compostos
encontrados em “Encontre compostos pela deconvoluc¢ao do

cromatograma” na pagina 48. Vocé pode realizar esta tarefa se vocé tiver
comprado a biblioteca NIST0S.l ou se utilizar a biblioteca demo.l. Se vocé tem
duas bibliotecas, vocé pode selecionar ambas.
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Tarefa 13. Identifique compostos utilizando o algoritmo Search Library.

Encontre e Identifique 2

Etapa

Instrucdes Detalhadas

Comentarios

1 Realize uma busca de biblioteca de
todos os compostos no arquivo de
dados
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d.

a Destaque os compsotos no arquivo de
dados
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.D na
janela Data Navigator.

b Na janela Method Explorer, clique em
Identify Compounds > Search Unit
Mass Library.

¢ Na aba Settings, clique no botdo Add
Library. Selecione a biblioteca demo.l
e clique sobre o botéo OK.

d (opcional) Na aba Settings, clique no
botdo Add Library. Selecione a
biblioteca NISTO08.I e clique sobre o
botdo OK.

e Clique na aba Search Results.

f (opcional) Selecione Stop When
Found para o modo de busca
Multi-Library.

g Clique em Identify > Search Library
for Compounds no menu principal.
Vocé pode, em vez disso, clicar sobre o
icone Search Library for Compounds
(¥} para executar o algoritmo.

h Clique em View > Difference Results.

i Clique em View > Structure Viewer.

j Clique em View > Compound
Identification Results, se necessario,
para exibir esta janela.

k Se necessario, clique sobre a aba para
abrir a janela Compound Identification
Results. Esta janela tem abas com a
janela Chromatogram Results.

» Vocé também pode clicar em
GC/Q-TOF Compound Screening >
Identify by Library Search no
Method Explorer. A mesma secéo
na janela do Method Editor é
exibida.

* Demo.l e Nist08 devem estar
instalados na pasta \MassHunter\
Library.

+ Observe que muitos compostos séo
identificados apds buscar na
biblioteca NIST08.1.

* Sevocé néo tiver a biblioteca
NIST08.1, selecione uma outra
biblioteca que vocé tenha
disponivel.

+ Sevocé tiver duas ou mais
bibliotecas selecionadas e vocé
selecionar Stop When Found, o
algoritmo de busca da biblioteca
buscara pela primeira biblioteca da
lista. Se o composto for
identificado, entdo ele sera
interrompido. Se o composto néo
for identificado, entéo ele buscara
pela proxima biblioteca até que o
composto seja identificado ou até
que a Ultima biblioteca tenha sido
buscada.

* Voceé utiliza o programa Library
Editor para modificar bibliotecas
que vocé utiliza com o algoritmo
Search Unit Mass Library.

Este programa ¢ instalado com
o programa Agilent
MassHunter Quantitative

Analysis. Clique no icone p=g
para iniciar este
m L]

programa.
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2 Encontre e Identifique

Tarefa 13. Identifique compostos utilizando o algoritmo Search Library.

Etapa

Instrucoes Detalhadas Comentarios

2 Exiba as colunas Spectral Library

a Clique no botdo Show Library Search

Column (¥ ) na barra de
ferramentas Compound List e na barra
de ferramentas Compound
Identification Results.

Clique no botdo Hide Empty Columns
(Iﬂﬁl) na barra de ferramentas
Compound List e na barra de
ferramentas Compound ldentification
Results.

Results na janela Compound List e
na janela Compound Identification
Results.

Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.06.00 - Default.m
i File Edit View Find Identify Spectra Chromatograms Method Wizards Actions Configuration Tools Help

(3 d sl aFEE e R[] [E 2] [A] [ #] 5 | A s i G (G5 5[2]) & B NavgstorView |BH Compound Desils View

[E=8 Eo8 =)

i 2A Data Navigator x”@(:mmmu x
Sot by Data i -l g Show Columns | 145/ 6 G | G2 G | @ @ | 52 % [oe] 1) 1l

VB BasePezk ¥R
57.1

Algerithm
Find by Chromatogram Deconvolution

£ [¥] MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.D
[=; w8

I Find by Chromatogram Deconvolutior
] 89.8)  Positive 20 1683244 188/ Find by Chromatogram Deconvalution
\ | 6958 Positive 26 71691 0.047 87| Find by Chromatogram Deconvolution
J a4 i, ] 3
Cpd 3: 4-Chlorchiphenyl (7% Compound Identification Results: Cpd 2: Biphenyl X ||i & Structure Viewer: Biphenyl x

Cpd 4: Methyl palmitate

hed Sequences

i [ Automatically Show Columns 114915 50 &2 62 1@ & | e s [ Structure | MOL Text

Best V41 Name # Formua+ Score8 RT 4 ID Source 4 Library = Score (Lib) + A
= \:—" | Biphenyl  C12H10| 935 8061| LibSearch| demol | 935\
CE -+ Name - Library #1 Num Pesks 4 Score (Lib)
\ Biphenyl|  demol | 76/ 535\ E
/A, Chromatogram Results (25 Compound Identification Results: Cpd 2: Biphenyl
2 Method Explorer: Defauitm X ||} [57 Method Editor: Search Unit Mass Library % ||i 44 Spectral Difference Results: Cpd 2: Biphenyl x
1 Chromategram “1|i ¥ Search Library for Compounds - | (3} | ¥ - N B E Y
Spectrum A Library Search | A Search Results| %106 [Cpd 2: Biphenyl: +El Compound Spectrum (2.037-2.121 min) MSD_mix_4stds_DG_spl200.
+ General Library selection fa o5
C\MassHunter\Library\
 Reports R i 510 630 760 890 1020 1151 1281 1541
Find Compounds A 3 x10€ |Cpd 2 Biphenyl: +El Compound Spectrum (8.037-8.121 min) MSD_mix_stds_DG_spl200..
e L 25
——— i Bemoeldexy 0 510 63 760/ 890 1020 1153 1281 154.1
2 5
e = Settings | Scomn xm1 Biphenyl C12H10 + Scan demol "
Combine |dentification Results
Search ciiteria 280 390 510 631 781 @aqy 1021 1151 1281 1391 il
[7] Enable screening [] Adjust Score B 4 5 6 70 0 s 100 1o o 130 o 1k
‘Worklist Automation L - Counts vs. Mass-to-Charge (miz)
E— <l n | ' || #4 Spectrsl Difference Results: Cod 2: Bipheryl |11 MS Specirum Results |

Figura32 Compostos no arquivo de dados MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.D e nos resultados de busca da

biblioteca

b4 Agilent MassHunter Workstation Software - Analise Qualitativa Guia de Familiarizacao para GC/MS



Tarefa 13. Identifique compostos utilizando o algoritmo Search Library.

Encontre e Identifique

Etapa

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

3 Alterne para Compound Details
View para revisar os compostos.

4 Reveja os resultados em
Compound Details View.

Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.06.00 - GC_QTOF.m

Clique em EE Compound Details View Na
barra de ferramentas principal.
Feche a janela Compound Fragment
Spectrum Results.

Clique sobre o icone Qverlaid na janela
Compound Chromatogram Results.
Expanda os resultados na janela
Compound Chromatogram Results.

» Vocé pode descobrir mais sobre a
Compound Details View na Ajuda
online. A Compound Details View é
muito Gtil quando vocé procura por
resultados do algoritmo Find by
Formula com um arquivo de dados
adquirido no modo All lons.

[E=8 BB =8|
i File Edit View Find Identify Method Wizards Configuration Tools Help
BN = W e Py e e | Y [ ) A@IHI& | B Mavigator View [ Compound Details View
(23 Compound List % ||} (% Compound Identification Results: Cpd 2: Biphenyl x
{48 Automatically Snow Columns | 5/ S8 61 @ & I[ae] 7] § g Automatically Shew Calumns | 5] G G| @ @ [
Label TR Cpd’ ¥+ [DSource Y#  Neme T+ Formula ¥ RTT+ mz T Score T+ Score (Lib) 7- D Techniques Applied
1| LibSearch Dodecane Cl2Hz6| 5581 57.071 81.1 81| = [ LibSearch
ok AL e Eehesd RRREC IO U TR Best T8 Name # Formula® Score® RT + ID Source # Library &
Best V& [DSource V8 Name V8 Formula V8 Score™ V-8 Score (RT) 78 RT Dif v & Diff(ppm) 78 Score (k)| & |F | Bichenyl| C12H10|  935| 8061| LibSearch| demol|
= |F | LibSearch| Biphenyl|  C12H10| 935] | | g T VRS [P e (Lib) &
miz (prec) T8 CETH T4 Score (Lib) & \ Biphenyl| demal 535\
| Biphenyl 935
Label ¥R Cpd’ V4 IDSource V4 Neme ¥+ Formula W8 RTV4 mlz ¥+ Score ¥4 Score (Lib) 7+
& | Cpd3:4-Chlorobiphenyl| 3| LibSearch| 4-Chlorobiphenyl|  CT2HSCI| 9221| 188.0384 83.8 83
| Cpd 4 Methyl paimitate| 4] LibSearch| Methylpalmitate| C17H3402] 9989 67.0442 69.58 695]
|« I r

} [E] Methed Editor: Search Unit Mass Library

i () Search Library for Compounds ~| (3} | ¥ - 0

2%

||} jjCompound MS Spectrum Results

I =N PN T R =R ™

£ Lbrary Search | Search Resuts | I o =1 ~EcCsen x10% (Cpd 2: Biphenyl: +E1 Compound Spectrum (8.037-8.121 min) MSD_mix_dstds_DG_spl200-.
Library selection g 03 O +EIC(49.5162-52.025. 159\ 77?
C \assHurier\Library'demol o 3 e
= 1 2
0.7 4] oS
- [csra;.
W 0 Ly N
[Removelip 5 X103 |Cpd 2 Biphenyl: ~El Scan (8.037-8.121 min. 26 Scans) MSD_mix_dstds_DG_spl200_03.0
04 - 1540776
Settings | Scoring 03] 5
J 4
Search crtera 02
0.14 2 |
: [7] Enable screening 9] Adiust Score 3 ol= — - 2 2810493
& . T T T T T R P 3
805 805 807 808 803 B1 81 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
[Z Method Explorer: GC_QTOF . |5} Method Editor: Search Unit M. Counts vs. Acquisition Time (mir) Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

Figura 33

MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.D

Compound Details View exibindo compostos no arquivo de dados
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2 Encontre e Identifique

Tarefa 13. Identifique compostos utilizando o algoritmo Search Library.

Etapa Instrucoes Detalhadas Comentarios
5 Volte para a Visualizacéo de + Clique sobre o botédo
Navegador. BH Compound Details View Na barra de

ferramentas principal.

6 Feche o arquivo de dados. a Clique em File > Close Data File. + Sevocé quiser salvar estes
b Cliqgue em No. resultados, veja “Tarefa 17. Salvar
resultados” na pagina 69.
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Encontre e Identifique 2

Tarefa 14. Encontre compostos por MRM (MRM apenas)

O algoritmo Find Compounds by MRM identifica compostos em dados MRM a
partir de um Quadrupolar Triplo. A busca de algoritmos para compostos
utilizando transicoes MRM. Todos os compostos no método de aquisicao sao
extraidos e exibidos na Compound List. Os compostos ndo sdo eliminados com
base nos resultados de integracao do cromatograma. Vocé pode usar o Find
Compounds apenas através do algoritmo MRM em dados que foram adquiridos
utilizando transi¢oes MRM. O algoritmo MRM utiliza informacdes que foram
encontradas no arquivo de dados se o arquivo de dados for um arquivo de
dados MRM.

Tarefa 14. Encontre compostos por MRM (MRM apenas)

Etapa

Instrucdes Detalhadas

Comentarios

1 Abrao TIC para o arquivo de dados
Pest - STD 200 MRM.d.

a Se o programa néo estiver aberto,
clique duas vezes no icone Mass
Hunter Qualitative Analysis. Do
contrario, clique em File > Open Data
File.

b Clique no arquivo de dados Pest - STD
200 MRM.d, na pasta de arquivos de
dados de exemplo GC.

¢ Limpe a caixa de selecéo Load result
data e clique em Open.

Vocé deve utilizar o General
Workflow quando trabalhar com
dados GC/QQQ. Vocé utiliza ou o
General Workflow ou o fluxo de
trabalho GC/Q-TOF Compound
Screening quando trabalha com
dados do GC/Q-TOF.

i /A Chromatogram Resulis

P2 et QEN ka0 c

3 =[] b %% % ) =

Minutes

x10% |+EI TIC MRM CID@™ (™ -> ) Pest- STD 200 MRM.D
842 202 e 45 5[6 6|7

= B om

3 4 5 6 ] 8

9 10 1 12 [ 14 15 13 17
Counis vs. Acquisition Time (mi)

Figura 34

2 Configure a interface do usuario
para que funcione com os dados
do CG.

0 cromatograma TIC a partir de Pest - STD 200 MRM.d

+ Siga as instrucdes apresentadas em
“Tarefa 2. Configurar Interface de
Usuario para dados GC/MS” na
pagina 13.
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2 Encontre e Identifique

Tarefa 14. Encontre compostos por MRM (MRM apenas)

Comentarios

Etapa Instrucoes Detalhadas
3 Encontre compostos utilizando o a Na janela Method Explorer, selecione
algoritmo MRM. Find Compounds > Find by MRM.
b Clique no botdo Group transitions by
compound name.
¢ Clique sobre a aba Integrator.
d Selecione o integrador Agile.
{ |5 Method Explorer: Defaultm x ”é@uaummm;ﬁmcﬂmwm x
# Chromatogram A || (¥ Find Compounds by MRM ~| {3 | 99 - o
il Spectrum [ Signal ta Noise | Peak Spectum | Resuts |
| Options | A Integrator | Pesk Fiters
1 General
[Agie R
+ Reports
- Find Compounds |
Find by Targeted MS/MS Al
Find by Chromatogram Deconvelution
Find by MRM A
Find by Integration A

+ Find Compounds by Formula
+ Identify Compounds

+ Compound Automation Steps 4 ka

. '

Figura 35

A aba do integrador na secao Find by MRM do Method Editor.

e Clique em () para rodar o algoritmo

Find Compounds by MRM no arquivo

de dados.

Se necessario, clique no comando
View > Compound List command.
Se necessario, clique no comando
View > Compound Identification

Results.

Vocé pode optar pela regido do
cromatograma a partir da qual vocé
pretende encontrar os compostos.
Vocé pode extrair o conjunto de
resultados completos para um
composto apos encontra-lo usando
o item do menu Compounds >
Extract Complete Result Set,
quando um composto for
destacado.

+ 0 programa Qualitaitve Analysis

encontra até 28 compostos sob
estas condicdes.
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Tarefa 14. Encontre compostos por MRM (MRM apenas)

Encontre e Identifique

2

Etapa Instrucoes Detalhadas

Comentarios

Selecione 2 na caixa Maximum
number of list panes, na caixa de
ferramentas MS Spectrum Results.

b Clique no icone Automatically Show
Columns na janela Compound Liste na
janela Compound Identification
Results.

¢ Clique sobre o primeiro composto na
janela Data Navigator.

d Quando a janela Data Navigator

estiver selecionada, utilize as setas do

teclado para alternar compostos.

4 Examine os compostos. Consulte a
Figura 36 na pagina 59.

+ 0ion precursor é exibido na coluna
Precursor (Acq Method) e o ion
produto é exibido na coluna Product
(Acq Method) na janela Compound
Identification Results.

Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.06.00 - Defautt.m (== EcE =
i File Edit View Find Identify Spectra Chromatograms Method Wizards Actions Configuration Tools Help
(3 2l Ba gl a-FIEIE 9- e PR [B]E][A] R[] | A s e G (R[] & | 8 [F NavigstorView | B Compound Deils View
{ 2A Data Navigalor x”é@(:nmpumiusn x
Sort by Data Fie - Automatically Show Colurnns || 145 | & 51| @ &% \\ |
5-[¥] Pest - STD 200 MRM.D B
use, G ) ShowHide + Cpd’ 78 IDSource 7®  MNeme 78 RTVH mz ¥ Polarity 7 Height V8 Width 78 miz(prod) Y8 CE 78 Algorithm 7
U W 3 Aca trifualin| 5.863|  306]  Positive 57386 0184 264 10 MF—
4 Aea chlorpropham | 556|  213]  Positive 76755 0143 71 5 MF
B 5 Acq BHC Beta| 6645  213)  Postive ©s5a3) 0122 123 10 WF
= e 3 Carbofuran
= 7 diazinon Positive MR~

0
pd 4: chlorpropham " i

pd 5: BHC Beta
pd 7- diazinon

pd 8 BHC gama delta -
pd : chlorpyriphos methyl

pd 10: malaoxon =1
Cpd 11: vinclezolin

: 3 Compound Identification Results: Cpd 6: Carbofuran

B Automstically Show Colurns | 51| G 50| @ @ ([

1D Techniques Applied 5
Acg

pd 12: malathion |

pd 13: fepropimorph 100

164 148)® | Carbofuran|

Score (Aca) B Precursor (Acq) ®  Find by MRM Productlon 8 Best™® Name +# Score RT # ID Source
100 6.554|

e

pd 14: pendimethalin
pd 15: mecarbam

7] Cpd 16: isofenphos-methyl - ||"Zi Chromatogram Results €3 Compound Identification Results: Cpd 6: Carbofuran |

[k Method Explorer: Defaultm x ||} = Method Editor: Find Compounds by MRM x ||; 111 MS Spectrum Results. x
[# Chromatogram A “||i (v Find Compounds by MRM ~| (3} | ¥ ~ Hv. Y t\Q@télfef\m\oo Zv\\ﬁﬂl%!
Spectrum SonatoMoiss | PeskSpectnm | Resuts ||| x10% Cpd 5: BHC Beta: +EI MRM:T (E584-5 707 min, 19 Scans) CID@™ (2190000 > =) Pe.  *
Optians A Integrator Peak Fiters B 183
¥ General |
Integrator selection ’ m
Reports [hate =l 1 m
=| Find Compounds L5y
= = od
Find by Targeted MSMS a x10# [Cpd 6: Carbofuran: +EI MRM:2 (6 492-6.683 min. 23 Scans) CID@™ (1640000 -> ™) P
Find by Chromatogram Deconvolution i1 1430000
Find by MRM A i 2]
Find by Integration Fy ol 131.0000
Find Compounds by Formula L4 0. ‘
e 80 100 120 140 160 180 200 20 240 260
- Counts vs. Mass-to-Charge (m'z) -
Compound Automation Steps K i ' i Spectral Difference Results_ ]| MS Spectrum Resuts

Figura36 Encontre os resultados do MRM.
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2 Encontre e Identifique

Tarefa 14. Encontre compostos por MRM (MRM apenas)

Etapa Instrucoes Detalhadas Comentarios
5 Feche o arquivo de dados. a Clique em File > Close Data File. + Sevocé quiser salvar estes
b Clique em Close. resultados, veja “Tarefa 17. Salvar

resultados” na pagina 69.
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Encontre e Identifique 2

Tarefa 15. Encontre compostos por Integracao
O algoritmo Find Compounds by Integration identifica compostos com base

nos resultados de integracao. Um compsoto é criado para cada pico que é
identificado pelo integrador.

Tarefa 15. Encontre compostos por Integracéo

Etapa Instrucdes Detalhadas Comentarios
1 AbraoTIC para o arquivo de dados  a Se o programa ndo estiver aberto, * Vocé deve utilizar o General
MSD_mix_4stds DG_spl200 03.D. clique duas vezes no icone Mass Workflow quando trabalhar com
Hunter Qualitative Analysis. Do dados GC/QQQ. Vocé utiliza ou o
contrario, clique em File > Open Data General Workflow ou o fluxo de
File. trabalho GC/Q-TOF Compound
b Clique no arquivo de dados Pest - STD Screening quando trabalha com

200 MRM.d, na pasta de arquivos de dados do GC/Q-TOF.
dados de exemplo GC.

¢ Limpe a caixa de selecéo Load result
data e clique em Open.

i /A Chromatogram Results x

(2o tlaEw ClEaloc x| e [I]A 2[R % K e Mines =

%107 |+ TIC Scan MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.0

7
- n k
L
55 [ 65 7 75 g g5 3 95 10 105, [l 115
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura37 Cromatograma TIC de MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d

2 Configure a interface do usuario + Siga as instrucdes apresentadas em
para que funcione com os dados “Tarefa 2. Configurar Interface de
do CG. Usuario para dados GC/MS” na
pagina 13.
3 Encontre compostos utilizando o a Na janela Method Explorer, selecione < Vocé pode optar pela regido do
algoritmo de integracdo. Find Compounds > Find by cromatograma a partir da qual vocé
Integration. pretende encontrar os compostos.

b Selecione o integrador MS/MS (GC). - Vocé pode extrair o conjunto de
resultados completos para um
composto ap6s encontra-lo usando
o item do menu Compounds >
Extract Complete Result Set,
quando um composto for
destacado.
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2 Encontre e Identifique

Tarefa 15. Encontre compostos por Integracdo

Etapa Instrucoes Detalhadas Comentarios
i [} Method Explorer: Defaultm x HiE-fmumEdimr Find Compounds by Integration x
1+ Chromatogram “||i (¥} Find Compounds by Integration ~| (3§ | ¥ = ©4 | Method Items ~
'+ Spectrum Adjust Delay Tme |  Peak Spectum Extraction | Charge State | Resuts |
A ntegrator | Pesk Fites | O Edraction | Exclude Massfes) |
| General
Integrator selection it
acoorts [ms/ms 0 -|a
! Find Compounds

m

3 Options

Find by Targeted MSIMS
Find by Chromatogram Deconvolution This is @ parameter less integrator.
Find by MRM

Find by Integration A

# Find Compounds by Formula
+ Identify Compounds
+ Compound Automation Steps 5 o

Figura 38

¢ Clique em {ij para executar o
algoritmo Find Compounds by
Integration no arquivo de dados.

d Se necessario, cliqgue no comando
View > Compound List command.

Selecione 2 na caixa Maximum

number of list panes, na caixa de

ferramentas MS Spectrum Results.

b Clique sobre o icone Automatically
Show Columns na janela Compound
List.

¢ Clique sobre o primeiro composto na
janela Data Navigator.

d Quando a janela Data Navigator

estiver selecionada, utilize as setas do

teclado para alternar compostos.

4 Examine os compostos. Consulte a
Figura 36 na pagina 59.

A aba do integrador na sec¢éo Find by Integration do Method Editor.

+ 0 programa Qualitaitve Analysis
encontra até 6 compostos sob estas
condicdes.
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Encontre e Identifique 2

Tarefa 15. Encontre compostos por Integracdo

Etapa Instrucoes Detalhadas Comentarios

] Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.06.00 - Default.m =R |
fle Edit View Find [dentify Spectra Chromatograms Method Wizards Actions Configuration Tools Help

EN= == W R RN EAN 1 M RN A,I&ngﬁlgm’&\al Navigator View B Compound Details View

{ 2A Data Navigator x”@(:mpmim x
Sort by Data File = : Automatically Show Colurnns |[/14 /G G | G2 G | @ | 52 5 \l 1.3
=1 [¥] MSD_mix_4sids_DG_spl200_03D . =
-] nes Cheomatoans ShowHide + Cpd’ 78 File 78 RT 78 Polarity 78 Widh V= BasePesk 78  Algorithm T# Label 78 %
@/ = TIC Sean ix_dstds_DG_spl200 03D 5 Positive I Find by Integration : 7
i, +TIC Sean 2| MSD_mix_4stds_DG_spl200_030] 8061 FPositive| 0015 1540763 Find by Integration| _Cpd 2: 8.061 ‘E
3| WMSD_mix_dstds_DG_spl200 03D 9113 Positive| o 780467 | Findby Intearstion| Cpd 39113,
4| MSD_mix_dstds DG spl200 130 8221  Fositve| 0018 1820277 | Find by Intearstion|  Cpd 4 9,221
f 5| MSD_mix_dstds_DG_spl200 03D 9988 Posive ol 780483 | Find by Iniegration|  Cpd 5 9928 -
4 i ] v
i /A Chromatogram Results x

(2o tlaEwl elEaloc o] e[E]d A 2% K s Mine =

%107 |+EI TIC Scan MSD_mix_dstds_DG_spl200_03.0 9

3 &5 7 75 : 85 $ 95 0 105 i 115
Counts vs. Acquisition Time (mir) -
 [£+ Method Explorer: Defaultm X ||} [ Method Editor: Find Compounds by Integration x ||} 1l MS Spectrum Resutts x
[+ Chromategram *|i ® Find Compounds by Integration ~| (3} | ¥ r (4 | Method ltems ~ B MRS EI?#\V&’\ANO & 2 '\\JE !
Spectrum Adust Dely Tme | Pesk Spectum Edraction | Chamge State | Resuks ||| x10% |+El Scan (55585565, 5,558-5.608 min, 7 Scans) MSD_mix_tstds_DG_sp..| *
A Integrator | Peak Fiters | Chromatogram Bxiraction | Exclude Mass(es) | A
+I General
Integrator selection pie 5 £
Scrorts [Msms 6o ~la 1
2 riod Componnds s |l l h : I
: T 3 Options = 0 — - -
Find by Targeted MSMS x104 +El Scan (8.041-8.044, 8.088-8.091 min. 4 Scans) MSD_mix_dsids_DG_sp
Find by Chromatogram Decomvolution This is = parameler less integrator 1540765
Find by MRM B =
Find by Integration A al 280867 207,031
1
# Find Compounds by Formula B B b | gepees
T — s 100 150 200 250 300 3:/0 40 4% 500 550 600
Lom Counts vs. Mass-o-Charge (mz) -
+| Compound Automation Steps @ ||| F# Sreciral Difierence Resulis: Cpa 1 | MS Spectrum Resulis
Figura39 Encontre por resultados de Integracéo.
5 Feche o arquivo de dados. a Clique em File > Close Data File. » Sevocé quiser salvar estes
b Clique em Close. resultados, veja “Tarefa 17. Salvar

resultados” na pagina 69.
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2 Encontre e Identifique

Tarefa 16. Gere formulas e busque na biblioteca por espectros
de pico
Nesta tarefa, vocé primeiro integra e extrai os espectros de pico de um arquivo

de dados GC/Q-TOF. Em seguida, vocé gera formulas possiveis para cada
espectros de pico.

Tarefa 16. Gere formulas e busque na biblioteca por espectros de pico

Etapa Instrucdes Detalhadas Comentarios
1 AbraoTIC paraoarquivodedados a Se o programa nao estiver aberto, » Se a caixa de marcacao Load result
MSD_mix_4stds DB_spl200_03.d. clique duas vezes no icone Mass data néo estiver disponivel, entéo
Hunter Qualitative Analysis. Do nenhum resultado foi salvo no
contrario, clique em File > Open Data arquivo de dados. Veja “Tarefa 17.
File. Salvar resultados” na pagina 69
b Clique sobre o arquivo de dados para mais instrucdes sobre como

MSD_mix_4stds_DB_spl200_03.d na salvar resultados.
pasta de arquivo de dados GC.

¢ Limpe a caixa de selecédo Load result
data e clique em Open.

2 Integre e extraia o espectro de pico a Clique na secdo Cromatogramas >
Integrar (MS) na janela do Method
Explorer.
b Clique na aba Peak Filters.
Clique no botéo Peak height.
d Marque a caixa de marcacao Relative
height.
e Marque a caixa de marcacéo Limit (by
height) to the largest e o tipo 4.
f Clique em Chromatograms >
Integrate and Extract Peak Spectra.

o
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Encontre e Identifique 2
Tarefa 16. Gere formulas e busque na biblioteca por espectros de pico
Etapa Instrucoes Detalhadas Comentarios
3 Gere formulas para cada espectro  a Na janela Method Explorer, clique em  + Vocé pode ver as razoes de
de pico. Identify Compounds > Generate abundancia do isotopo previsto no
Visualize a Spectrum Formulas. quando seu zoom estiver na m/z
Identification Results List. b Na janela Method Editor, clique na aba apropriada. Consulte a Ajuda online
Feche a janela MS Spectrum Charge State e selecione Common para mais informacdes.
Results. organic molecules como modelo de + 0Oicone Run {E} ,na barra de
Isotopo. ferramentas do Method Editor, as
Dica: Para obter os mesmos ¢ Na janela Data Navigator, destauge vezes permite que vocé escolha
resultados de Figura 41, garanta que todos os espectros na secdo User uma agéo a partir de um conjunto
vocé selecionou Common organic Spectra. de acbes possiveis. Por exemplo,
molecules como modelo de isotopo. d Clique no comando Identify > duas acdes diferentes sao possiveis
Generate Formulas from Spectrum quando vocé clica no icone
Peaks ou no botdo Generate Formulas Executar nesta secéo. Se vocé
from Spectrum Peaks {E} para clicar sobre a seta, uma lista de
executar o algoritmo. acoes possiveis sera exibida, e vocé
e Se necessario, clique no icone pode escolher que acédo executar.
Spectrum Identification Results, _L"_ﬁ Escolher uma acéo diferente da
ou clique no comando View > lista, modifica a acdo padrdo. Se
Spectrum ldentification Results. vocé simplesmente clicar sobre o
f Najanela Spectrum Identification botdo Run, a acdo padrdo atual sera
Results, clique no botdo Automatically realizada.
Show Columns na barra de * Vocé pode modificar a largura de
ferramentas. uma coluna arrastando a linha que a
g Cligue no icone Hide Empty Columns, separa das colunas adjacentes.
Iﬂﬁl, na janela Spectrum Identification * Vocé pode movr a coluna
Results. arrastando seu cabecalho.
h Selecione C6 H13 como resultado + Vocé pode excluir uma coluana
Best. clicando em Remover coluna no
i Expanda a tabela para esta sequéncia. menu de atalhos, na tabela.
j Feche ajanela do Method Editor.
k Reveja as Formula and lon Species que
séo exibidas muitos picos da janela
MS Spectrum Review. Todas as
Formula and lon Species sao da
mesma cor que o espectro.
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Tarefa 16. Gere formulas e busque na biblioteca por espectros de pico

Etapa Instrucoes Detalhadas Comentarios
B gien o #E0600 - 6C QT0Fm SRy
i File Edit View Find ldenbfy Spectra Chromatograms Method Wizards Acbons Configurabon Tools Help
L6502 0 O ) 120 - o) of [R2) ()3 (A @[] 5 s ol B B @ B[] @ | e [ mvianeor view ) compouna Detas view
2 72 Data Navigator X (|2 1% spectrum identification Keaule: + Sean (3 562, 5 5 me) S x
Sod by Dala e o | 5l ns | |
'l- | MED_mix_4sids DG _sgl200 03.0 E S S ]mlqﬂmaaﬁl& - p— |
b [iF] User Chromnbogras Besl T& DSuce TH  Fomula T Speces T2 miz T Scoe' T8 O T+ Sowe (MFG) T+ o
6111 E

Wil = Sean (9203 . min} Sub
Sl + Sean (3ETRB 88T min) Sub

A5) T4 Score (M) T Score (MFG)Y T Score (5o, spacng] T8 Hey
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216713 | mas 100 | ss1012 02 e |00 |sae LN E
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Besl T DSouce TH  Fomula T4 Speces TS mie T8 Score’ T9 O jppm) T8 Soore (MFG) T8

fee s QB [ka o e @ on]e]en Pl @l =g
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| 135
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=
identify Lompounds | 05 e OB HIO
Seaech Unit Mass Library A 07 J o 3) 940471
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Figura 40

4 Faca uma busca na biblioteca
pelos espectros de picode 1a 4

66

Gerar resultados de Formula para picos de 1 a 4

Na janela Data Navigator, clique em .
User Spectra.

Na janela Method Explorer, clique em
Identify Compounds > Search Unit
Mass Library.

Verifique se uma biblioteca valida esta
selecionada.

Clique em Identify > Search Library

for Compounds no menu principal.

Feche a janela do Method Editor.

0 Method Editor é aberto
automaticamente quando vocé abre
uma secao do Method Explorer.
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Encontre e Identifique 2

Tarefa 16. Gere formulas e busque na biblioteca por espectros de pico

Etapa Instrucoes Detalhadas Comentarios
5 Modificar as colunas visiveis. a Clique com o botéo direito sobre a + Sevocé utilizar o comando Remove
janela Spectrum Identification Results Column e remover uma coluna que
e clique em Add/Remove Columns. contém dados, o software ira
Na caixa de dialogo “(Enhanced) automaticamente reexibir esta
Add/Remove Columns”, marque as coluan se a funcdo Automatically
colunas que vocé quer exibir. Clique Show Columns estiver ativa.
em OK. + 0 algoritmo LibSearch tem grande
b Feche ajanela do Method Editor. peso na secdo Combine
Cligue no icone Hide Empty Columns, Identification Results do método.
Iﬂﬁl, na janela Spectrum Identification Vocé pode escolher manualmente o
Results. resultado MFG ou escohler como os
d Reveja as Formula and lon Species que resultados de identificacdo sdo
sdo exibidas acima de cada pico da combinados.

janela MS Spectrum Review.

Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.06.00 - GC_QTOF.m | = =]
i File Edit View Find Identify Spectra Chromatograms Method Wizards Actions Configuration Tools Help
iz dasia-MER Y- PR [BE [Alm[ulm]s ] & b R G @ @[5S | & [F Navigstorview |HJ Compound Detils View
i % Data Navigator x| i 8044 .. mi) Sub x
Sor by Data Fie - Automatically Show Colurnns || 14| Gl 51 | B2 G2 | % &% \
£ [¥] MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.D - - |
(2] User Chromatograms _ Best V3 IDSource T# Fomula Vi Species T miz VR ScoreT ¥ Diff (ppm) ¥R Score (MFG) V8 A
[@An +TIC Sean Elrs o LibSearch-MFG C12 H1D M+ 1540769 762 202 95.56 E
-] User Spectra : : I -
(71l + Scan (5.568. 5,585 min) Sub e, -5 My 0| B ook V7| Semma (b V1
+ Scan (8.037-8.044 .. min) Sub | Biphenyl | demol | 76 | 7138 |
‘;“:::E;BB";;] S“"] b Species W miz Y-8 Score (iso. abund) T4 Score (mass) T+ Score (MFG. MSIMS) - Score (MS) W8 Score (MFG) ¥ ¥ Score (iso. spacing) ¥ Abu
+ 79-9.983 ..
i ,Bq"v 2 el o M | 184.0769 | 3812 | 542 | | 9556 95.56 | 528 197!
19758.8 7.8 100 1540777 08 193904 | 100 362 154.0769 | 5
25872 115 131 155.0811 0 27663 | 143 123 155.0811 |
1555 07 02 156.0845 24 2% 15 13 156.0869 | 1
57 0 0 157.0873 37 546 03 02 157.0916 | =
Best ¥ IDSowce Y+ Fomula W+ Species Y+ miz W4 Score™ T+ Diff (ppm) T4 Score (MFG) ¥+ .
J 4 . . . 1. L3
& Chromatogram Results 1} Spectrum Idenification Resulis: ~ Scan (8.037-8.044 . min) Sub |
i 111 MS Spectrum Results x
: 5 Method Explarer- GC_ QTOFm 22 o tla@Bw ClEa oc 1o mle]s mlF% % @l
GC/Q-TOF Compound Screening A |l x104 [Biphenyl: +El Scan (8.037-8.044, 8.088-8.118 min, 13 Scans) MSD_mix_dstds_DG_spl200_03.D Subiract =
224 1540769
Chromatogram A 2l [C12 H10}+
[+ Spectrum 18]
+ General 164
- 144 E
# Reports
= 124
'+ Find Compounds 1 ||
Find Compounds by Formula A L
054 woa
= N 3
= Identify Compounds il e ik oy
Search Unit Mass Library Al 024 l | 191 0201
Generate Formulas i == L ‘” A sy ) il L e
) L 60 8 100 120 140 160 130 200 220 240 260 280 300 W0 o 360 3B 400 430 440 460 480 500 520 5 560 530
Combine Identification Results (ot o e et E) |
G und - || P Spectral Difference Results: + Scan (8.037-8.044 . min) Subgl| MS Spectrum Resuls

Figura41 Os resultados de Library Search and Generate Formulas para o primeiro pico de espectros.
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2 Encontre e Identifique

Tarefa 16. Gere formulas e busque na biblioteca por espectros de pico

Etapa Instrucoes Detalhadas Comentarios
6 Reveja os resultados para cada a Cliqgue em View >MS Spectrum Peak + Osions de fragmento séo exibidos
espectro na janela MS Peaks One. List 1. em verde na janela MS Spectrum
b Clique com o botdo direito e clique em Results.
Add/Remove Column. » 0 lon Type pode ser Molecular lon,
¢ Verifique as colunas exibidas em Fragment lon ou nulo. Se for um lon
Figura 42 estao no Show these de Fragmento, em seguida, as
columns. colunas Loss Formula e Loss Mass
d Organize pela coluna lon Type. exibem a formula e a massa para se
e Se o Tipo de lon for Fragment lon, chegar até aquele ion a partir do lon
entdo Formula & lon Species sera Molecular. A Formula & lon Species
exibida em verde em cada pico no exibe a formula e as espécies de ion
janela MS Spectrum Results. para aquele ion.
i 1} MS Peaks One: + Scan (8.037-8.044 .. min) Sub x
miz 9 Species & Abund & Abund % 8 Z4 Formulz= Diff (ppm) = Formula & lon Species 8 Loss Formulz # Loss Mass & lon Type © 8 =
154.0769 Ms+| 1939038 1000 1 C12H10| 5.02| [C12 H10+ Molecular lon
155.0811 Ms+| 276628 1427 1 C12H10| -029| [C12 H10+ Molecular lon =
156.0869 M+ 285.97| 153 1 C12H10| -15.58| [C12 H10}+ Molecular lon
» [ E1035 [ EEI 504 1 CiHs T3524| [C3 HE)+ Cars 113 Fragment lon
43.085 M+ 866.15 4470 1 C3H7 -17.85| [C3 H7)+ C8H3 m Fragment lon
50.0158 M+ 729.18| 3760 1 CaH2 -14.44| [C4 H2)+ CgH8 1041 Fragment len
51.0224 M+| 209354 108 1 C4H3 S.75| I[C4 H3)» C8H7 1031 Fragment lon
520275 M+ 31044 16 1 C4H3 -22.03| [C4 H3J+ C8H7 1031 Fragment lon
520298 M+ WSBIgl 095 1 C4H4 19.09 IC4 H4)+ C8He 102 Fragment lon
53.0388 M+ 152. 1;"| 078 1 C4HS -£.42| [C4 HE}+ C8H5 101 Fragment lon
540472 M+ 183.45| 095 1 C4He -1424| [C4 HE)+ CBH4 100 Fragment lon
55.0551 M+ 631.13 3250 1 CaH7 -15.71| [C4 H7)+ C8H3 99 Fragment lon
56.0626 M+ 404 96| 208 1 C4H8 -9.63| [C4 HE)+ CaH2 98 Fragment lon
620152 M+ 177N 08z 1 C5H2 -145| [CB H2)}+ CT7H8 921 Fragment lon
63.0234 Ms+| 102198 527 1 C5H3 -7.31| [CB H3}+ CTH7 911 Fragment lon
64.0309 M+ 511.22| 264 1 C5H4 -3.01| [C5 H4)+ C7HE 90 Fragment lon
65.029 M+ 670.14| 3460 1 CSHS -6.86| [C5 HO)+ CT7HS 89 Fragment len
67.0548 M+ 609.95| 318 1 C5HY -8.15] [C5 HTl- C7H3 a7 Fragment lon
69.0706 M+| 141151 728 1 C5HY -11.16| [C5 H3J+ C7H 85 Fragment lon
70.078) M+ 519.14f 268 1 C5H10 -365 IC5 H10)+ c7 84 Fragment lon
740157 M+ 83829 4320 1 C6H2 -7.82| [C6 H2}+ CEH8 801 Fragment lon
75.023 M+ 92871 4780 1 CEH3 -0.85| [CB H3}+ CEH7 791 Fragment lon B
Figurad42 Tablea MS Peaks One com colunas lon Type, Loss Formula, Loss Mass
e Formula & lon Species
7 (opcional) Feche o arquivo de a Clique em File > Close Data File. + Se vocé quiser salvar estes
dados. b Clique em Close. resultados, veja “Tarefa 17. Salvar
Vocé pode proceder para a resultados” na pagina 69.

proxima tarefa para aprender a
como salvar os resultados.
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Encontre e Identifique 2
Tarefa 17. Salvar resultados
Nesta tarefa, vocé salvou os resultados para o atual arquivo de dados.
Tarefa 17. Salvar resultados
Etapa Instrucdes Detalhadas Comentarios
1 Salve os resultados para o atual Cligue em File > Save Results. » Vocé apenas pode salvar um dos
arquivo de dados e feche o arquivo Clique em File > Close Data File. conjuntos de resultados com um
de dados. arquivo de dados. Se vocé ja salvou
resultados com o arquivo de dados
atual, entdo estes resultados serdo
sobrescritos quando vocé clicar em
File > Save Results.
2 Abrao arquivo de dados e carregue Cliqgue em File > Open Data File.
os resultados. A caixa de dialgoo “Open Data Files”
se abre.
Selecione um arquivo de dados. Para
este exemplo, selecione um arquivo de
dados para
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d.
Marque a caixa de marcacao Load
result data.
Clique no botdo Open.
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Tarefa 17. Salvar resultados

Etapa Instrucoes Detalhadas Comentarios
Open Data File ===
Lookin: [ Ji GC R =
i MSD_mix_tstds_DG_spl200_03.D
2 L Pest - 200 Scan.D
ks L Fest - 5TD 200 MRM D
Recent fiems |71/ peet Ghrawb-01 SPIKED 1 ppb - 1ulin.D
)
Documents
Deskiop
=
Computer
& File name:  MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.0 -
Hetwork Files of type: | Data Fles (d) -] [ Concel ]
Ostions
Sample Information
© Load results method Sample Name
@ Use current method UserName:  GCMSTRAINING Diadmin
) Lottt Sample Positicn = 1
" Ruln 'F;\; mpehg‘dacmm from Description :
selected mett H a2 A
A caixa de marcacao Load Result Data estara marcada.

Figura43 Caixa de didlogo Open Data File.

3 Examine os resultados. a Clique na janela Spectrum .
Identification Results.

b Reveja os resultados.
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Tarefa 17. Salvar resultados

Etapa Instrucoes Detalhadas Comentarios
Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.06.00 - GC_QTOF.m | = =]
i File Edit View Find Identify Spectra Chromategrams Method Wizards Actions Configuration Tools Help
iz dagsia-MERE Y o PR [BE [Alm[ulm]s] & iR G @ G5 & | & [F NavigstorView |HJ Compound Detils View
i % Data Navigator =i i 8044 .. min) Sub x
Sor by Data Fie - Automatically Show Colurnns || 14| Gl 51 | B2 G2 | % &% \
1 [7] MSD_mi_4stds_DG_spl200_03.D ; - - -
i Uset Cricimatienns Best 8 IDSouwrce ¥4 Formuls ¥R Species T8 mz W ScoreT B Diff(ppm) ¥ Score (MFG) ¥R A
ser Spectra LibSearch-MEG  C12H1D M 1540769 762 402 9558 [
[7]uli + Sean (5568, 5595 min) Sub e =
[P - Scan (2.037-8.044 _ min) Sub R o B | e Y
[y +5can (3.203 .. min) Sub | Biphenyl | demol | 76 | 7138 |
m s a0 O S 00 ) S Species W miz ¥ Score (iso. abund) & Score (mass) 7 Score (MFG. MSIMS) 1 Score (MS) 8 Score (MFG)¥ ¥ Score (iso. spacing) ¥ & Abu
E( = @ \M+ \1540755\5312 \5542 \ |5555 \5555 9238 197!
=l Best ¥ IDSource T Fomuls T8 Species T8 miz ¥ Score™ T8 Diff(ppm) W8 Score (MFG) ¥R
|| MFG Cl1H120 Me 1600878 | 17.31 247 253
(8] MFG CEH1TT W 710860 | 1656 5 281
C MFG ciHo [ 101.0011 | 1496 1135 7478
@ MFG CTH1E [ BIIEs | 1472 02 762
B/ | MFG CTH3S W 1189931 | 1447 1304 7237
fal MES CAH2 M RIMD4 |14 R1 TR 443
f« [ i r
7\ Chromatogram Results |} Spectrum Identification Results: + Scan (B.037-8.044 ... min) Sub |
i 111 MS Spectrum Results x
B Method Explorer GC_QTOFm x[i2 o tla@Bw €A oc 1z m]le]R mlF]% % @l =l
6C/Q-TOF Compound Screening A |l 10 [Biphenyl: +El Scan (2.037-2.044 8.088-8 11 min. 13 Scans) MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.D Subtract 9
224 1540763
Chromatogram &4 2l [C12 M0}
+I Spectrum 16
General 164
[+ Reports 1 / E
7
E 12
Find Compounds: . B
Find Compounds by Formula A 084
06 mosL
- Identify Compounds ] Co i) 1150559
Search Unit Mass Library Al 02 L 207.031 2530146 3310601
T - ol ol o el el
€0 80 100 120 140 160 180 200 20 240 260 280 300 320 340 k0 0 400 430 440 460 480 500 520 540 560 560
Combine Identification Results Counts ve, Mase-to-Charoe (miz) |
ey ~ | [+ Speciral Difference Results: = Scan (8.027-8.084 _ min) Sub  gl]. MS Spectrum Results

Figura44 Os resultados de Library Search and Generate Formulas para o primeiro pico de espectros.

4 Feche o arquivo de dados. a Clique em File > Close Data File.
b Clique em Close.

5 Abra o arquivo de dados e ndo a Clique em File > Open. A caixa de + Sevocé ndo carregar os resultados,
carregue os resultados. dialgoo “Open Data Files” se abre. entdo, por definicdo, um TIC sera
b Selecione um arquivo de dados. Para aberto quando vocé abrir o arquivo
este exemplo, selecione um arquivo de de dados. Se vocé marcar acdes
dados para Run 'File Open' da caixa de
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d. marcacdo de métodos selecionada,
¢ Limpe a caixa de marcacéo Load result entdo as acoes File Open serdo
data. abertas, em vez disso. Consulte a
d Clique no botéo Open. Ajuda online para mais
informacdes.
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Tarefa 17. Salvar resultados

Etapa Instrucoes Detalhadas Comentarios

Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.06.00 - GC_QTOF.m =
i File Edit View Find Identify Spectra Chromatograms Method Wizards Actions Configuration Tools Help

iz dagsia-MERE Y o PR [BE [Almlulm])s] & R G @ G5 & | & [F NavigstorView |HJ Compound Detils View

§ 5 Data Navigaior X”EACMMDQMM x
Sort by Data Fil -z 1 |+ | | - E 1% % % & | i =zl
i; MSS_I::(_Aslds_DG_sp\ZDD_DB D 20 Q w w 490 - 2 .A. ix E )6% @ = e 2

User Chromatcgrams %107 [+E1 TIC Scan MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.D

11

1]
094
0

la
i
]
(]

55 [ 65 7 75 g 85 3 95 10 105 il 115
Counts vs. Acquisition Time (min)

A Chromatogram Results [ 1} Spectrum Identification Resuls |

i 111 MS Spectrum Results x

i2 e Q@Y wEaloc o [n]]e]e m il s =l

i £} Method Explorer- GC_QTOF.m

x

6C/Q-TOF Compound Screening i

Chromatogram A

- Identify Compounds
[Search Unit Mass Library Al

Generate Formulas

Combine |dentification Results

7 G und ~ || 4 Spectral Difference Results 1]| MS Spectrum Results

Figuradb Os resultados de Library Search and Generate Formulas para o primeiro pico de espectros.

6 Feche o arquivo de dados. a Clique em File > Close Data File.
b Clique em Close.
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Agilent MassHunter Workstation Software Analise Qualitativa
Guia de Familiarizacao

3
Utilize fluxos de trabalho, exporte
e imprima

Defina e execute o método de analise qualitativa usando o fluxo de
trabalho geral 74

Tarefa 19. Defina e execute um método utilizando o fluxo de trabalho
GC/Q-TOF Compound Screening 79

Tarefa 20. Exporte um arquivo CEF 83
Tarefa 21. Imprima um relatério de analise 85
Tarefa 22. Imprima um relatorio de composto 88

Nestas tarefas, vocé aprende a definir e a executar um método de analise
qualitativa. Em seguida, vocé executa acdes no método automatizado quando
vocé abre um arquivo de dados.

Dois diferentes fluxos de trabalho sao usados para estes exemplos. Consulte
“Fluxos de Trabalho” na pagina 100 para mais informacoes.

O fluxo de trabalho General aceita dados do GC/QQQ, GC/Q-TOF e LC/MS. O
fluxo de trabalho GC/Q-TOF Compound Screening aceita dados do GC/Q-TOF.

Cada exercicio é apresentado em uma tabela com trés colunas:

* Passos — Use instrucgdes gerais para proceder por conta prépria, explorando
0 programa.

* Instrucoes Detalhadas - Utilize-as se voceé precisar de ajuda ou se preferir
um processo de aprendizado passo-a-passo.

* Comentario — Leia-os para obter dicas e informacao adicional sobre cada
passo no exercicio.

Agilent Technologies 3



3 Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima

Defina e execute 0 método de analise qualitativa usando o fluxo de

trabalho geral

Quando vocé iniciar pela primeira vez o programa Analise Qualitativa, o
método padrao default.m sera carregado. Vocé pode fazer alteracoes ao
método aberto e salva-lo, bem como abrir um novo método, fazer alteracoes e
salvar o método. Vocé nao pode sobrescrever o método default.m.

Vocé também pode definir acoes de execucao especificas no método quando
abrir um arquivo de dados. Quando vocé abre um arquivo de dados, vocé
também pode carregar o método que foi usado para criar os resultados
armazenados no arquivo de dados. Este método é automaticamente salvo
quando quer que vocé salve os resultados com o arquivo de dados. O fluxo de
trabalho Geral pode ser usado tanto com os arquivos de dados do GC/MS,
quanto do LC/MS.

Tarefa 18. Defina e execute o método de analise qualitativa usando o fluxo de trabalho Geral.

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

1 Abrao TIC para o arquivo de dados
Pest - STD 200 MRM.d.

2 Configure a interface do usuario
para que funcione com os dados do
CG.

3 Defina o método para extrair um
cromatograma TIC.
Defina um cromatograma TIC
para os dados do MS.

o

Se o programa néo estiver aberto, .
clique duas vezes no icone Mass

Hunter Qualitative Analysis. Do
contrario, clique em File > Open Data
File.

Cligue no arquivo de dados Pest - STD
200 MRM.d, na pasta de arquivos de
dados de exemplo GC.

Limpe a caixa de selecéo Load result
data e clique em Open.

Siga as instrucées apresentadas em .
“Tarefa 2. Configurar Interface de

Usuario para dados GC/MS” na

pagina 13.

Na janela Method Explorer, selecione
Chromatogram > Define
Chromatograms.

Exclua o cromatograma BPC.
Selecione TIC como o Type.

Tenha certeza de que o Nivel MS é
MS/MS.

Clique em Add.

Vocé utiliza ou o Fluxo de Trabalho
Geral ou o fluxo de trabalho de
Rastreamento de Composto
GC/Q-TOF quando trabalha com
dados do CG/MS.

Para este exemplo, selecione o
fluxo de trabalho Geral.

74
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Tarefa 18. Defina e execute o método de analise qualitativa usando o fluxo de trabalho Geral.

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios

4 Edite 0o método para integrar os a Najanela Method Explorer, selecione  + Atualizando um valor na aba Peak
dados. Chromatogram > Integrate (MS/MS) Filters, na secdo Chromatogram >

Limite a integragéo aos quatro b Clique na aba Peak Filters. Integrate (MS), vocé também

picos mais altos. ¢ Na secao Maximum number of peaks, atualiza valores em outras secoes

marque a caixa de selecéo Limit (by do Method Explorer. Triangulos
height) to the largest. azuis parecem exibir estas outras
d Tipo 4. secdes.
| [Z Method Explorer: Defaultm X ||} [Z7 Method Editor: Integrate (MS/MS) x
“I Chromatogram “ | ® integrate Chromatogram ~| (3§ | ¥ - (4 | Methodltems~ | (=
Integrate (MS) Integrator | Sutabity | A Peak iters | Resuts n . ,
T S Vocé pode clicar no icone
S B SR Save Method para salvar o
moott
Exclude Mass(es) E = 10000]  counts método atual.
Calculate Signal-to-Noise =  of largest peak
Define Chromatograms
Sxiracton Deta Format \:E :J:T:Ir:tearea - 10000)  counts
aneli [@] Relative area >= 1000 % of largest peak
+ General
Maximum number of peaks

ECoOrE 7] Limit (by height) to the largest & LA
' Find Compounds
+ Find Compounds by Formula

Figura46 A aba Chromatogram > Integrate (MS/MS) > Peak Filters tab

5 Tsete aintegracdo para garantir + Clique no icone Integrate
que apenas 4 picos integrados Chromatogram {!} ‘para integrar o
aparecem. arquivo de dados.

6 Salve o método como a No menu superior, clique em + Observe que salvar o método faz
iii_GCexercisel, onde “iii"* séo Method > Save As. com que os tridngulos azuis fazem
suas iniciais. b Digite iii_GCexercisel. com que as mudancas de valores no

¢ Clique no botao Salvar. método aberto desaparecam.

7 Altere o plano de fundo do a Na janela Method Explorer, selecione < Se vocé fizer qualquer modificacao
espectro de método para utizar o Spectrum > Extract (MS/MS) adicional ap6s salvar o método,
espectro no inicio de um pico. b Clique em Peak Spectrum Extraction entdo um triangulo azul sera

(MS/MS). adicionado.
¢ Para o plano de fundo do espectro de
Pico, selecione Spectrum at peak
start.
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3 Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima

Tarefa 18. Defina e execute o método de analise qualitativa usando o fluxo de trabalho Geral.

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
(2 Method Explorer: ph_GCexercisel.m x ” 5 Method Editor: Extract (MSMS) x
B “||i () Extract Peak Spectrum ~| (3} | ¥ - (4 - | Method Items - | Blé‘g |
5 A FPeak Spectrum Extraction (MS/MS) | Peak Location | Peak Fiters | Charge State |
Spectrum g n - ’
F—— Specato ncde - Vocé pode clicar no icone
°) At apex of pesk
Extrsct (SS) al Save Method para salvar o
- © Average scans > 10 %% of peak height
Extraction Data Format I3
TOF specm método atual.
macncr Exclude if above 00 % ofsauration
B @ In the miz ranges used in the chromatogram L
Find Compounds A

+ Find Compounds by Formula
= Identify Compounds

Search Unit Mass Library

Generate Formulas

Combine |dentification Results

+ Compound Automation Steps

%) Anywhere
7 Inthese miz ranges

Never return an emy

Peak spectrum background

pty spectrum

MSMS [ Spectrum at peak stat -la

Time range:

Figura47 Aba Spectrum > Extract (MS/MS) > Peak Spectrum Extraction (MS/MS)

8 Teste a extracdo do espectro MS + Clique no icone Extract Peak

para garantir que um espectro de
plano de fundo foi subtraido.

9 Grave o método.

Spectrum {EI para executar a acao

em um pico selecionado, no arquivo de

dados.
+ Salve 0o método de uma das trés * 0O icone Save Method é exibido em
seguintes formas: Figura 47 na pagina 76

Cligue no icone Save Method li
no Method Editor.

Clique com o botdo direito no
Method Editor, depois, clique em
Save Method.

No menu superior, clique em
Method > Save.
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Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima 3

Tarefa 18. Defina e execute o método de analise qualitativa usando o fluxo de trabalho Geral.

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
10 Defina um método para a Najanela Method Explorer, selecione
automatizar acdes cujos General > File Open Actions.
pardmetros vocé acabou de mudar, b Selecione Integrate and Extract Peak
quando vocé abrir um arquivo de Spectra da lista Available actions.
dados. ¢ Clique no botdo Add, [~ ], para
Liste as agdes a serem mover a agdo selecionada para a lista
realizadas quando este ou Actions to be run.
aquele arquivo de dados for Vocé também pode clicar duas vezes
aberto. sobre a agéo selecionada para mové-la

para a outra lista.
Dica: Procure em General, no Method

Explorer.

11 Teste as File Open Actions. * Clique no icone Run File Open Actions
Now (I} para executar agbes no
arquivo de dados.

{ & Method Explorer: plh GCexercisel.m x”i@ i ions io Run Oy x
+ Chromatogram i (¥) Run File Open Actions Now ~| (3} | € » (4 - | Method Items - (3§
- Spectrum Available actions i

Extract Peak Spectra 5

Extract (MS) Extract Defined Chromatograms
Exdract (MS/MS) Integrate Chromatograms E
Extraction Data Format Smooth Chromatograms

Generate Compound Report
- General Generate Analysis Report
Find Compounds by Targeted MS/MS
File Open Actions A ‘ Find Compounds by Molecular Feature
Find Compounds by Formula
¥ Reports Find Compounds by MRM -
+ Find Compounds -
Actions to be run g
| Find Compounds by Formula
[Seac Doned Chomatograms Y
7 Identify Compounds Integrate and Extract Peak Spectra
+ Compound Automation Steps.
+ Worklist Automation -
+ Export LJT
(=]

Figurad48 A secdo General > File Open Actions no Method Editor

12 Grave o método. + Clique no icone Save Method na janela
do Method Editor.

+ 0Os cromatogramas e espectros ndo
sao sobrescritos. Novos
cromatogramas e espectros sdo
adicionados.

Duas acées diferentes sdo parte
da lista de Acdes a serem
executadas. A primeira acao é
extrair os cromatogramas
definidos. Em seguida, o
cromatograma sera integrado e
seus picos, extraidos.
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3 Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima

Tarefa 18. Defina e execute o método de analise qualitativa usando o fluxo de trabalho Geral.

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

13 Defina 0 método para automatizar
as acoes quando o método for
executado a partir de uma lista de
trabalho.

Liste as agOes a serem
realizadas quando este ou
aquele arquivo de dados for
aberto.

Dica: Olhe sob a Worklist Automation
na janela do Method Explorer.

14 Teste as Worklist Actions.

a Najanela Method Explorer, selecione
Worklist Automation > Worklist
Actions.

b Remova Generate Analysis Report da
lista Actions to be run.

+ Clique no icone Run Worklist Actions
Now (I} para executar agbes no
arquivo de dados.

+ 0Os cromatogramas e espectros nio
sao sobrescritos. Novos
cromatogramas e espectros sdo
adicionados.

 [B Method Explorer- PFHexerciselm x H 57 Method Editor: Assign Actions o Run from Worklist x
~||i (¥ Run Werkdist Actions Now ~| {3 | ©) ~ 4 | Methodltems~ | [ 33 - - ~
e Duas listas diferentes de acdes
Earact (MS) Available actions -~ , ,
: (omctPeseSpeos __————__JR sdo incluidas em um método. A
Exdract (MSMS) Bxtract Defined Cromatograms . . . - .
Integrate Chromatograms
Eersct 1) fregme Comelogrors primeira lista de acdes (File Open
Deconvelute: Resolved Isclope éﬂmcﬂh G‘Cfsmﬂtngﬁﬁ A . d d
rat it
P Generte Corpound Fepor ctions) pode ser executada
Find Compounds by Auto MS/MS - ,
| General Find Compounds by Tamgeted MS/MS quando um arquivo de dados é
Find Compounds by Molecular Feature
+ Reports. Find Compounds by Formula i

m

aberto. A segunda lista de acdes

T —— Acions o beun — (Worklist Actions) é executada
Extract Defined Chromatograms A 5 y

ety compoints quando o método é executado.
I Compound Automation Steps

I Worklist Automation lZJ

Reporting Options -
[\Worklist Actions 4] |

Selected Ranges i t3

Figura49 A Worklist Automation > Worklist Actions no Method Editor

15 Salve o método e feche o arquivo
de dados sem resultados do
processo de salvar.

a Clique noicone Save Method no
Method Editor.

b Clique File > Close Data File e clique
No quando for perguntado se os
resultados devem ser salvos.
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Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima 3

Tarefa 19. Defina e execute um método utilizando o fluxo de
trabalho GC/Q-TOF Compound Screening

Nesta tarefa, vocé pode definir um método de analise qualitativa que contenha
uma lista de acoes de analise a serem rodadas em uma ordem especifica. Estas
incluem a extracao e integracdo de cromatogramas, extracao de espectros,
busca em uma biblioteca por espectros de pico, geracdo de férmulas para
espectros e impressao de relatorio de analise.

Tarefa 19. Defina e execute um método utilizando o fluxo de trabalho GC/Q-TOF Compound Screening.

Etapas

Instrucdes Detalhadas

Comentarios

1 Abra o TIC para o arquivo de dados

MSD_mix_4stds DG_spl200 _03.d.

2 Configure a interface do usuario
para que funcione com os dados
do CG.

3 Certifique-se de que um TIC foi
extraido.

a Se o programa néo estiver aberto,

clique duas vezes no icone Mass
Hunter Qualitative Analysis. Do
contrario, clique em File > Open Data
File.

Cligue sobre o arquivo de dados
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d na
pasta de arquivo de dados GC.

Limpe a caixa de selecdo Load result
data e clique em Open.

Siga as instrucdes apresentadas em
“Tarefa 2. Configurar Interface de
Usuario para dados GC/MS" na
pagina 13.

+ Para este exemplo, selecione o
fluxo de trabalho do GC/Q-TOF
Compound Screening.

Na janela Method Explorer, selecione ¢
Chromatogram.

Clique na secéo Define

Chromatograms.

Na janela Method Editor, verifique se o
cromatograma na secédo Defined
chromatograms é um TIC. Se néo for,
selecione TIC como Type. Clique no

botdo Change.
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Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima

Tarefa 19. Defina e execute um método utilizando o fluxo de trabalho GC/Q-TOF Compound Screening.

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

4

Revise parametros para o a
algoritmo Find by Chromatogram
Deconvolution.

Clique na secdo GC/Q-TOF Compound
Screening > Find by Chromatogram
Deconvolution na janela Method
Explorer.

+ Procure nas secdes pelo fluxo de
trabalho GC/Q-TOF Compound
Screening.

* Observe as seis secdes neste fluxo

b Clique na aba Mass Filter. de trabalho. Todas as secdes séo
¢ Defina o valor Absolute height a réplicas de secdes que ja sdo parte
13000. do explorador de método.
d Clique na aba Results. + Observe que os tridngulos azuis
e Clique no botao Highlight all aparecem em outras secdes do
compounds. Method Explorer. Isto indica que os
f Reveja os resultados em cada aba. mesmos valores de parametros
foram alterados em outro lugar
também.
5 Revise parametros para o a Clique nasegdo GC/Q-TOF Compound <+ Ouademo.l library ou a NIST08.I
algoritmo Library Search. Screening > Identify by library (ou outra verséao da biblioteca NIST)
search na janela Method Explorer. esta instalada na pasta
b Clique sobre o botdo Add Library. \MassHunter\Library.
Selecione uma biblioteca e clique em
Open.
¢ (opcional) Clique no botdo Remove
Library para remover uma biblioteca,
se vocé ndo quiser usa-la.
d Reveja os parametros em cada aba.
6 Salve 0 método como a No menu superior, clique em Method
iii_GCexercise2, onde “iii" sdo > Save As.
suas iniciais. b Digite iii_GCexercise2.
¢ Clique no botéo Salvar.
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Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima

Tarefa 19. Defina e execute um método utilizando o fluxo de trabalho GC/Q-TOF Compound Screening.

3

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
7 Defina um método para a Najanela Method Explorer, selecione
automatizar as acdes quando um General > File Open Actions.
arquivo de dados for aberto. b Remova Generate Analysis Report da
Liste as aces a serem lista Actions to be run.
realizadas quando este ou ¢ Remova Integrate and Extract Peak
aquele arquivo de dados for Spectra.
aberto. d Remova todas as outras acdes da lista.
e Adicione Extract Defined
Dica: Olhe sob General na janela Chromatograms.

f Adicione Find Compounds by
Chromatographic Deconvolution.
g Adicione Search Spectral Library for

Method Explorer.

Compound.

8 Teste as File Open Actions. * Clique no icone Run ‘File Open’ + 0Os cromatogramas e espectros ndo
Actions Now (I} para executar as séo sobrescritos. Novos
acoes a partir do arquivo de dados. cromatogramas e espectros séo

adicionados.
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3 Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima

Tarefa 19. Defina e execute um método utilizando o fluxo de trabalho GC/Q-TOF Compound Screening.

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.06.00 - GCexercise2.m =]
i File Edit View Find Identify Spectra Chromatograms Method Wizards Actions Configuration Tools Help
iz e gla-MEEY- | LB [BE][ALRL]# 4 b T (S|SB ¥ & | & [I5 Navgstor vien | B Compound Detais View
4 Data Navigator % ||} & Compound List x
Sor by Data Fie | R Show Columns | 48] 58 56111 @ & I[==] & @
' [¢] MSD_mix_dstds_DG_spl200_03.D - - i - : : -
B jser Chromatograms ShowHide + Cpd” ¥+ File T+ 1D Source T+ Name W+ Formula ¥+ Saturated ¥+ RTT+H miz T+ Mas:
C-\Builds\Data\GC\MSD_mix_dstds_DG_spl200_D3.0
@A +BRFC Scan Suilds\Data\GCIMSD_mix_dstds_DG_spl200_03.D C12H26
[/, + TCC Scan uil ds\Data\GC\MSD_mix_dstds_DG_spl200_03.0
uilds\Data\GC\MSD_mix_dstds_DG_spl200_02.D
a4\ GCIMSD_mix_dsids_DG_spl200_03.0
[
i /A Chromatogram Results x
(2o 2B M GIEAID e 2 []A S LB % % B M =zl
X108 |Cpd 1:5.118: +El ECC Scan MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.D W
: !
%106 |Cpd 2: Dodecane: +El ECC Scan MSD_mix_4stds_DG_spl200_ 03D ‘;‘
I i I
0.
55 [ 65 7 75 [ £5 [ 95 10 105 1 115
Couns vs. Acguisition Time (min) -
: £} Method Explorer: GCexercise2m % ||iEF Assign Acti Run OpeningaData File X || 1|1 MS Spectrum Resulis x
GC/Q-TOF Compound Screening & |l ® RunFite Open Actions New «/ ¢4 | 9~ & - (3 (2o tlQBw ¢ [Ealoc 2w nlE% i
Chromatogram Available actions *|| x108 |Cpd 2: Dodecane: +El Compound Spectrum (5.558-5 619 min) MSD_mix_4stds_DG_spl20_ | *
Spectrum 14 [?;'f’;ﬁ
0754 B
= 2 5] 85,1105
File Open Actions Al 025 | 121243
= ol Ll [l =
ile Save Options
x105 |Cpd 3: Biphenyl: +El Compound Spectrum (8.037-8.121 min) MSD_mix_4stds_DG_spl200.
Reports
— Find Compounds by MRM b 34
2]
Find Compounds by Formula A 76.0315
Actions to be run 1 [CEHap 1020465 1280616
1+ Tdentify Compounds e - ol o100 | [C8 Hele _ [C10 HEl-
" Find Compounds by Chromatographic Deconvalution - 50 60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
e e iEbe o a7 i ] v Counts vs. Mass-to-Charge (miz) 2

Figurab0 Resultados das acdes da lista de trabalho em execucédo nos dados do GC/Q-TOF.

9 Salve 0 método como a .

No menu, clique em Method > Save Se este método estiver rodando

iii_GCexercise2, onde “fii" sdo
suas iniciais.

10 Feche o arquivo de dados sem
salvar os resultados.

As.
Digite iii_GCexercise2.
Clique em Save.

Clique em File > Close Data File.
Cligue em No guando solicitado se os
resultados devem ser salvos.

durante uma lista de trabalho de
Aquisicao de Dados, entédo as
Worklist Actions nesta aba séo
executadas em uma ordem dada.
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Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima 3

Tarefa 20. Exporte um arquivo CEF

Vocé pode exportar um arquivo CEF contendo informacdes do composto. Este
arquivo CEF pode ser importado para outros programas, como o MassHunter
Quantitative Analysis ou o Mass Profiler Professional. Vocé tamb “'me pode
importar compostos que foram exportados em um arquivo CEF.

Tarefa 20. Exporte um arquivo CEF

Etapas

Instrucdes Detalhadas

Comentarios

1 Abra o arquivo de dados
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d
e execute as acdes File Open para
o método iii_GCexercise2.m, que
foi criado em “Tarefa 19. Defina e
execute um método utilizando o
fluxo de trabalho GC/Q-TOF
Compound Screening” na
pagina 79.

2 Exporte um arquivo CEF.

b

Se o programa nao estiver aberto,
clique duas vezes no icone Mass
Hunter Qualitative Analysis. Do
contrario, clique em File > Open Data
File.

Clique sobre o arquivo de dados
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d na
pasta de arquivo de dados GC.

Limpe a caixa de marcacéo Load result
data.

Marque a caixa de marcacédo Run ‘File
Open’ actions from selected method.
Clique no botao Use current method e,
em seguida, clique em Open.

Para exportar o arquivo de modo
interativo, clique em File > Export >
as CEF.

Cligue no botéo All results.
Selecione o local de exportacéo do
arquivo.

Clique em OK.

Se vocé finalizou“Tarefa 19. Defina
e execute um método utilizando o
fluxo de trabalho GC/Q-TOF
Compound Screening” na

pagina 79, o método atual deve ser
iii_GCexercise2.m. Este método
esta configurado para executar o
algoritmo Find Compounds by
Chromatogram Deconvolution e, em
seguida, rodar o algoritmo Search
Library em cada composto.

Um arquivo CEF é usado para
exportar compostos.
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3 Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima

Tarefa 20. Exporte um arquivo CEF (cont.)

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios

Export CEF Options ==
List of opened datz files:
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.0 Export contertts
Only highlighted results
@ All results
Export destination
One exportfile per data file:
@ At the location of the data file
(@) At specified directory
C:\MassHunter\Data
¥ export file already exists

() Overwrite existing export file

@ Auto-generate new export file name

o

Figurab1 Caixa de dialogo Export CEF Options.
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Tarefa 21. Imprima um relatorio de analise

Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima 3

Quano vocé quiser imprimir um relatério de analise apoés realizar qualquer
uma das tarefas neste exercicio ou no seguinte, utilize as seguintes instrucoes.

Um relatorio de andlise pode conter os resultados da extracao e integracado de
cromatograamas, extracao de espectros, busca de compstoso, busca em um
banco de dados por espectros de pico ou geracao de féormulas a partir de
espectros de pico.

Tarefa 21. Imprima um relatério de analise

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

1 Se o arquivo de dados
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d
néo for carregado, entdo abra este
arquivo de dados e rode a acéo File
Open para o método
iii_GCexercise2.m, que foi criado
em “Tarefa 19. Defina e execute um
método utilizando o fluxo de
trabalho GC/Q-TOF Compound
Screening” na pagina 79.

2 Altere as selecdes do relatorio de
analise no método:

Marque as caixas de marcacéo
para os cromatogramas,
espectros ou tabelas que vocé
gostaria de imprimir.
Limpe as caixas de marcacéo
para os cromatogramas,
espectros ou tabelas que vocé
gostaria de imprimir.

Se o programa néo estiver aberto,
clique duas vezes no icone Mass
Hunter Qualitative Analysis. Do
contrario, clique em File > Open Data
File.

Cligue sobre o arquivo de dados
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d na
pasta de arquivo de dados GC.

Limpe a caixa de marcacao Load result
data.

Marque a caixa de marcacdo Run ‘File
Open’ actions from selected method.
Cligue no botdo Use current method e,
em seguida, clique em Open.

Na janela Method Explorer, selecione
Reports > Analysis Report.

Marque as caixas de marcacdo para
quaisquer selegdes adicionais que
vOocé queira imprimir.

Limpe qualquer cromatograma ou
escolha de espectros que vocé nédo
queira imprimir.

Se vocé finalizou“Tarefa 19. Defina
e execute um método utilizando o
fluxo de trabalho GC/Q-TOF
Compound Screening” na

pagina 79, o método atual deve ser
iii_GCexercise2.m. Este método
esta configurado para executar o
algoritmo Find Compounds by
Chromatogram Deconvolution e, em
seguida, rodar o algoritmo Search
Library em cada composto.

0 relatorio Analysis contém as
informacdes que vocé marcou nesta
secao.

Se alguns resultados néo estiverem
disponiveis, escolha resultados nao
incluidos, mesmo que estes
resultados sejam marcados na
secao. Por exemplo, se vocé ndo
integrou o cromatograma, entéo a
tabela de pico nao sera incluida.
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3 Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima

Tarefa 21. Imprima um relatorio de analise (cont.)

Etapas

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

{ 5 Method Explorer: pih_GCexercise2 m

x ” 57 Method Editor- Analysis Report

Generate Formulas
Compound Report

7 Chromatogram

* Spectrum

~ General

File Open Actions

“ [l ® Print Analysis Report =/ (3} | ) ~ 4 -| MethodItems ~ | (% 34

User chromatograms
[] Show user chromatograms
7] With peak tables

Wiith signal to noise results

User specira

Por definicao, a janela Method Editor
estara flutuando. Ela estara visivel
como uma janela separada do
restante do programa Qualitative
Analysis. Para imobilizar a janela,

= Lot iy clique com o botio direito sobre ela e,
[Analysis Report | N ) .
Compeund Repert [ with irary spectrum em seguida, clique em Floating. Vocé
Commen Fieporting Opions e também pode clicar duas vezes sobre
+ Find Compounds Compounds

a barra de titulo para imobilizar a

S —— 7] Show compound chrematograms

] With peak tables ianela.
paldcatilv Compound [7] Show compound specira
+ Compound Automation Steps V| With peak tables

Figurab2 A secédo Analysis Report, no Method Explorer e Method Editor

3 Imprima o relatorio. a Vocé pode imprimir interativamenteo  « 0 icone Run {E} -, na barra de
relatorio de multiplas maneiras. ferramentas do Method Editor, as
A partir do menu principal, clique em vezes permite que vocé escolha
File > Print > Analysis Report. uma acéo a partir de um conjunto
A partir da barra de ferramentas de acdes possiveis. Por exemplo, se
principal, clique no icone Printer. vocé alterar para a se¢do Reports >
Clique no icone Print Analysis Common Reporting Options da
Report, 'rp na barra de janela Method Editor, quatro
ferramentas Method Editor quando diferentes acdes serdo possiveis
a secao Relatorio de Analise for quando voceé clicar sobre o icone
selecionada. Executar. Se vocé clicar sobre a
Clique com o botéo direito sobre a seta, uma lista de acdes possiveis
secdo Relatorio de Analise, no sera exibida, e vocé pode escolher
Method Editor, em seguida, clique que acdo executar. Escolher uma
em Print Analysis Report. acao diferente da lista, modifica a
A partir do menu de atalhos do acdo padrdo. Se vocé simplesmente
arquivo de dados, em Data clicar sobre o botdo Run, a acéo
Navigator, clique em Analysis padrdo atual sera realizada.
Report.
b Clique em Report contents.
Marque a caixa de marcacéo Print
report e selecione uma impressora.
d Marque a caixa de marcacao Print
preview.
e Clique sobre o botdo OK.
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Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima 3

Tarefa 21. Imprima um relatorio de analise (cont.)

Etapas Instrucoes Detalhadas Comentarios
"Brint Analysis Report =
List of opened data files:
150 mox_22t52 06 2000 030 [N
@ All results A [F] Separate report per data file

(@) Only highlighted results

Piint report
Print report
Printer name: | <Default> -
Frint preview A

Save report
] Save report as Excel file [£] Save report as PDF file

C:\MassHurter'reports

Core

Figurab3 Caixa de dialogo Print Analysis Report

f Rever o relatorio.
g Clique sobre o icone Close Print
Preview na barra de ferramentas.

& = ¥ AnalysisReponl - Micresoft Bxcel BIRIGEli—l = @ @
e | — o @
g B Nest Page
{ 8
om Faind

Crose Print
Show MIGRS  Preview

Freveew: Fage 1 of 4 Zeomin 1

Figurab4 Imprima a janela de pré-visualizacdo com o relatério de analise
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3 Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima

Tarefa 22. Imprima um relatorio de composto

Quando vocé quer imprimir um relatério de compsoto, utilize estas instrucoes.

Tarefa 22. Imprima um relatério de composto

Etapa

Instrucdes Detalhadas

Comentarios

1 Se o arquivo de dados
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d
néo for carregado, entéo abra este
arquivo de dados e rode a agéo File
Open para o método
iii_GCexercise2.m, que foi criado
em “Tarefa 19. Defina e execute um
método utilizando o fluxo de
trabalho GC/Q-TOF Compound
Screening” na pagina 79.

2 Modifique algumas das selecdes
no método para relatoérios de
compostos:

Desligue a visualizacdo do
espectro MS com zoom em picos
especiais.

Desligue as op¢cdes do MS/MS
no relatorio.

a Se o programa néo estiver aberto,

clique duas vezes no icone Mass
Hunter Qualitative Analysis. Do
contrario, clique em File > Open Data
File.

Cligue sobre o arquivo de dados
MSD_mix_4stds_DG_spl200_03.d na
pasta de arquivo de dados GC.

Limpe a caixa de marcacao Load result
data.

Marque a caixa de marcacdo Run ‘File
Open’ actions from selected method.
Cligue no botdo Use current method e,
em seguida, clique em Open.

Em Method Explorer, clique sobre
Reports > Compound Report.

Limpe a caixa de marcacdo Show MS
spectrum.

Limpe a caixa de marcacdo Show
MS/MS spectrum.

Limpe a caixa de marcacdo Show
MS/MS peak table.

Se vocé finalizou“Tarefa 19. Defina
e execute um método utilizando o
fluxo de trabalho GC/Q-TOF
Compound Screening” na

pagina 79, o método atual deve ser
iii_GCexercise2.m. Este método
esta configurado para executar o
algoritmo Find Compounds by
Chromatogram Deconvolution e, em
seguida, rodar o algoritmo Search
Library em cada composto.

Estas caixas de marcacéo permitem
que voceé especifique quais
informacdes incluir em um relatorio
quando ele estiver disponivel. Se a
informacdo néo estiver disponivel,
a secdo sera ignorada
automaticamente. Por exemplo, os
resultados MS/MS nunca séo
incluidas quando os arquivos de
dados apenas tem dados MS.
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Tarefa 22. Imprima um relatorio de composto

Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima

3

Etapa

Instrucoes Detalhadas

Comentarios

i [Z} Method Explorer: GCexercise2m

x Hi@wmimrcﬂmmw

+ Worklist Automation

| Export

Figura 55

3 (opcional) Escolha uma exibicao de
relatorio de composto diferente.

GC/Q-TOF Compound Screening A ||i & Print Compound Report =/ £} | ¥~ & - 34
I Chromatogram Compounds
- Show compound table
: Sortby: Relertion tine -
‘General A N
Sortorder:  [Increasing -
S [7] Exclude details for 2
Analysis Report
o
Compound Report |
Sh hromat
Common Reperting Options LT e g
Show compound chromatogramls)
% Find Compounds
[£] Overlay compound chromatogram(s)
Find Compounds by Formula A
- Compound spectrum (MS)
e o [l Show MS spectrum & Show MS peak table
Compound Automation Steps A

[T] Show predicted isotope match table

Show MS spectrum (zoomed in on special peaks)
Zoompadding: - 300 + 300 mz

Overlay predicted isctope distribution

Compound spectrum (MS/MS)

[] Show MSMSspectrum A [ Show MSIMS peak table A

Library search results

[7] Show library spectrum

Options.

b Selecione CompoundReport
WithldentificationHits.xlsx como o
template de relatorio de Composto.

7] Show difference spectrum

a Na janela Method Explorer, selecione
Reports > Common Reporting

A caixa de marcacao dos
cromatogramas de composto Overlay
devem ser limpas para os dados
GC/Q-TOF.

A secdo Compound Report no Method Editor

+ Varios diferentes templates de
relatorios sao incluidos no
software.

+ Vocé pode customizar o template
usando o Excel ou a extenséo
Report Designer.

: (£ Method Explorer: GCexercise2m

xiE

GC/Q-TOF Compound Screening

A || 0¥ print AnalysisReport ~| (3 | 49 ~ (4 | Method Items ~

.4

+ Chromatogram

A Templates | Options

Vocé pode usar o Excel e a

Report template folder

+ Worklist Automation

+ Spectrum
— A Hunter\Repert Templates\Gual\B.06.00'en-USLetter 5
cRcs Report templates
Analysis Report Analysis report template:
Compound Report A F [AnalysisReport xbx -
Commen Reporting Opticns 4| Compound report template:
| Find Compounds [c ficationtits xix -la
Find Compounds by Formula A Qualitative method report template
QuaikativeMethodReport xibx -

'+ Identify Compounds
- Acquisition method report template :
‘Compound Automation Steps

= L [AcaMethodReport dic -]

extensdo Report Designer para
customizar qualquer template
que tenha a extensao XLTX. Vocé
nao pode customizar o relatdrio
de método de aquisicao.

Figura 56

Opcoes de Relatorio Comuns no Editor de Métod
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3 Utilize fluxos de trabalho, exporte e imprima

Tarefa 22. Imprima um relatorio de composto

Etapa

4 Imprima o relatorio.

Instrucoes Detalhadas

Cliqgue em File > Print > Compound
Report ou clique na seta do icone Print
Analysis Report @ e clique em Print
Compound Report para imprimir o
relatorio de composto.

Marque a caixa de marcacao Print
preview.

Cligue em OK. Examine o relatorio.
Cligue no icone Close Print Preview.

Hitsl - MicE SIS ==l = = %

& = Comp
IS || rint Preview
[ € [} Next Page

Print  Page | Zoom

Setup [C1 show Margins
Print Zoom e

=@

Preview; Page 1 of 4

| Zoomin 1003

Comentarios

+ Na caixa de dialogo Print Compound

Report, vocé pode selecionar uma
impressora diferente, escolher
salvar o relatorio como um arquivo
PDF ou Excel, selecionar se quer
imprimir todos os resultados ou
apenas os destacados e se quer ou
ndo combinar diferentes arquivos
de dados em um Unico relatério.
Consulte a Ajuda online ou 0 DVD
de Treinamento em Design de
RElatorios para informagées
adicionais.

Figurab7 Imprima a janela de pré-visualizacdo com o relatério de composto.

5 Feche o arquivo de dados sem
salvar os resultados.

a Clique em File > Close Data File.
b Cliqgue em No quando Ihe for perguntado

se vocé gostaria de salvar os resultados.
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Trabalhe com Janelas

Quando vocé abre o programa Analise Qualitativa, vocé vé quatro janelas na
exibicao padrao: Data Navigator, Method Explorer, Chromatogram Results e

MS Spectrum Results. Vocé pode alterar entre Navigator View e Compound Details
View.

Vocé pode trazer até dezessete novas janelas para a Navigation View utilizando
o0 menu View:

Method Editor - permite que vocé edite parametros de método separados
em diferentes abas

Spectrum Preview - permite que voceé rastreie rapidamente os espectros em
um arquivo de dados

MS Spectrum Results - exibe o MS e os espectros de MS/MS

Difference Results - exibe os resultados de diferenca ap6s uma busca na
biblioteca

Deconvolution Results - exibe os espectros de deconvolucao

Deconvolution Mirror Plot - exibe dois espectros em deconvolu¢cao em uma
imagem de reproducao

UV Spectrum Results - exibe os espectros UV - apenas disponivel para
dados de LC/MS.

Integration Peak List - exibe os resultados da integracao em uma tabela

MS Spectrum Peak List 1 - exibe a tabela de picos para o primeiro espectro
selecionado

MS Spectrum Peak List 2 - exibe a tabela de picos para o segundo espectro
selecionado

MS Actuals - exibe informacoes de aquisicdo para o espectro destacado

Compound List - exibe os compostos encontrados utilizando-se um dos
algoritmos de Encontrar Compostos

Compound Identification Results - exibe a informacao de identificacao para
o composto selecionado

Spectrum Identification Results - exibe a informacéo de identificacdo para
0 espectro selecionado

MS/MS Formula Details - exibe uma tabela que contém possiveis féormulas
calculadas para fragmentos vistos em um espectro MS/MS
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¢ Structure Viewer - exibe a estrutura associada com o composto atual ou
espectro

* Sample Information - exibe informacdes sobre o arquivo de dados
destacado

¢ Sequence Editor - sempre permite que vocé edite uma sequéncia de método
Vocé também pode exibir trés janelas de ferramentas que sdo exibidas quando
vocé comeca utilizando a ferramenta associada:

¢ Formula Calculator

e Mass Calculator

¢ Recalibrate

Window Icons na Barra de Ferramentas Principal

Vocé abre e fecha as janelas com estes icones na barra de ferramentas principal.
Icones adicionais estardo disponiveis quando o software MassHunter BioConfirm
estiver instalado. Comandos no menu de Visualizacdo também podem ser usados
para abrir estas janelas.
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Data Navigator R | |T§ @- Method Editor

Method Explorer

| | UV Spectrum
Chromatogram Results Results
Ao ] S ™
1 T |
Spectrum MS Spectrum Difference Deconvolution  Deconvolution
Preview Results Results Results Mirror Plot
Integration Peak List | | MS Actuals
MS Spectrum MS Spectrum
Peak List 1 Peak List 2
: | Sequence
Compound List

% : IHJE | ﬂiﬂ - Editor

Compound Spectrum MS/MS |—| !
Identification Identification
Results Results

Formula Structure Sample _
Details Viewer Information
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Trabalhe com os dados de resultado em Data Navigator

Janela e ferramentas em Data Navigator

O Data Navigator organiza todos os resultados de extracdo e de selecdo de espectro
tanto por arquivo de dados quanto por tipo de dados.

i %A Data Navigator

Sort by Data File

- [¥] sulfas_PosMS.d

=[] User Chromatograms
[#]fw +TIC Scan

=[] User Spectra
]l + Sean (0.208-0.273 min
] + Sean (0.502-0.522 min
] + Secan (0.75-0.838 min
[]ulu + Sean m 2081273 min

Sub
Sub
Sub
Sub

]
&[] sulfes_ PosTargetedMEMSd
=[] User Chromatograms
/\A +TIC MS(al)

(ﬁ Linked Navigation Icon

{ %A Data Navigator

Sort by Type

i Open Data Files
Pest- 200 - Scan.D
Pest - STD 200 MRM.D
Pest Strawb-01 SPIKED 1 ppb - 1 ul inj.D

! [7] User Chromatograms

[EARY - TIC Scan - Pest - 200 ScanD |

[Z1/ + TIC MRM (> ) - Pest - STD 200 MRM.D

[#1/ +TIC MRM (> %) - Pest Strawb-01 SFIKED 1 ppb- 1

1y + Sean (8,300 mir) - Pest - 200 - Scan.D

MJJ + Scan (16.906 min) - Pest - 200 - Scan.D

+ Scan (20.895 min) - Pest - 200 - Sean.D

Quando ativado (padrao), destacar um
cromatograma no Navegador de Dados também
destaca os espectros correspondentes. Os
resultados do cromatograma e grafico de
espectros correspondentes também sao
destacados. Linked Navigation apenas funciona
se voceé utilizou o item do menu Extract Peak
Spectra no Menu Chromatograms ou se vocé
rodou algum dos algoritmos de Compounds.

Check Mark Tools

Single check mark — Marca as caixas de
marcacdo de todos os dados destacados.

Dual check marks, one gray — Marca as caixas de
marcacdo dos dados destacados e limpa as
demais caixas de marcacéo.

Dual check marks — Marca todas as caixas de
marcacéo.

Os cromatogramas e espectros sdo exibidos
quando as caixas de marcacdo sdo marcadas.
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Realize operacoes do cromatograma

Vocé pode realizar as seguintes operacdes em todo o cromatograma ou em uma
regido selecionada do cromatograma utilizando os itens do menu:

Action

Item do Menu

Altere a classificacdo de pico no
cromatograma

Extraia um cromatograma

Extraia cromatogramas definidos
Integre o cromatograma

Integre e extraia o espectro do pico

Integre e realize a deconvolucao do
espectro do pico

Suavize o cromatograma
Subtraia qualquer cromatograma
Calcule a relacdo sinal-ruido

Encontre compostos a partir dos dados do
MS/MS automatico

Encontre compostos a partir dos dados do
MS/MS-alvo

Encontre compostos para os dados do
MS(1)

Encontre compostos para os dados do
CG/MS

Encontrar compostos por dados do MRM

Encontrar compostos por resultados de
integracao

Encontrar compostos que atendam a
formulas especificas

Configuration > Chromatogram Display Options

Chromatograms > Extract Chromatograms
Chromatograms > Extract Defined Chromatograms
Chromatograms > Integrate Chromatogram
Chromatograms > Integrate and Extract Peak Spectra

Chromatograms > Integrate and Deconvolute Peak
Spectra

Chromatograms > Smooth Chromatogram
Chromatograms > Subtract Any Chromatogram
Chromatograms > Calculate Signal-to-Noise

Find > Find Compounds by Auto MS/MS
Find > Find Compounds by Targeted MS/MS
Find > Find Compounds by Molecular Feature
Find > Find Compounds by Chromatogram
Deconvolution

Find > Find Compounds by MRM

Find > Find Compounds by Integration

Find > Find Compounds by Formula
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Selecionar operacdes de amplitude a partir do menu de atalhos

Quando vocé tiver selecionado a amplitude cromatografica, vocé podera também
extrair um espectro e extrair um espectro para o plano de fundo, além de realizar
as operacoes mencionadas acima e de outras ndo mencionadas.

1 Para acessar essas operacdes, clique na ferramenta Range Select (ﬂ) na barra
de ferramentas de Chromatograms Results.

2 Clique no ponto em que vocé quer que a amplitude seja iniciada, arraste o
cursor sobre uma amplitude e, em seguida, solte o botao do mouse.

3 Clique com o botao direito sobre qualquer cromatograma e clique na
operacao a partir do menu de atalhos.

Salve os resultados no(s) arquivo(s) de dados

* (Clique no icone Save (.}_-I), ou clique em File > Save Results.

Quando voce sair do programa, ele também lhe perguntara se vocé ger salvar os
resultados no arquivo de dados, a nao ser que vocé tenha desativado esta
funcéo (vocé desativa a funcdo na caixa de didlogo das Opc¢des da Caixa de
Mensagens).

Realize operacdes em um espectro MS ou MS/MS

Vocé pode realizar as seguintes operacdes em um espectro MS ou MS/MS ou em
uma regido selecionada de um espectro MS ou MS/MS utilizando os seguintes itens

do menu:
Action Item do Menu
Visualize m/z, abundancia, estado de View > MS Spectrum Peak List 1

carga e outras informacdes sobre picos em
um espectro

Modifique as classificacdes de pico Configuration > MS and MS/MS Spectra Display
espectral Options

Subtraia o espectro do plano de fundo Spectra > Subtract Background Spectrum
Subtraia qualquer espectro Spectra > Subtract Any Spectrum (and then click

another spectrum)

Adicione dois espectros juntos Spectra > Add Any Spectrum (and then click another
spectrum)
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Action

Item do Menu

Busque em um banco de dados por
entradas que correspondam a massas
especificas em um espectro

Gere formulas para as massas na
amplitude selecionada em um espectro

Realize a deconvolugéo utilizando o
algoritmo Resolved Isotope

Busque na Biblioteca

Spectra > Search Database for Spectrum Peaks

Spectra > Generate Formulas from Spectrum Peaks
(when a range is selected in the MS spectrum)

Spectra > Deconvolute (Resolved Isotope)

Identify > Search Library for Spectra ou
Spectra > Search Library for Spectra

Trabalhe com dados visuais cromatograficos

Chromatogram Results Window

i /A Chromatogram Results

iews @ [Haoc

2 v e

&&El%%ﬂ:ﬁ)lm Minutes vl

x108 +ESI TIC Scan Frag=125.0V sulfas_PosMS d

| SN

DAD1 - A'Sig=272,16 Ref=360,100 sulfas_PosMS.d

o{u—ﬂﬁ/pf\xf/\

A

01 02 02 04 05 06 07 08

09 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2

Response vs. Acquisition Time (min)
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Chromatogram Results Tools

Ferramentas de Zoom
em ordem

v RS

Ferramentas Selecionadas em
ordem

Uma dessas ferramentas
sempre estara selecionada.

b [E oF

Autoescala para Eixo-X e Eixo-Y
Autoescala para Eixo-X
Autoescala para Eixo-Y

t&jﬁ | Diminuir zoom
Autoescala para Eixo-Y com Zoom

Modo de Eixo-Y Conectado

Range Select — Quando On, vocé pode estipular uma
amplitude para o cromatograma, por meio da qual vocé
pode realizar acdes.

Peak Select — Quando On, vocé pode selecionar um
espectro de um pico integrado no apice.

Manual Integration — Quando On, vocé pode integrar
interativamente.

Walk Chromatogram — Quando On, vocé pode visualizar
espectros individuais enquanto clica em cada ponto ou
usar as teclas seta-esquerda ou seta-direita do teclado.

Annotation — Quando On, vocé pode adicionar uma
imagem e anotacdes em texto aos cromatogramas.

Trabalhe com dados visuais espectrais

Janela de Resultados de Espectro MS

i 1ll MS Spectrum Results

ie ot aBu e [Haoc

o = [l %)% % % =

x105 |+ESI Scan (0241 min) Frag=125 0V sulfss_PosMS d

271.0320

121.0509

2241284

64.0168 ST) WATR IRUN IURRY P PRy l\.

563.0379
922.0093

330.0706 4501849 | e

0 10 150 200 280 30 3%
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Ferramentas de Resultados de Espectro MS

Autoescala para Eixo-X e Eixo-Y
Ferramentas de Zoom

em ordem Autoescala para Eixo-X

Autoescala para Eixo-Y
ol t | E—l |§| t&jﬁl Diminuir zoom

Autoescala para Eixo-Y com Zoom

Modo de Eixo-Y Conectado

Ferramentas

Selecionadas em ordem .
Range Select — Quando On, vocé pode estipular uma

amplitude para o cromatograma, por meio da qual vocé
pode realizar acdes.

B Ll

Annotation — Quando On, vocé pode adicionar uma

Para Iimpar uma imagem [ anotat;c")es em texto aos cromatogramas.

selecdo de ferramenta, Calipers — Quando On, vocé pode adicionar um compasso
clique em outra de Massa Delta ao espectro selecionado. Na janela
ferramenta ou icone. Deconvolution Results, vocé pode adicionar um compasso

de Aminoacido ou um compasso de Modificacdes.
Consulte a Ajuda online para mais informagées.

Fluxos de Trabalho

Os fluxos de trabalho ajudam vocé a customizar a interface de usudario para
seu aplicativo. Cada fluxo de trabalho carrega um método diferente que tem
parametros que sao apropriados para aquele fluxo de trabalho. Além disso,
cada fluxo de trabalho carrega um layout diferente; estes layouts incluem a
customizacdo das colunas exibidas em cada tabela. Por tltimo, quatro dos
layouts também adicionam uma secdo de editor de método especial que
contém coépias das selecoes do editor de método que sdo importantes para
aquele fluxo de trabalho. Agrupar as configuracdes que sdo usadas em um
fluxo de trabalho especifico faz com que seja mais facil que vocé customize seu
método.

Varios fluxos de trabalhos distintos estao disponiveis no programa de Analise
Qualitativa. Sao eles:

e Geral
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BioConfirm - Estes fluxos de trabalho s6 estao disponiveis se o software
BioConfirm for instalado e marcado na caixa de dialogo User Interface
Configuration. BioConfirm conta com varios fluxos de trabalho possiveis
dependendo do tipo de analise que vocé gostaria de fazer. BioConfirm é
usado com arquivos de dados LC/MS.

Chromatogram Peak Survey

Formula Confirmation e Sample Purity
MS Target Compound Screening
Rastreamento de Composto do CG/Q-TOF

)

Se vocé esta trabalhando com dados do CG/MS, vocé pode selecionar o fluxo
de trabalho General ou o fluxo de trabalho GC/Q-TOF Compound Screening.
Se voce esta trabalhando com dados do LC/MS, vocé pode selecionar qualquer
fluxo de trabalho exceto o GC Q-TOF Compound Screening.

Specific Method

Cada fluxo de trabalho carrega um método padrao especifico com
configuracoes apropriadas para aquele fluxo de trabalho. Por exemplo, se vocé
alternar para um dos fluxos de trabalho BioConfirm, o Target data type para
o algoritmo Find Compounds by Molecular Feature é definido como Large
molecules (proteins, oligos). Esta configuracio é apropriada para o fluxo de
trabalho BioConfirm, mas nao, por padrao, para outros fluxos de trabalho.
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Layout Especifico:

Além disso, cada fluxo de trabalho carrega um layout especifico. Um layout
consiste no seguinte:

* Posicao e tamanho de cada janela

¢ Quais janelas possuem abas

* Quais janelas estao flutuando

¢ Qual janela com aba esta no topo

* Quais janelas sao visiveis por definicao

* Se a barra de status esta visivel

Para cada janela de grafico (a janela de Resultados do Cromatograma, a janela
de Previsao do Espetro, a janela de Resultados do Espectro MS, a janela de

Deconvolucao e a janela de Resultados UV), as seguintes informacoes sdo
salvas:

* Se os graficos estao sobrepostos ou nao
¢ Se a Autoescala do Eixo-Y durante o modo zoom esta ligada ou nao

¢ Se a Autoescala do Eixo-Y esta ligada ou nao

Para cada janela de tabela, as seguintes informacoes sdo salvas:
¢ Quais colunas estao visiveis

¢ A ordem das colunas

¢ A largura de cada coluna

* Qualquer filtro que tenha sido adicionado a tabela (apenas disponivel para
a tabela de Lista de Compostos, a tabela e Resultados de Identificacao de
Compostos e a janela de Resultados de Identificacao de Espectro).

Secdo especifica do Explorador de Método e do Editor de Método

Utilizando o Editor de Método com o fluxo de trabalho Geral, vocé pode alterar
quase todos os parametros no Método.

Cada um dos outro quatro fluxo de trabalhos altera as secdes disponiveis no
Explorador de Método. Cada secao nova contém apenas as abas do Editor de
Método e secdes que sao tUteis no fluxo de trabalho. Alterar um parametro na
secao de fluxo de trabalho também altera o parametro na secao
correspondente das secdes de Editor de Método gerais.
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Duas abas nao sido repetidas nas secdes do Editor de Método gerais. A secao
Identificacao de Pico de Espectro >do Fluxo de Trabalho da Pesquisa de
Pico do Cromatograma e as abas Fluxo de Trabalho da Pesquisa de Pico do
Cromatograma> Extracao do Cromatograma > Cromatogramas estao
incluidas apenas no fluxo de trabalho da Pesquisa de Pico do Cromatograma.

Estas secoes afetam apenas o algoritmo de Pesquisa de Pico do
Cromatograma. Este algoritmo é usado apenas neste fluxo de trabalho, e na

acao Pesquisa de Pico do Cromatograma sem Relatorio, bem como na acao
Pesquisa de Pico do Cromatograma com Relatério de Analise.

Métodos de fluxo de trabalho e layouts

Métodos-padrao adicionais e layouts sao oferecidos para cada fluxo de

trabalho:

Fluxo de Trabalho Meétodo Layout Secao do Editor de
Meétodo

Geral default.m Default.xml Nenhuma
Proteina Intacta BioConfirm BioConfirm- BioConfirm Workflow
BioConfirm IntactProtein- IntactProtein-

Default.m MaximumEntropy-

Default.xml

BioConfirm High BioConfirm BioConfirm BioConfirm Workflow
Mass Intact Protein  IntactProtein IntactProtein

HighMass LMFE.xml

Default.m

BioConfirm Small
Oligonucleotides

BioConfirmOligo
nucleotideSmall.m

BioConfirmOligo-
nucleotide.xml

BioConfirm Workflow

BioConfirm Large BioConfirmOligo BioConfirmOligo- BioConfirm Workflow
Oligonucleotides nucleotideLarge- nucleotide.xml

Default.m
BioConfirm Protein  BioConfirmProtein BioConfirm BioConfirm Workflow

Digest

Digest-Default.m

ProteinDigest.xml

BioConfirm BioConfirmSynthetic ~ BioConfirm BioConfirm Workflow
Synthetic Peptide Peptide-Default.m SyntheticPeptide.xml

ChromatogramPeak ChromPeakSurvey- Default.xml Chromatogram Peak
Survey Default.m Survey Workflow

Agilent MassHunter Workstation Software - Analise Qualitativa Guia de Familiarizacdo para GC/MS

103



Fluxo de Trabalho Meétodo Layout Secdo do Editor de
Método
Formula SamplePurity- SamplePurity- Confirmacéo de Formula e
Confirmation e Default.m Default.xml Fluxo de Trabalho de
Sample Purity Pureza da Amostra
MS Target Screening-Defaultm  Screening-Default.xml Fluxo de Trabalho do
Compound Rastreamento do
Screening Composto-alvo do MS
Rastreamento de GC_Q-TOFm QTOFData.xml Rastreamento de
Composto Q-TOF do Composto do CG/Q-TOF
CG
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Customize uma exibicao de relatdrio

Por favor, consulte a Ajuda online para o Aplicativo de Design de Relatérios do
MassHunter, o Guia de Familiarizacdo com Design de Relatérios ou o DVD de
Treinamento em Relatérios para informacoes detalhadas sobre exibicoes de
relatério. Os seguintes passos ddo a vocé noc¢oes sobre o que significa
customizar uma exibicao.

1 Va até a pasta que contém as exibi¢oes de relatério. Por padrao, a pasta é:
\MassHunter\Report Templates\ Qual\B.05.00\en-US\Letter. Vocé pode selecionar
uma pasta diferente no Explorador de Método, na aba Exibi¢des do > Opcdes
Comuns de Relatorios>.

2 Faca uma coépia da exibicdo que vocé gostaria de modificar. Clique com o botio
direito sobre a cépia e clique em Propriedades. Se necessario, limpe a caixa de
marcacao Somente Leitura. Em seguida, clique com o botao direito sobre a
copia e clique em Abrir no menu de atalhos.

ol = 5=l | o k]
@-‘ | v Computer b Win? 64bit (C:) » Massunter » Repont Templates » Qual » B500 » en-US » Leter » w [ 4 || Sewrch Leme ]

Eile Ede  View Took Help

Organize = [ MNew = Pt E-mail  Bumn  Newfolder =~ i @

MassHurter
5 Config I Subepeets
$Temp$ II = § B Ceris
appstore 4
E fcgMethodReport rdh Agilent_Logo
Eretpelg © AcpethodReportrdc o, gl Logo
ChemicalDataDictionary . 3
zonfigunation :
I a7 | Ansipeepen - Copyates e fnaboieRann it
Contexs (3 oft Office Excel Template Mew
dsmethods i s
Open
L AnshynReportand Print s
databases E
Examples 1 i=) Sean with ESET Smant Security
It T [ amp Ak d op L)
| L e d!epol‘ In
Layouts Excel Temp Cpen with...
Libsary .
x BinC enfurnPreteinDigestC ompau LIPS P o p
o3 = dieportalte
Methods Sk '
PenL a LomFo n:Procm " Cut
Repert Templates g emplat Cepy
AcquuitionMethod =
QTor CompoundRepeawithidentsicati T Soric
A & el Delete
BO500 3 i arriice femaene
Footes_line.gd
eneUs . Froperties
M 264 byt —
Lester ) Geapru.si Graphicsd
Config B4 e 1 o Template i
SubReports L : S

Abrir a exibicdo deste modo permite que o Excel saiba que este arquivo é um
arquivo de exibicdo. Quando a exibicao estiver aberta, vocé pode modificar os
cabecalhos e notas de rodapé e adicionar, remover ou mover colunas de
parametros. Consulte a Ajuda online para mais informacdes. Todas as exibicoes
de Analise Qualitativa sao marcadas como Somente Leitura. Vocé pode mudar
esta propriedade antes de editar a exibicao.
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Muitas exibicdes sdo instaladas com o programa de Analise Qualitativa.
Consulte a Ajuda online da Andlise Qualitativa para mais informacoes
sobre o contetido de cada exiib¢ao de relatorio.

rat® R AnabysisPiepert - Copy dtx - Microsoft Excel EEE=E - - x

_/I Home | Inaert Page Layout Farmulas Data Review  View Add.ing ¥ -9 X
& = i = o . ] bl [l | d@iasen - 2'9‘ 4
G Arial w Ly -y # ZF Wrap Text Text tik 7 e plge A _T ﬁ
Paste . R . e 4 . - - Conditional Format  Cell o Sort & Find &
T g | el M| R O A B3 3|2 6| ol Merge & Center - |- % 0 |30 2 Formatting = a Table = Stywes = | S Format = | L2~ Fimer= Seiect~
Cipbosd Fort . Aligriment 0 Humber & styles Cens Lating
| __As6 - o 1%
1z A B c (3] E F G H I ] K
e -
2 ovoepest Itesr
3 Ttesin |« DataFilenam « | Sample Namd = | Sample Type » | Fosition = | Instrumi = | User amd = Acq Method » | Acquired Tame = IRM Calibr = | DA Meth =
4
=] | & oosesest  1temmm
e e = P = =
) 7
o | 8 ODESepeat Tresin
9 |CuDEndRepent  Itemin
10
11 | owsiepent Inemity
12
13
W . < tagmantor Yo || Comision Uastg:] loaisation Mod
16 1t = Platfile
7 4
1B Integration Peak List
19 - [Peak ';16!-4 ';}n ';!r-a '_-iu.-y.l _]A.—-. ';{Amﬂ. ';q&p.mﬂu.. ﬂ
20
21 Mokse Measusements = r
22 [in = [maise Type =] i = [ Meise Multiphs - 1=
i e i it -
24 Mok Regions
25 [1r - [Stan = [Fnd =
26 1
27 | OTndRepeat  ltemiD
29
30 |cMosepeat
;:s <] Spretium Gowd = 1agmentor Yo <) Collision Unerds]  boatration Mods -
35 |1zeny > Spectrum |*
36
kg
38 Uibrary Spectrum
39 1 = Library Specl = m
40 E
41
42 piference Spectram
43 |1ten1 = Difference 5 ¥ lrum
W4 r M Design - Optons  TJ 1 s
Ready | Foied Decimal 0 L o — )

3 Faca as modificacdes que vocé quer fazer.

Para mais informacoes sobre como alterar uma exibicdo, consulte ou a
Ajuda online do aplicativo de Design de Relatérios do MassHunter, ou o
DVD de Treinamento de Relatorio do MassHunter Agilent.

4 Para salvar uma exibi¢io nova, clique em Save ou clique em Save As > Other
Formats no botao do Microsoft Office.

b Digite um nome de indentificacio e clique em Save.

File name: AnalysisReport - Copy.axdtx

Save as type: | Excel Template (*.xlt)
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