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DEGLI STUDI Dispense per I'utilizzo dello strumento LCQ-FLEET
Analisi di spettrometria di massa per INFUSIONE DIRETTA



PRIMA DI INIZIARE

Lo strumento LCQ-Fleet e dipartimentale e pertanto € necessario che sia utilizzato al meglio affinche tutti gli utenti abilitati possano
beneficiare dei vantaggi dell’analisi di spettrometria di massa. Attualmente puo essere utilizzato solo per analisi in INFUSIONE
DIRETTA.

| consigli qui riportati vogliono rappresentare un’indicazione affinché I'operativita degli utenti sia il piu possibile normalizzata e

costante, per tracciare un profilo comune di uso dello strumento LCQ-Fleet.

I) Preparare campioni come indicato al paragrafo 1, EVITANDO DI INIETTARE CAMPIONI A CONCENTRAZIONE MAGGIORE.

i) Eseguire analisi con flussi di syringe pump a 5 pL/min (meglio se a 3uL/min).

i) In fase di acquisizione, evitare di perdere tempo a razionalizzare valori inaspettati: in questo modo, lo strumento riceve molta
sostanza con conseguente aumento della sporcizia residua e del tempo necessario per la pulizia. Si raccomanda di acquisire lo

spettro velocemente e di razionalizzare risultati inaspettati in un secondo momento. Per eseguire un’analisi sono sufficienti 50-

100 pL di soluzione, ma non l'intera siringa da 500 pL.

iv) In uscita, caricare il metodo di analisi calibrazione_data (vedi pag. 6). In questo modo vengono reimpostati i valori di default
per lasciare lo strumento in stand by, e cioé Capillary Temp = 270 °C, Sheat Gas = 8 e Auxiliary Gas = Sweep Gas = 0.

v) Controllare che il valore del vuoto lon Gauge (E-5 Torr) sia inferiore a 0.8.

vi) In caso di problemi, annotarli sull'apposito registro ed avvisare immediatamente i referenti. NON eseguire operazioni non

autorizzate sullo strumento.

vii) lasciare la postazione banco e quella sotto cappa PULITE. Eventuali "residui” verranno gettati senza interpellare gli

utenti. Questo include anche le beute di solvente "abbandonate".



1. Preparazione campione per analisi infusione diretta.

1) I campioni devono essere preparati in uno dei seguenti solventi: MeOH (preferito), ACN, iPrOH (tutti e tre etichettati LC-MS)
oppure H,O (Milli-Q filtrata).

2) La concentrazione ottimale per eseguire un’analisi per infusione diretta € di circa 10-20 ppm, rapporto w/v; quindi occorre
sciogliere da 1 a 2 mg di sostanza in 100 mL di MeOH. Per praticita si puo preparare una soluzione di analita a concentrazione 1

mg/mL e diluire 10+20 pL di questa soluzione ad un 1 mL di volume totale di solvente.

3) al fine di preservare lo_strumento _da un’eccessiva sporcizia residua, evitare di_preparare campioni_a concentrazione

superiore.

4) Prima di iniettare i campioni, filtrarli con filtri a membrana adatti al solvente impiegato con porosita 0.2 um.



2. Stato dello strumento in condizioni Standby.

1) Lo strumento LCQ-Fleet rimane acceso 24 ore su 24 in condizioni Standby con la pompa ad olio Edwards funzionante, per

mantenere l'alto vuoto all'interno del sistema di focalizzazione (lon optics) e rivelazione (Injection Control e lon Detection System).

2) In condizioni Standby lo strumento LCQ-Fleet appare con i seguenti led:
POWER, VACUUM, COMMUNICATION di colore verde, SYSTEM di colore arancio, SCANNING e PUMP spento.

2.1. Avviamento programma LCO-Tune

1) Per accedere allo strumento LCQ-Fleet, avviare il PC accanto alla stampante.

2) Esequito il booting, compaiono sul monitor del PC le icone LCQ-Fleet e ThermoFisher.

3) Cliccare su ThermoFisher.

4) 1l PC esegue un secondo booting
5) Compare il desktop con la finestra Console in primo piano. La finestra va iconizzata e NON chiusa, in modo da avere un controllo
continuo su tutte le operazioni eseguite con lo strumento e sugli eventuali problemi rilevati dalla macchina.

6) Cliccare I'icona LCQ-Tune del desktop per avviare il programma di gestione dello strumento.

7) In condizioni di standby il software presenta la schermata con il Tasto Accensione in pausa |1l | e il messaggio “Instrument
is in standby” (figura a pag. 5)

8) Prima di procedere con I'analisi del campione, occorre assicurarsi che alcuni parametri importanti della colonna di destra

(descritti nella sezione 2.2.) siano corretti.



I €:\Xcaliburimethods\Massimo_Corsi\ES|_220.L TOTune - Tune Plus

File Wiew Control ScanMode Display Setup Diagnostics Help

U W@
), W= T

LCQO FLEET

Al l Uszer ]
| Label | W alue |A
ES| Source
I I X [SprapValtage [V 0.02
X Spray Cument [pa): 0.03
X Sheath Gas Flow Rate: -0.09
Tasto accensione massa in pausa (0 spento) Instrument iz in standhb e o
l:lll ) W Capillary Temp OK: Yes
W Capillary Waltage [W]: 1018
w" Capillary Temp [C]: 22011
W Tube Lens [V): 74.60
RELI
W Wacuum OK: Yes
W lon Gauge Pressure OK: Yes
W lon Gauge: On
W lon Gauge [E5 Tar]: 112
W Canvectran Pressure OK: Yes
" Convectron Gauge [Tan): 1.38
Turbo Pump
. Statusz: Running
Mo spectral data available. Life [hours} 423048,
Speed [Hz)]: a0
Power [ atts]: B4
Temperature [C): 36
lon Optics
+" RF Leng Dffzet V): 2213
W Lens O[V): 524
W Multipole O Offzet [): -6.88
W Lens 1 W) 1812
W' Gate Lens [V]: -58.58
" Multipole 1 Offzet [V]: -15.20
X Multipale RF [Vp-p): 018
W Front Lens [W]: -80.54
W Trap Offzet [V]: A10.03
" Back Lens [¥): 01s
Main RF
W Standing Wave Ratio OK: Yes
+"  Main RF Detected [V): -0.00
+" RF Detector Temp ["C: 4293
w"  RF Generator Temp [°C]: 3[13 ¥

Far Help, press F1 UM 29/058/2011 |13.40




2.2. Condizioni di temperatura e vuoto, impostazione metodo Default.

| parametri da tenere sotto controllo sia in condizioni Standby

) . L . ) . ESI Saurce Turbo Pump
che di analisi sono indicati nella figura a fianco. X I5pray Voltage (K 0.02 Shahs ——
N . 2 Spray Curment [pA) 0.03 Lite fhours) 428048
1) Il parametro lon Gauge (E-5 Torr) € circa 0.7+0.8, talvolta % Sheath Gas Flow Rate: a0 Sosed i —
anche inferiore, in condizioni di vuoto ottimale. v A Gas Flow Rate: 002 Power [W it 67
" Sweep Gas Flow Rate: -0.00 Temperature [*C):
2) Turbo Pump: Temperature non superiore a 45-50 °C. " Capillaty Temp OK: Yes
v Capillay Voltage [V] 1018 Power Supplies
. i . . 0 . o
3) Power Supplies: Ambient Temp non superiore a 40-45 "C. qﬂm@mp (] o 1 -:.'IID:.FFII 1:.:.:4
. . .. - SV Supply (V) 89
NOTA: é stato installato un condizionatore ausiliare per v TubaLant [V] s 15V Supply V) 1487
. . .. 18V Supply (V) 1765
climatizzare la stanza a 20-22 °C a beneficio della Wacuum +18V Supply V) 1786
i . . v Wacuum OK: Yes + 24V Supply V) nin
strumentazione e NON dell'utenza (quindi NON va spento). " lon Gauge Pressure 0K Yes 28V Supoly V] 27 80
v lonG On +28V Supply [V) 2.4
@-5 Torl: E ﬂ' '5--u+.- (Amps) . 110
»"  Convectron Pressure OK: fes +36V Supply [V) w7
C 143 Supply V] 14510
v G (Ton: 1.3 +14V Supply V] 143197

<fambient Temp [C) ke

NOTA: In apertura, impostare il metodo di analisi Default secondo il percorso:

File, Open, Local Disk (C:) \ XCalibur \ methods \ calibrazione_giornomeseanno che contiene tutti i parametri aggiornati con
l'ultima calibrazione effettuata sullo strumento.



3. Descrizione software LCO-tune

Gile  Wiew Conktrol ScanMode  Displaw  Setup  Diagnoskics  Help

L&

lon Transfer

lon Optics

8

n| U< ‘L@ I3

I

m

=3 »E L® s ;

b=
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Source

Injection control
(lon Trap)

Vacuum

ES| Source

3.1. ESI Source

Questo quadro controlla il voltaggio di ionizzazione, la

temperatura dell’ ion transfer e il flusso dei gas.

1) Spray Voltage: settato a 5 kv (PARAMETRO DA NON
VARIARE)

Sheath G as Flow Rate [ab): B il
Aux Gaz Flow Rate [arb): (0 il
Sweep Gaz Flow Rate [arb]: |0 il

| Spray Voltage [k [:
Spray Curent [pal:
Capillary Temp [*C]:
Capillary *olkage [
Tube Lens [V]:

ooy | [ ok ]

Cr
=

Cancel |

lon Detection

System

3

Actual
-0.08

-0.03

-0.01

21
1
¥

Help

0.0z2
0.03

3.96
013
4.60




2) Capillary Temp: DEVE STARE a 270 °C in condizioni Standby.

Puo essere variata fino a 300+-max 330 °C in casi di analisi particolari oppure per una migliore pulizia in caso di analiti
particolarmente persistenti.

NOTA: maggiore € il tempo per il quale la temperatura del capillare € mantenuta alta, maggiore € I'incrostazione di sporcizia che
rimane sul capillare e all’interno dell’ion transfer.

IN OGNI CASO, ESEGUITA UN’ANALISI A TEMPERATURA SUPERIORE A 270 °C, RIPORTARE LA TEMPERATURA DEL
CAPILLARE A QUESTO VALORE PRIMA DI LASCIARE LO STRUMENTO ALL’UTENTE SUCCESSIVO.

3) Sheat gas Flow rate: valore settato a 8 e variabile manualmente. Gas di trasporto degli ioni: il flusso & nella direzione dell’ion
transfer con una inclinazione di ca. 45 °C.

4) Auxiliary Gas Flow Rate: variabile manualmente. Settato a zero di default, pud essere usato dall’operatore per ottimizzare la
risposta dello strumento. Gas utile ad una migliore focalizzazione dell’aerosol in entrata verso I'ion transfer.

5) Sweep Gas Flow Rate: variabile manualmente. Settato a zero di default, pu6 essere usato dall’operatore per la disgregazione di
eventuali specie cluster con ioni Na* (pit raramente K*) e solvente (specie MeCN).
Il flusso € controcorrente allo Sheat Gas ed abbassa la corrente di ionizzazione in uscita dall'ion transfer.

6) Tube Lens: valore di voltaggio della prima ottica di focalizzazione. Assume valori diversi in corrente c+ e c-.
NOTA: non variare manualmente questo parametro; se necessario, utilizzare la funzione di tuning in automatico (sezione

3.3).

Per ottenere la variazione del flusso dei gas e del parametro Capillary Temp.:
I) impostare il valore desiderato
i) cliccare APPLY;

iii) quindi cliccare OK per chiudere la finestra ESI Source.



3.2. Accensione — Spegnimento massa. II

Questo tasto serve per avviare ed interrompere I'acquisizione dati.

In condizioni Standby il tasto appare col simbolo pausa nero su sfondo giallo.

Per avviare I'acquisizione: cliccare il tasto, che cambia aspetto diventando un triangolo nero su sfondo verde Al

Quando l'acquisizione & in corso il LED SCANNING lampeggia (colore blu).

Per interrompere I'acquisizione: cliccare il tasto || per riportarlo in pausa.

In alternativa alle icone é possibile selezionare dal menu Control "ON" per I'accensione e "STAND BY" per riportare lo strumento in

pausa. NON SELEZIONARE MAI "OFF"!

3.3. Tuning. [w \

Cliccando questo tasto, compare la finestra a fianco.
1) Il tune serve per ottimizzare la sensibilita dello strumento in
funzione del tipo di sostanza da analizzare.

2) Il tune agisce sui parametri del quadro lon Optics.

NOTA: si consiglia di effettuare il tuning secondo la

procedura automatica (Automatic).

In fase di ottimizzazione, nel riquadro deIIa finestra Tune

compaiono i messaggi dell’ottimizzazione dei vari par

La serie dei messaggi termina con lindicazione di quanto
I'intensita del segnale &€ aumentata a seguito del tuning.

Questo valore e indicato in termini percentuali.

M Tune

Automatic lSemi-Automati-:] Manual | Colisian Energy |

‘What to Dptinize On

" Baze Peak

" Mass [m'z): :l

Statuz

Cancel

Help




3.4. Define scan, acquisizione e salvataggio dati.

Define Scan

Define Scan

Secan Histary:

Scan Description

Maszz Range: |Maormal -
ScanRate: |Momal -

Full -

'-..

Scan Type:

Scan Time

Microscans: |3

-]
Max. Inject Time [ms]: | 100.000 %
NOTA: per ogni variazione, ricordarsi di Al
e quindi il tasto OK.

Source Fragmentation

[~ On

cliccare

ITMS + ¢ cv=0.0 Full ms [150.00-2000.00]

10

X]

ol

t5Sn Settings Scan Ranges
Parert Act. ﬁ;'h NELTEIiI;:d ..:nc:te " First Mass | Last Mass
Mazs (miz) | Type (miz) Eneray (ms) (miz) [miz)
2 ClD 1.0 oo 0.250 30.000 1 150.00 2000.00
I Input: | From/To -
Apply | ] 8 | Cancel ‘ Help ‘ ‘

Questo tasto apre la finestra a fianco, che consente di definire le condizioni generali di acquisizione dati.

Breve descrizione dei quadri:

1) Scan Description: in condizioni normali assicurarsi che i valori siano quelli del riqguadro.

2) Scan Ranges: definisce la finestra di acquisizione. In genere e settato tra 150 e 2000.

| valori possono essere cambiati manualmente o richiamati dal menu a tendina Scan History.

3) Scan Time: Microscan, numero di acquisizioni prima della visualizzazione del risultato di acquisizione.

Max. Inject Time, tempo di iniezione del flusso di ioni nella trappola (NON variare).
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[l Tl | o caliburdatahLab B aszimo CaorsihSilvaT eam J Acquire Time

File: Name: [DBE0_Huntsman_neg BIEREE (" Cantinuously Q
ﬁ Sample Mame: |DBEEI_Huntsman e 5'.3§n3 Irj
Comment; |DBEEI_Huntsman £ Minutes Iij —
B Uss ranmment meihed [ Goto Standby when Finished Q

| J Acquisition Status Inst. Setup...

State: |dle
Start Mode Tirne [min): 0.000

Acquisizione e Salvataggio Dati

* Immediate ¢ Contact Closure ¢ Divert Yalve

0k | Cancel | Help |

Con guesto tasto compare la finestra Acquire Data per acquisire e salvare lo spettro di massa.

1) Folder: percorso per stabilire la cartella di conservazione del file: C: \ XCalibur \ data \ NOME RADR \ eventuali sottocartelle

2) File Name: impostare nomi di lunghezza tipo quello di figura.

NOTA: ad ogni file il software assegna un numero che fa parte del nome. In questo modo, file nominati con la stessa descrizione
vengono salvati con un nome complessivo diverso. NON cancellare la stringa di numeri assegnata dal sistema!

3) Sample Name e Comment: descrizioni variabili; sono file testo che compaiono nella stampata dello spettro di massa.

4) Acquire Time: tempo di acquisizione dati: i) in continuo, ii) per un certo numero di scansioni, o iii) numero di minuti.

NOTA: quando lo strumento € in fase di acquisizione dati ( || g |: LED SCANNING lampeggiante) aprendo la finestra Acquire Data

il tasto Start e attivo.
Per iniziare I'acquisizione e salvataggio dei dati sul PC: cliccare “Start” e quindi “Ok”. La finestra si chiude e 'icona ﬁ
diventa ﬁ per poi tornare nella forma originaria al termine del salvataggio. T

NOTA: si consiglia di salvare gli spettri usando I’opzione “Scans” (in genere 20-50 scansioni sono piu che sufficienti) e di
mantenere selezionato Immediate nel quadro Start Mode. In questo modo, dopo aver cliccato su Start il salvataggio inizia

immediatamente.
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3.5. Visualizzazione picchi, Corrente c+ / c-, Media Pesata.

Visualizzazione picchi |, \
Corrente c+/ c- @ ‘ E

Media Pesata I| :JE

3.6. Syringe pump.

Questo tasto consente di visualizzare i picchi degli ioni o in forma di andamento gaussiano o
come linee centrate sul massimo del’andamento gaussiano.
Le visualizzazioni sono intercambiabili con un semplice click del mouse sul tasto.

Operazione tramite semplice click col mouse sul tasto.

NOTA: operazione effettuabile solo quando lo strumento sta acquisendo dati.

Il tasto consente di visualizzare I'acquisizione dati come media pesata di tutte le acquisizioni.
In questo modo, i picchi che compaiono sporadicamente vengono ridotti di intensita.

La visualizzazione dell'intero spettro risulta stabilizzata.

Con questo tasto si passa dall’acquisizione in corrente positiva
all’acquisizione in corrente negativa. E

= Questo tasto consente di gestire la siringa di S AT EI
0 infusione, situata sulla parte frontale dello strumento

. Flow Control

in basso a destra. Rl

1) Quadro Flow control: " On Flow Bate (aL/min}: [1000 =] 000

Flusso di 3+5 pL/min ottimale per effettuare = i

I’analisi.

2) Quadro Type: mantenere come indicato in figura. Type

{* Hamiltar

Per iniziare l'infusione:

Yaolume [pL]: |[500 -

Impostare il flusso desiderato, selezionare “On”, 0" Unimetrics |7:|
cliccare “Apply” e “Ok”. " Other

Per interrompere l'infusione:
Selezionare “Off”, cliccare “Apply” e “Ok”. apely | ok | Cancel | Hep |
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4. Analisi di Spettrometria di Massa.

Dopo aver descritto la preparazione di un campione e le caratteristiche principali dello strumento e del software di gestione, si puo

procedere all'analisi in infusione diretta.

Riassumendo:  campione in MeOH, ACN, iPrOH o H,0 [10+20 ppm] * Capillary Temp =270 °C
* strumento acceso e in “Standby” (pag. 4) » Sheat Gas Flow Rate = 8
* software LCQ-Tune avviato * Auxiliary Gas Flow Rate = 0
* monitor PC mostra la schermata di pag. 5 * Sweep Gas Flow Rate = 0.
* metodo calibrazione_data impostato (pag. 6).

4.1 Caricamento campione.

Connettore Ago Siringa Fermo per la siringa Pinza del cursore

1) Spostare completamente verso destra il cursore della
Syringe Pump. Per questa operazione occorre usare la pinza
del cursore, premendo il tasto frontale con il pollice per
allentare la molla interna.

2) Riempire la siringa da 500 pL con la soluzione contenente la

sostanza da analizzare o solvente per il lavaggio.

3) Inserire I'ago della siringa nel supporto dotato di un piccolo

tubicino di plastica trasparente, avendo cura di spingere
delicatamente 'ago fino a contatto con il connettore a doppia vite, a sua volta collegato al tubicino marrone chiaro (0 rosso).

4) Collocare la siringa nell'alloggio della syringe pump, con la parte terminale (quella opposta all’ago) a contatto con la parte
terminale sinistra dell’alloggio.

5) Awvicinare il cursore della syringe pump fino a contatto con la fine del pistone della siringa, usando la pinza come descritto al
punto 1.

La siringa e pronta.
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4.2 Impostazione metodo di analisi.

1) E vivamente consigliato usare il metodo calibrazione_data che deve essere impostato come descritto a pag. 6.

In caso di necessita dovuta alla particolarita del campione, I'operatore potra variare la temperatura del capillare ed il flusso dei gas
per ottenere una miglior visualizzazione dello spettro.

Siricorda di non variare il voltaggio di ionizzazione “Spray Voltage (kV)” settato a 5.00 kV.

2) L’operatore potra crearsi un proprio metodo di analisi, impostando particolari valori di temperatura e di flusso dei gas.
In questo caso:
I) aprire la finestra ESI Source
i) impostare i valori di temperatura e del flusso dei gas.
iii) cliccare “Apply” e quindi “Ok”.
iv) Salvare il metodo: File, Save (Method) As
scegliere la cartella di destinazione (C: \ XCalibur \ methods \ NOME RADR \ eventuale sottocartella)

inserire il nome e quindi cliccare “Save”. |l software salva il metodo come file *.LTQ tune.

Per richiamare guesto particolare metodo di analisi, sequire la procedura descritta per il caricamento del file di riferimento a pag. 6.

ATTENZIONE: se il metodo di analisi richiamato ha il valore di Capillary Temp diverso da quello riportato nella colonna di destra del

monitor, il software ricompila la funzione temperatura per portare lo strumento alla temperatura impostata nel metodo.

Syringe Pump @

4.3 Analisi: variazione ed incremento corrente ionica. Flow Control

Actual

Siringa carica, metodo impostato. ~ On Flow Bate (uL/min} [1000 =] 000

1) Cliccare il tasto | JJ | e successivamente il tasto g2 }@== per aprire la finestra | © &

per aprire la finestra « ot

Type

+ Hamitan Wolume [pL); 500 -

2) Impostare il flusso a 10 pL, selezionare “On”. ¢ Unimetrics F =
3) Cliccare “Apply”, quindi “OK”. £ Other
4) Lo strumento riceve la soluzione del campione attraverso il sy [ oK | camcel | mHep |

capillare posto sulla camera di ionizzazione e contemporaneamente

acquisisce i dati, mostrando lo spettro di massa sul monitor del PC. Il tasto di accensione & A
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NOTA: il LED SCANNING deve lampeggiare con dei led blu in sequenza.

La schermata si presenta come la figura sottostante.

Ik C:\Xcalibur\metho ds\Massimo_Corsi\ESI_220.LTQTune - Tune Plus

File Wew Control ScanMode Display Setup Diagnostics Help

Icone per la visualizzazione V| e |

personalizzata dello spettro in =B L@k Lca FLEET

acquisizione. Y <R D) A | |

EES

o

#9327 T 56221 ST 0BT U5 3 WL 7.34E1 [ Label [ vae[a
F- ITMS + p ESI Full ms [150 00-2000.00] ES| Saurce
[5pray Vltage (KYIE 496
610.00 K Spray Curent [pA} 0,04
1004 Sheath Gias Flow Pate: 8.00
95 fu Bias Flow ate 013
3 Sweep Gas Flow Rale 00
905 Capillary Temp OK: Yes
E Capillary Voltags (v} 1020
253 Capillary Temp (T 21393
E Tube Lens (v} 7460
80
E Yacuum
759 Yacuum OK: Yes
3 lon Giguge Pressure OK; Yes
TOE lon Gauge: On
3 lon Giauge [E-5 Tark 077
653 Convection Pressurs OK: Yes
- 50 E 535 83 Convestron Gauge (Torl: 136
% 553 Turbo Pump _
2 3 Status Fiunning
= 503 Life [hours: 428052..
Z E Speed Hal: 750
= 454 Power [watts): B4
& 4[]E 14567 1665.33 Temperature [Tl £
E Ion Optics
353 964.33 RF Lens Offsst V] 210
203 Lens 0 (v} 522
E 391.00 Multipole 0 Offset () 6.7
25 58417 736.67 M5287 194142 Lens 1 V) 1812
3 Gate L : 5855
20 58750 |423.25 83275 142 158575 Milspnf:j [Z:lset ] 1518
3 = 1199.50 173325 Mulicis RF (o) 0432
159 Frant Lens [V] -80.45
E 6483 188295 Trap Offset V) 000
104 Back Lens (V| 015
Main FF
R Standing wave Ratio OK: Yes
Main AF Detected [V} 000
1400 1600 1800 2000 RF Detestor Temp (0] 507
m/z RF Gererator Temp [Cl 3498 ™
For Help, press F1 NUM 12/09/2011 14,10

s start o Q:Ju!! 14.10

5) Non appena compare sullo schermo il picco del proprio analita, abbassare il flusso della siringa a 3+5 pL/min, e
procedere con l'acquisizione.
6) Durante l'acquisizione dati, occorre osservare la stabilizzazione della corrente ionica (c+ o c-) e quindi dellintera videata in

acquisizione.
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7) Il valore indicato dalla freccia verde (NL) & proporzionale alla quantita di ioni che arrivano al detector (es. 2.0E4 = 2.0 x 10%).

Preparando campioni come descritto al paragrafo 1. questo valore oscilla da 7+-8E3 a 5+7EA4.

In caso di sostanze particolarmente sensibili alla ionizzazione (es. ammine) il valore della quantita di ioni puo arrivare anche a
1+3E5.

8) Se il campione in analisi risulta troppo concentrato (i.e. valori di corrente ionica > 1.0E5) interrompere I'analisi e diluire il

campione. In questo modo si preserva lo strumento dalla sporcizia residua.

NOTA: campioni troppo concentrati richiedono piu tempo in fase di pulizia dello strumento.

9) Durante I'acquisizione dati i parametri della colonna di destra devono essere tutti confermati dal simbolo v verde.

4.4 Tuning e salvataggio dati.

Aibornatic lSemi-Automatic] Manual] Callizion Energ_l,ll

what to Optimize On
Tuning @ « BassPeak
" Mass (m/z); :‘

Durante I'acquisizione dati € possibile ottimizzare la scansione

dello strumento per sostanze poco sensibili alla ionizzazione.

Si consiglia di effettuare questa operazione in automatico.

Procedura: 1) cliccare su [LJ] \ ; compare la finestra Tune

2) Attivare la tavola “Automatic” e selezionare “Mass (m/z)”.

Skatus

3) Inserire il valore del picco da ottimizzare e cliccare “Start”. Cancel Help
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Lo strumento inizia I'ottimizzazione del parametro “Tube Lens” e dei parametri del quadro “lon Optics”.

ES| Source

| Spray Waltage [kM] |:
Spray Current [pd);
LCapillary Temp ["CJ:
Capillary Vaoltage [V]:
Tube Lenz [V

doply | ok |

Sheath Gas Flov Rate [arb):
Aux Gaz Flow R ate (arb):

Sweep Gag Flow Rate [arb]:

=
=
==
500

T
oo =]

Cancel |

X

Actual
-0.06

-0.03
-0.0m
0.0z
0oz
213.96
1019
7460

Help

lon Optics

RF Lens Offsct (V) [BIN] =
Lens 0 alkage [W]: W :‘
Mulipols 0 Dffset (v} [7.00 =
Lens 1 Valtage [V]: IW :‘
Gate Lens Woltage [V]: |-58.00 :‘
Mulipole 1 Offset (v} [15.00 ]

Multipole BF Amplitude [ p-pl: (400,00 :‘

Apply

Front Lens [V]: |-20.00 :‘
| n] 4 | Cancel |

X

Actual
313

524
£.68
1812
5858
1520

0.27
-80.54

Help |

| messaggi di ottimizzazione dei parametri compaiono nel riquadro “Status” della finestra Tune (sezione 3.3).

Terminata l'ottimizzazione, compare il messaggio dell’incremento percentuale del segnale rispetto alla condizione precedente il

tuning.
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4.5 Interruzione analisi e lavaqgio strumento per analisi successive.

Interruzione analisi
1) Lo spettro di massa é stato salvato.

2) Lo strumento sta continuando ad acquisire dati e la syringe pump & sempre _attiva (LED acceso sulla parte frontale dello

strumento).

3) Procedura per cambio siringa e acquisizione di una seconda analisi.

Flows Control

. . X i . . “ . Actual
i) Interrompere la syringe pump: cliccare su E e quindi selezionare “Off

" On Flow Rate [uLémir): [10.00 :| 0.00
) _—
Apply, Ok &

Type

* Hamiltar Walume [pL]: {500 hd
" Unimetrics :I

iii) Ripetere la procedura di acquisizione dati come descritto a pag. 14-15 ai punti " Other

Apply | [u]4 | Cancel | Help |

i) Svuotare e pulire la siringa con MeOH

1-5 del paragrafo 4.3, usando solo MeOH.

iv) Durante la fase di lavaggio il picco osservato deve abbassarsi di intensita fino a sparire; contemporaneamente il valore della
corrente ionica deve diminuire (NL ~ 1+2E2).

NOTA: Durante la fase di lavaggio il flusso della siringa (Flow Rate (uL/min)) pud essere aumentato fino a 30 uL/min e la
temperatura del capillare (quadro ESI Source) aumentata a 300 °C.

vi) Terminato il lavaggio si pud proseguire con una seconda analisi o lasciare lo strumento all’utente successivo.

IMPORTANTE: ricordarsi di reimpostare il flusso della syringe pump a 10 uL/min ed il valore di Capillary Temp a 270 °C.
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4.6 Stampa dei risultati
Questa operazione consente di stampare i risultati delle analisi.
1) Aprire il programma "Xcalibur" presente sul Desktop e selezionare I'opzione "QualBrowser".

2) Aprire il file di analisi selezionandolo dalla cartella C: \ Xcalibur \ data \ NOME RADR \ eventuale sottocartella (vedi figura sotto)

Qual Browser, - [abc_110728151306.raw]

[ File Edit Wiew Disply Grid Actions Tools window Help

NEE
- SE
=[5 8] Rle|-| slelr|Re[t[s)E B clwxi =@ ¢ DT Es 3
C:¥ealibur. \abc_110728151308 12/09/2011 14.13.07 PREPRPPPRPREPREPEPPRRPRR
el ) [ PPERPRRPRRPRRRRRRRRRRPRRD \
Tiu] abe_110728151308 RT-D00 0. -
e ] sbe.
e 3K - i il - 100 0.23 0.28 wN.Ié'sEa
e %] - nofile -
Kt o b i
= %] - nofile - | . )
1S o 51208 Videata dopo apertura file
%) - o file -
5 K v m

=1

=1

Relative Abundance
PR ]
=]

3) Cliccare su O per ottenere la videata da
stampare.

e L R A A R B AR A sanad tnaas Aana T e e e e
0.00 0.05 0.10 015 0.20 025 0.30
Time (min)

ahc_110728151306 #1 RT: D.00 AV: 1 NL: 4 0DE2 ]
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [150.00-2000.00]
100 610.05

90

@
=1

-
S

Si  agisce sempre sulla schermata

=1

evidenziata con la puntina da disegno su

=1

Relative Abundance
B @
=]

w
=}

sfondo verde

X 683 57
10 978 16
ol 3 92337 | [101550 120913 1379.73 145973 161045 167821 1537.41 {988.75
o i M L
A AN MM bttt bt serri s phomsy
800 1000 1200 1400 1800 1800 2000

miz

MO
g —— -
4 start LJLcq Flest Instrument... | < \methods|... | DY icone_aggiuntive - Mi... Cors Qual Browser - [abc_... en g T &) s
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4) Dal menu “File” selezionare “Page Setup” ed impostare 10 nel campo bottom.

5) Quindi selezionare File/Print e scegliere la stampante HP per la versione cartacea o BullZip per la creazione del file PDF.

Page Setup. @

Paper

Size ] ~|
Source | Automatically Select |
Orientation Margins [millmeters)

' Partrait Left o Right: |0

O landscape | Top [0 Battom: [10
oK Carcel | P |

T T

Impostare “10”
nel campo Bottom

Print |2\rg\
I —_— Piinter
int What rint Hows

| [Foe

Name:  |Bulip POF Printer
@ all Cellz in the selected window @ One Page

Cancel
Stalus: | Hp L) Pan0s
Heln Type:  Apple Color LW 127680 F5

Where: BULLAIP
Comment:

" Selected cell only " Each cell on a separate page

™ Print to file

Selezionare le finestre da stampare

Pint range: Copies
&gl

Number of copies: 1 EI:
" Pages from: |1 to

. LG
Cancel

Selezionare la stampante

Save PDF Document As

& Bullzip PDF Printer - Create PDF x)

General | Document | Watematk | Merge | Secuity | aout |

FDF Eile Mame

B ! | C:AD ocuments and Settings Theme ScientiiciMy Documentsiab |@
o

Buality
Default -

Shawe POF after creation

/o JComa)

Cliccare su O
Nel caso di BullZip Printer

)

My Recent

My Documents

9

My Computer

My Metwork

Savein | ) Massimo Corsi

My Fievent Documents
5 Desktap
(L My Documents

== CRUZER [E)
) Shared Documents
I LCO Fleet's Documents
{5 My Documents
&) My Netwerk Places

QF =

Generl | Document | watemark | Merge | Sscuy | About |

PDF File Name
! | C:\ealiburidatabLab BMassime Carsivabe_110728151306.pdf | (]
Adabe

"3 My Computer
Documents < Local Disk [C:) Qualty
e e
Deskiop

Shaw POF after creation

File name. |ahn:j 10728151308

g

(

Save

J

Save as lype: | POF Documents " paf]

|

[ caneel |

Save Cancel

Inserire il nome e cercare la directory

rrT g

Save
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5. Procedura di spegnimento strumento

Stiamo effettuando il lavaggio dello strumento: syringe pump attiva, massa accesa e LED scanning attivo.

1) Cliccare su | g 1|; lo strumento si spegne ( Il ) e contemporaneamente anche la syringe pump si ferma.

2) In alternativa e possibile fermare prima la syringe pump, selezionando "off" nel pannello "Flow control", e spegnere lo strumento
subito dopo. Lo spegnimento dello strumento si esegue anche dal menu "Control" e selezionando "Stand by".

3) Assicurarsi che Capillary Temp = 270 °C, Sheat Gas = 8, Auxiliary Gas = 0, Sweep Gas = 0 e il valore del parametro lon
Gauge (E-5 Torr) sia inferiore a 0.8.

4) Chiudere la finestra LCQ-Fleet Tune

5) Chiudere la finestra “Console” (opzionale)

6) Eseguire la procedura di spegnimento del PC.

7) Spegnere il monitor.

8) Compilare il registro di utilizzo presente accanto allo strumento segnando: data, ora di inizio e ora di fine utilizzo, NOME
UTENTE, NOME RADR, tipo di analisi eseguite, m/z del picco base di ogni analisi e se in corrente positiva o negativa,

solvente utilizzato, eventuali problemi.



