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1 PROPOSITO

1.1

Este documento descreve procedimentos empregados na edi¢do de método de aquisicdo de
dados no software ChemStation Instrument Control (Agilent Technologies). Este programa
é utilizado para ajustar e monitorar os parametros do sistema de cromatografia gasosa
acoplado a espectrometria de massas (GC-FID-MS). Tais procedimentos sao
rotineiramente utilizados no ambito do Laboratério de Compostos Organicos em
Ecossistemas Costeiros e Marinhos (OrganoMAR) do Departamento de Oceanografia
(DOCEAN) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

2 SUMARIO DO PROCEDIMENTO

2.1

A edicdo do método de aquisicdo de dados pelo sistema de cromatografia gasosa acoplado
a espectrometria de massas (GC-FID-MS) é realizada no software ChemStation Instrument
Control. Alguns pardmetros sdo comuns a todos os métodos empregados no laboratério,
enguanto outros sao especificos para cada grupo de analitos investigado. Por isso, antes de
iniciar a edicdo do método, deve-se compilar as informacdes especificas sobre 0 mesmo.
Todos os parametros devem ser inseridos nos campos pertinentes durante 0 passo-a-passo
de edi¢do do método. Ao final da edic¢do, o arquivo do método deve ser salvo com um
nome especifico e padronizado a fim de facilitar sua identificacdo na rotina de anélises do
laboratorio.

3 DESCRICAO DE HARDWARE E SOFTWARE

3.1

3.11

3.1.2

3.1.3

3.14

3.2

3.2.1

3.2.2

Configuracdes minimas do computador para instalacdo do programa
Processador: Intel Xeon 3,2 GHz ou equivalente
Memoria RAM: 4 GB
Disco rigido: 80 GB
Sistema operacional: Windows 7, Service Pack 1 (32 bits)
Especificacdes do software
Desenvolvedor: Agilent Technologies

Nome do programa: ChemStation Instrument Control

3221 Versédo: E.02.02.1431
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3.2.2.2 Este programa € utilizado como interface de controle dos parametros do
cromatdgrafo a gas equipado com detector de ionizagdo em chama (GC-FID) e do
cromatografo a gas acoplado ao espectrometro de massas (GC-MS).

4 PROCEDIMENTOS

4.1 Elaboragdo do método

4.1.1 O atalho para abrir o software ChemStation Instrument Control encontra-se na area de
trabalho do computador conectado ao GC-FID-MS.

41.1.1 Clique no icone nomeado “GC-MS Online” (Figura 1A) quando for editar um
método no cromatdgrafo a gas acoplado ao espectrdmetro de massas (GC-MS).

4112 Cligque no icone nomeado “GC-FID Online” (Figura 1B) quando for editar um
método no cromatdgrafo a gas equipado com detector de ionizacdo em chama (GC-
FID).

. |
CIBS L2

GC-MS GC-FID
Online Online
A B
Figura 1. Atalhos existentes na area de trabalho para abrir o software ChemStation Instrument

Control vinculado ao cromatdgrafo a gas acoplado ao espectrdmetro de massas (A) e ao
cromatdgrafo a gés equipado com detector de ionizagdo em chama (B).

4.1.2  Na tela inicial do programa clique no menu "Method — Edit Entire Method..." (Figura
2).
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Set Mew Default Paths...

Exit

Column-1 Flow Cal.

Aux-1 Temperature

Turbo Speed

Total lon

Figura 2. Sequéncia de passos para abrir a janela do assistente de edicdo de método. Os
retangulos vermelhos destacam os itens que devem ser clicados no menu.

413

41.4

Na tela aparecera a janela "Edit Method". Marque as opcdes "Method Information” e
"Instrument/Acquisition”. Em seguida clique em "OK".

Na tela aparecera a janela "Method Information” (Figura 3). No campo "Method

Comments" insira um comentario que descreva o grupo de compostos analisados no
método a ser editado.

Method Comments:

W Save

Copy of Method with Data

Method Sections to Fun

™ Pre-Bun Macros/Commands:

Analise de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos

Instrurment Contral: |

Data Analysis: |

v Data Acguisition
I~ Data Analysis

[ Post-Run Macros/Commands:

[l

Instrurnent Contral: |

Data Analysis: |

OK

Cancel |

Help ‘

Ll

Figura 3. Janela "Method Information” com exemplo de preenchimento de informacdes.
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415

4.1.6

4.1.7

Marque a op¢éo "Save Copy of Method with Data".

Na éarea "Method Sections to Run", marque a opgao "Data Acquisition" e deixe as outras
caixas desmarcadas. Em seguida clique em "OK".

Na tela aparecerd a janela "Inlet and Injection Parameters” (Figura 4). No campo
"Sample Inlet" selecione a opgdo "GC". No campo "Injection Source" selecione a opgéo

"GC ALS".
Inlet and Injection Parametel X
|

Sample Inlet GC -

Injection Source GCALS -

W Use MS

Inlet Location
- * Fear -

M5 Connected ta
™ Front Inlet {* Rear Inlet

Cancel Help

Figura 4. Janela "Inlet and Injection Parameters” com exemplo de preenchimento de
informacdes.

41.8

419

4.1.10

4111

41.12

Se 0 método pertence ao GC-MS, marque a opcao "Use MS". Se o método pertence ao
GC-FID, deixe essa caixa desmarcada.

Na &rea "Inlet Location", marque a op¢do "Rear" se 0 método pertence ao GC-MS e a
opcao "Front" se 0 método pertence ao GC-FID.

Na area "MS Connected to", marque sempre a op¢ao "Rear Inlet". Em seguida clique no
botdo "OK".

Na tela aparecera a janela "GC Edit Parameters”. Clique no icone "Configuration™
(Figura 5).

Clique na aba "Miscellaneous” (Figura 5). No campo "Pressure Units" selecione "psi".
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ALS

psi

N o P B R Y L wE

Columns] Mcdules] ALS]

Pressure Units

Valves  Inlets Columns  Owen Detectors  AuxHeaters  Events  Signals | Cenfiguration Counters Readiness

Valve Configuration
-

Valve Type MName Parameters

[ IR 150 Transfer Line 2 Mot Installed ﬂ (Valve #2)

2 | ot Installed
3 | Net Installed

Themal A Type P Nt Installed [E (VELCE-0)]

Figura 5. Aba "Miscellaneous™ do icone "Configuration” da janela "GC Edit Parameters",
incluindo exemplo de preenchimento de informagdes. Os retangulos vermelhos destacam o icone
e a aba que devem ser clicados antes do preenchimento das informagdes.

4.1.13 Clique na aba "Columns" (Figura 6). A primeira linha da tabela refere-se a coluna do

canal do GC-MS. Este canal é formado por injetor traseiro, coluna traseira e interface.
Nas células "Inlet", "Outlet" e "Heated By" dessa linha selecione os parametros "Back
Inlet”, "Vacuum™ e "Oven", respectivamente.

ALS

NI OP AR B D | X |2 E

Miscellaneous Modules ] ALS ]

Valves  Inlets Columns  Oven Detectors  AuxHeaters  Events Signals | Configuration Counters  Readiness

Inventory... | Calibrate... | Remove

Column Calibration Results

um Uncalibrated Back Inlet Vacuum

HP-5MS 5% Pheryl Methyl Siloor: 2639.81147
2 %%?5.—1,?%5?2425%535{ 25mx 250 pm x 0.25 pm Uncalibrated Front Inlet J Back Detector J Qven J
3 Mo Column Installed Uncalibrated Unspecified j Other j Cven j
4 Mo Column Installed Uncalibrated Unspecified ﬂ Other ﬂ Oven j
5 Mo Calumn Installed Uncalibrated Unspecified ﬂ Other ﬂ Cwen j
6 Mo Column Installed Uncalibrated Unspecified ﬂ Other ﬂ Cven j

Figura 6. Aba "Columns" do icone "Configuration" da janela "GC Edit Parameters", incluindo
exemplo de preenchimento de informagdes. Os retangulos vermelhos destacam o icone e a aba
que devem ser clicados antes do preenchimento das informagdes.

4.1.14

A segunda linha da tabela refere-se a coluna do canal do GC-FID. Este canal é formado
por injetor dianteiro, coluna dianteira e detector traseiro. Nas células "Inlet”, "Outlet” e
"Heated By" dessa linha selecione os parametros "Front Inlet”, "Back Detector" e
"Oven", respectivamente.
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4.1.15 Clique na aba "Modules" (Figura 7). Selecione "He" para os dois campos "SSZ Inlet".
Selecione "N2" para o campo "Makeup".

) - = B = \
NO1 007 @ . [ X2 ¥
Seet g/ 'j . o S 1A
ALS Valves  Inlets Columns Oven Detectors  AuxHeaters  Events  Signals | Configuration Counters  Readiness
Miscellaneousl Columnsl Modules |.-'-\LS]
Front Inlet
552 vie [N ]
Back Inlet
557 Inlet m
Back Detector
FID
Makeup (N2 -
Set Lit Offset with GC Keyboard.

Figura 7. Aba "Modules" do icone "Configuration" da janela "GC Edit Parameters", incluindo
exemplo de preenchimento de informagdes. Os retangulos vermelhos destacam o icone e a aba
que devem ser clicados antes do preenchimento das informagdes.

4.1.16 Clique na aba "ALS" (Figura 8). No campo "Syringe Size" insira o valor "10 puL".

NOdOEP A B DML E

ALS Valves  Inlets Columns  Owen Detectors  AuxHeaters  Events  Signals | Cenfiguration Counters Readiness
Miscellaneous] Columns] Modules
Eack Injector i
G4513A Firmware rev: A0.08
Syringe Size: 10 uL _[___ srtEsheeE
~
~

Figura 8. Aba "ALS" do icone "Configuration" da janela "GC Edit Parameters", incluindo
exemplo de preenchimento de informacdes. Os retangulos vermelhos destacam o icone e a aba
que devem ser clicados antes do preenchimento das informagdes.

4.1.17 Clique no icone "ALS" (Figura 9).

4.1.18 Sob a area "Injection", insira o valor "1 uL" no campo "Injection Volume".
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4.1.19 Sob a area "Washes and Pumps"”, ha uma tabela que deve ser preenchida com
informacdes sobre a lavagem da seringa (Figura 9). A primeira linha da tabela (Solvent
A Washes) refere-se as lavagens da seringa com o solvente A. Nas colunas "Prelnj" e
"PostInj" insira os valores "0" e "5", respectivamente. Na coluna "Volume (uL)"
selecione a op¢do "Max". A segunda linha da tabela (Solvent B Washes) refere-se as
lavagens da seringa com o solvente B. Nesta linha, insira 0s mesmos parametros usados
para o solvente A. A terceira linha da tabela (Sample Washes) refere-se a lavagem da
seringa com a amostra antes da injecdo. Na coluna "Prelnj" insira o valor "1" e na
coluna "Volume (uL)" selecione a opzdo “1". A quarta linha da tabela (Sample Pumps)
refere-se a homogeneizacdo da amostra no vial antes da injecdo. Na coluna "Prelnj"
insira o valor "2".

i oy JE ) e \ ﬁé
Nd OB P2 B B L XY A W i
L N - . [N 1.2,...
ALS Inlets Columns  Owen Detectors  Aux Heaters Events  Signals  Configuration Counters  Readiness
Back Injector l
Injection Dhwell Time
Syringe Size: |10 1L Pre-Injection: |0 min
Injection Volume: |1 1L Post-Injection: |0 min
Flunger Speed
(% Fast " Slow " Variable
Washes and Pumps
Draw Dispense
Prelj Postinj Volume (ul) _ ——
Solvent Wash |’:'CC pLsmin |ECIC pL/min
Solvent & Washes: |D |5 |I'~"Iax ﬂ
Sample \Wash |?ZC pLs/min |EZZC pL/min
Solvent B Washes: |D |5 |I‘v'|ax j
Inject 6000 pL /min
Sample Washes: [1 1 - : l-
Sample Pumps: |2 Viscosity Delay: |2 ~| sec
Sample Depth
# [~ Enable |0mm
Injection Type
L1ai o (D8uL
(% Standard =raze .
L2 volume: |1l
™ 2-layer Sandwich ) =
L2 air gap: 0.2 uL
 Hay Wi
3-layer Sandwich L3 velume: ,7] m
™ Multiple Injections 3 air gap: [0.2pL
Apply | Ok, | Cancel |

Figura 9. Icone "ALS" da janela "GC Edit Parameters", incluindo exemplo de preenchimento de
informacdes. O retangulo vermelho destaca as informacdes sobre os parametros de lavagem da
seringa (&rea "Washes and Pumps").

4.1.20 Sob a area "Dwell Time" insira o valor "0 min" nos campos "Pre-Injection” e "Post-
Injection”.
4.1.21 Sob a &rea "Plunger Speed" marque a op¢do "Fast". No campo "Viscosity Delay"

selecione a opcao "2".
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4.1.22

4.1.23

4.1.24

4.1.25

4.1.26

4.1.27

41.27.1

Na area "Sample Depth", deixe desmarcada a caixa ao lado de "Enable".

Sob a area "Injection Type" marque a opcdo "Standard". No campo "L1 air gap" insira o
valor "0.8 pL".

Clique no icone "Inlets" da janela "GC Edit Parameters" (Figura 10).

Clique na aba "SSL - Front". Sob a &rea "Split-Splitless Inlet", marque as caixas de
opcdo "Heater" e "Pressure”. Nos campos da coluna "Setpoint" deve-se inserir 0s
valores de temperatura e pressao do injetor dianteiro. Se o método pertence ao GC-MS,
insira os valores "100 °C" e "10 psi" nos campos correspondentes a "Heater" e
"Pressure”, respectivamente. Se o método pertence ao GC-FID, insira os valores
pertinentes de temperatura e pressdo do injetor.

Sob a area "Gas Saver" marque a caixa "On" e preencha o valor "15 mL/min™ no campo
abaixo da mesma. No campo "After" insira o valor "5 min".

No campo "Mode", selecione 0 modo de injecdo da amostra.

Se 0 modo selecionado for "Split", aparecera a area "Split Ratio" ao lado do campo
"Mode" (ver Figura 10). Nesta area, preencha a razédo split no campo a esquerda. N&o
preencha o campo da direita, pois o fluxo sera calculado automaticamente a partir da
razdo split.

\NQd O £ B B X L ¥

ALS Valves | Inlets Columns  Oven Detectors  AuxHeaters  Events  Signals  Configuration Counters  Readiness
S5L - Front |55|_ -Back]
Split-Splitless Inlet
Gas Saver:
Setpoint Aetual ¥ On
[V Heater: 100 °C 100 °C W Ater: ’5n‘|||17
[v Pressure: 10 psi 10 psi
Mode: Spit ﬂ Split Ratio:
50 a1 47.785 mL/min
Figura 10. icone "Inlets" da janela "GC Edit Parameters", incluindo exemplo de preenchimento

de informacdes. O retangulo vermelho destaca as informacdes sobre os parametros do modo de
injecdo "Split".
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4.1.27.2  Se o modo selecionado for "Splitless”, aparecera a area "Purge Flow to Split Vent"
ao lado do campo "Mode" (ver Figura 11). Nesta area, no campo a esquerda preencha
o fluxo que sera direcionado para a purga do divisor apds a abertura da mesma. No
campo a direita preencha o tempo de abertura da purga apds a injecdo da amostra.
Este tempo deve ser menor do aquele inserido na area "Gas Saver".

N O PR BRI XY A E

ALS Valves | Inlets Columns  Owen Detectors  Aux Heaters  Events Signals  Configuration Counters  Readiness

S5L - Front ]55|_ - Back]

Split-Splitiess Inlet
Gas Saver:
Setpoint Actual

[v On
¥ Heater 107 i E— wee prn
v Pressure: 10 psi 10 psi
Mode: Spitless Purge Flow to Split Vent:
20 mL/min at [1in

Figura 11. icone "Inlets" da janela "GC Edit Parameters”, incluindo exemplo de preenchimento
de informagdes. O retangulo vermelho destaca as informacdes sobre os parametros do modo de
injecdo "Splitless".

4.1.27.3 Se o modo selecionado for "Pulsed Split", aparecerd as areas "Injection Pulse
Pressure” e "Split Ratio™ ao lado do campo "Mode" (ver Figura 12). Na éarea
"Injection Pulse Pressure™, no campo a esquerda preencha a pressdo do injetor no
momento da injecdo da amostra. Esta pressdo deve ser maior do que aquela inserida
na area "Split-Splitless Inlet". No campo a direita preencha o tempo que o injetor
permanecera sob pressdo elevada. Este tempo deve ser menor do aquele inserido na
area "Gas Saver". Na area "Split Ratio" preencha os campos conforme descrito no
item 4.1.27.1 deste protocolo.
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ALS Valves | Inlets Columns  Owen Detectors  AuxHeaters  Events Signals  Configuration Counters Readiness

5L - Front ]55|_ - Back]

Split-Splitless Inlet
Gas Saver:
Setpoint Actual

[+ On
[¥ Heater: 100 °C 100°C W After: lﬁ{rruni
¥ Pressure: 10 psi 10 psi
Mode: Pulsed Spit j Injection Pulse Pressure:
25 psi until |0.5 min
Split Ratio:
50 1 41.755 mL/min

Figura 12. icone "Inlets" da janela "GC Edit Parameters", incluindo exemplo de preenchimento
de informacdes. O retangulo vermelho destaca as informacdes sobre os parametros do modo de
injecdo "Pulsed Split".

4.1.27.4 Se o modo selecionado for "Pulsed Splitless", aparecera as areas "Injection Pulse
Pressure” e "Purge Flow to Split Vent" ao lado do campo "Mode" (ver Figura 13).
Na area "Injection Pulse Pressure”, no campo a esquerda preencha a pressdo do
injetor no momento da injecdo da amostra. Esta pressao deve ser maior do que aquela
inserida na area "Split-Splitless Inlet". No campo a direita preencha o tempo que o0
injetor permanecerd sob pressdo elevada. Este tempo deve ser menor do aquele
inserido na area "Gas Saver". Na area "Purge Flow to Split Vent" preencha os
campos conforme descrito no item 4.1.27.2 deste protocolo.
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ALS Valves | Inlets Columns ~ Owen Detectors  Aux Heaters  Events  Signals  Configuration
5L - Front ]55|_ - Back]
Split-Spitless Inlet
Gas Saver:
Setpoint Actual ¥ On
IV Heater: 00T 100 °C [5mLmin
[V Pressure: 10psi 10 psi
Mode: Puised Spitiess ﬂ Injection Pulse Pressure:
25 psi until 0.5 min
Purge Flow to Split Vent:
20 mL/min at |1]min

Figura 13. icone "Inlets" da janela "GC Edit Parameters", incluindo exemplo de preenchimento
de informacdes. O retangulo vermelho destaca as informacdes sobre os parametros do modo de
injecdo "Pulsed Splitless".

4.1.28 Clique na aba "SSL - Back". Sob a area "Split-Splitless Inlet", marque as caixas de
opcdo "Heater" e "Pressure”. Nos campos da coluna "Setpoint" deve-se inserir 0s
valores de temperatura e pressao do injetor traseiro. Se o método pertence ao GC-FID,
insira os valores "100 °C" e "10 psi" nos campos correspondentes a "Heater" e
"Pressure”, respectivamente. Se o método pertence ao GC-MS, insira os valores
pertinentes de temperatura e pressdo do injetor.

4.1.29

4.1.27 deste protocolo.

Preencha os demais campos da aba "SSL - Back™ conforme descrito nos itens 4.1.26 e

4.1.30 Clique no icone "Columns" da janela "GC Edit Parameters" (Figura 14).
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NH DA R X A ¥

ALS Inlets Columns Owen Detectors  Aux Heaters Events Signals Configuration Counters Readiness

# | Selection Control Mode W On

J Agilent 190515-433: 325 °C: 30 m x 250 pmx 0.25
'y um Setpoint Actual
In: Back S5Z Inlet He
5 Flow 1.2 mLsmin 1.2 mL/min
J JAW 122-5522: 325 °C: 25m x 250 pmx 0.25 pm - )
2 |In: Front 552 Inlet He Pressure 10.42 psi 10.4 psi
Out: Back Detector FID Average Velocity |4D.1 18 cm/sec (Initial): 0 min
He @ 60 °C Oven
Holdup Time 1.2463 min Out: Vacuum
30 ma 250 pm x 0.25 um
Constant Flow j

Pest Run: W

Column #1 Configuration

Change Column... Calibrate Column... ‘

Figura 14. lcone "Columns" da janela "GC Edit Parameters”, incluindo exemplo de
preenchimento de informacdes.

4.1.31 Sob a area "Selection” selecione a celula referente a coluna #1. Esta é a coluna do canal
do GC-MS. Na éarea "Control Mode" marque a caixa "On". Cliqgue no menu suspenso
(representado pelo simbolo V) da area "Control Mode™" e selecione a opcédo apropriada.

4.1.31.1 Se o método pertence ao GC-MS, selecione a opgdo "Constant Flow". No campo
"Flow" preencha o fluxo do gas de arraste na coluna "Setpoint". N&o preencha os
campos "Pressure”, "Average Velocity" e "Holdup Time", pois eles serdo calculados
automaticamente a partir do fluxo de gas de arraste na coluna.

4.1.31.2 Se o método pertence ao GC-FID, selecione a opgdo "Constant Pressure”. No campo
"Pressure™ preencha o valor "10 psi”. Ndo preencha os campos "Flow", "Average
Velocity" e "Holdup Time", pois eles serdo calculados automaticamente a partir da
pressdo de gas de arraste no injetor.

4.1.32 Preencha o campo "Post Run™ com o valor apropriado. Se 0 método pertence ao GC-
MS, insira 0 mesmo valor preenchido no campo "Flow" (ver item 4.1.31.1 deste
protocolo). Se o método pertence ao GC-FID, insira o valor 10 psi”.

4.1.33 Sob a area "Selection™, selecione a célula referente a coluna #2. Esta € a coluna do canal
do GC-FID. Na area "Control Mode" marque a caixa "On". Clique no menu suspenso
(representado pelo simbolo V) da area "Control Mode™.

4.1.33.1 Se o0 método pertence ao GC-MS, selecione a op¢éo "Constant Pressure”. No campo
"Pressure™ preencha o valor "10 psi". N&o preencha os campos "Flow", "Average
Velocity" e Holdup Time", pois eles serdo calculados automaticamente a partir da
pressdo de gas de arraste no injetor.
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4.1.33.2

Se 0 método pertence ao GC-FID, selecione a opcao "Constant Flow". No campo

"Flow" preencha o fluxo do gas de arraste na coluna. Nao preencha 0s campos
"Pressure”, "Average Velocity" e Holdup Time", pois eles serdo calculados
automaticamente a partir do fluxo de gas de arraste na coluna.

4.1.34

Preencha o campo "Post Run" com o valor apropriado. Se 0 método pertence ao GC-

MS, insira o valor "10 psi". Se 0 método pertence ao GC-FID, insira 0 mesmo valor
preenchido no campo "Flow™" (ver item 4.1.33.2 deste protocolo).

4.1.35

Clique no icone "Oven" da janela "GC Edit Parameters" (Figura 15).

N\

ALS

o
<ﬁ L

Inlets Columns

i

COven

Actual
¥ Cven Temp On

60°C
Equilibration Time
1 min

Maximum Oven Temperature

325°C

60 °C

T4

[m]

ryo Use Temperature:
r
0 min

-

[ Override Column Max: 325 °C

a0 - )
2 b @ L X 2
W, P,
el L ] 1.2,...
Detecters  AuxHeaters  Events  Signals  Configuration Counters  Readiness
Rate Value Hold Time Run Time
“C/min C min min
) I 0 0
Ramp 1 15 150 0 6
Ramp 2 B 220 0 20
Ramp 3 10 300 10 38
*
Post Run: |60 °C

Post Run Time: |0 min

¥

Figura 15. icone "Oven" da janela "GC Edit Parameters”, incluindo exemplo de preenchimento
de informag6es. O retangulo vermelho destaca a tabela de programacéo da temperatura do forno.

4.1.36
forno.

4.1.37

4.1.38

No campo "Equilibration Time" insira o valor "1 min".

Marque a caixa "Oven Temp On". No campo abaixo dela, insira a temperatura inicial do

No campo "Maximum Oven Temperature™ insira a temperatura maxima suportada pela

coluna cromatogréfica em programa isotérmico. Geralmente, esse limite de temperatura
é especificado na caixa da coluna cromatogréafica.
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4.1.39

4.1.40

41.41

Deixe desmarcada a caixa de opc¢do "Override Column Max: XXX °C", onde "XXX" é
a temperatura inserida no campo "Maximum Oven Temperature".

A tabela em destaque na Figura 15 corresponde ao programa de temperatura do forno.
Nesta tabela, a primeira linha (Initial) refere-se aos parametros do forno no inicio da
corrida cromatografica. As demais linhas (Ramp 1, Ramp 2, etc) referem-se as rampas
de temperatura do forno. A primeira coluna (Rate) refere-se a taxa de elevacdo da
temperatura (isto é, rampa) do forno. A segunda coluna (Value) refere-se a temperatura
alvo que a rampa do forno deve atingir. Nesta coluna, o valor da primeira linha deve ser
igual & temperatura do campo "Oven Temp On". A terceira coluna (Hold Time) refere-
se ao tempo que o forno permanecera isotérmico apos atingir a temperatura alvo da
rampa. Preencha a tabela com as informac@es pertinentes do método de separagdo de
analitos.

No campo "Post Run™ insira 0 mesmo valor de temperatura do campo "Oven Temp On".

4.1.42 No campo "Post Run Time" insira o valor "0 min".

4.1.43 Clique no icone "Detectors” da janela "GC Edit Parameters” (Figura 16).
Nd O EA e R X 2 W L
ALS Inlets Columns Oven Detectors | AuwxHeaters Events Signals Configuration Counters Readiness

FID
Setpoint Actual

W Heater: EEE L
™ H2 Flow: 40 mL/min -0.3 mL/min
[~ Air Flow: 400 mL/min 0.9 mLimin
¥ Makeup Flow: (N2) [mLmin 10 mLmin

[ Column + Makeup: 4.8592 mL/min 10.9 mL/min
[~ Flame DpA

Figura 16. fcone "Detectors" da janela "GC Edit Parameters”, incluindo exemplo de
preenchimento de informacoes.

4.1.44

4.1.45

Marque a caixa de opcgdo "Heater". No campo "Setpoint" ao lado dessa caixa deve-se
inserir a temperatura do detector FID. Se o método pertence ao GC-MS, insira o valor
"150 °C". Se 0 método pertence ao GC-FID, insira o valor pertinente de temperatura do
detector.

A caixa de opc¢do "H2 Flow" deve ser marcada somente se o método pertence ao GC-

FID. Neste caso, no campo "Setpoint" ao lado da caixa insira o fluxo pertinente de
hidrogénio (gas combustivel da chama do FID).
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4.1.46 A caixa de opcdo "Air Flow" também deve ser marcada somente se 0 método pertence
ao GC-FID. Neste caso, no campo "Setpoint™ ao lado da caixa insira o fluxo pertinente
de ar sintético (gas comburente da chama do FID).

4.1.47 Marque a caixa de op¢ao “Makeup Flow: (N2)”. No campo "Setpoint™ ao lado da caixa
deve-se inserir o fluxo de nitrogénio (ga&s auxiliar) no detector FID. Se o método
pertence ao GC-MS, insira o valor "4 mL/min". Se 0 método pertence ao GC-FID,
insira o valor pertinente do fluxo de nitrogénio no detector.

4.1.48 Deixe desmarcada a caixa "Column + Makeup".

4.1.49 Marque a caixa "Flame" somente se 0 método pertence ao GC-FID.

4.1.50 Clique no icone "Aux Heaters" da janela "GC Edit Parameters" (Figura 17).

ﬂ gt | Fl =
e \li,:_j

ALS Inlets Columns Oven

Thermal Aux 1
Actual
¥ On

300°C 300 °C

/‘}

i

Readiness

= F { 0 \ J _ﬂ
? - U . 12
el Sy 2.
Detectors | AuxHeaters | Events  Signals  Configuration Counters
Rate Value Hold Time Run Time
“C/min T min min

|Fina| value will be extended by GC run time.

&

Figura 17. Icone "Aux Heaters" da janela "GC Edit Parameters"”, incluindo exemplo de

preenchimento de inform

acoes.

4.1.51 Na area "Thermal Aux 1", margue a caixa "On". No campo abaixo dela deve-se inserir a
temperatura da interface. Ela ndo pode ser maior que o limite de temperatura da coluna
cromatografica em programa isotérmico (ver item 4.1.38 deste protocolo). Se o método
pertence ao GC-MS, insira o valor pertinente de temperatura da interface. Se 0 método
pertence ao GC-FID, insira o valor "300 °C".

4.1.52 Clique no icone "Signals" da janela "GC Edit Parameters" (Figura 18).

- ﬂ =t | g™
e’ \'_[:_-;7

ALS Inlets Columns Qwven

Signal Source

F

?u

Detectors

@

Aux Heaters

. I

Events | Signals

X

Configuration

Data Rate / Min Peak Width

A

UefZooee

Counters

Zero

i

Readiness

Save

#1: Back Signal (FID)

- | 50 Hz /.004 min

=&

|

#2: None

- || 50 Hz / 004 min

#3: None

= |50 Hz / 004 min

#4: None

- |50 Hz / 004 min

¥
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Figura 18. icone "Signals" da janela "GC Edit Parameters", incluindo exemplo de preenchimento
de informagoes.

4.1.53

4.1.54

4.1.55

4.1.56

As informacdes do icone "Signals" estardo habilitadas para edicdo somente se 0 método
pertencer ao GC-FID. Ne ste caso, na primeira linha da coluna "Signal Source", clique
no menu suspenso e selecione "Back Signal (FID)".

Na primeira linha da coluna "Data Rate / Min Peak Width", clique no menu suspenso e
selecione "50 Hz / .004 min".

Ainda na primeira linha da tabela, marque as caixas "Zero" e "Save" se 0 método
pertence ao GC-FID. Deixe as duas caixas desmarcadas se 0 método pertence ao GC-
MS.

Clique no icone "Counters" (Figura 19). Se o método pertence ao GC-MS, marque
somente a caixa "Back Inlet Septum". Se o método pertence ao GC-FID, marque
somente a caixa "Front Inlet Septum™.

N

ALS

EMF Counters

Indicate which counters should be monitored when this methed is run.

PO P2 B D L X [2] il

Inlets Columns Oven Detectors  Aux Heaters Events Signals Configuration Counters Readiness

Front Inlet Liner

Front Inlet Gold Seal

Front Inlet Split \Vent Trap

Back Detector Collector Assembly
w| Back Inlet Septum

Back Inlet Liner

Back Inlet Gold Seal

Back Inlet Split Vent Trap

Back Detector Jet

Front Inlet Septum

Column 1 Injection Cycle

Back Injector Injections (tower)

Column 1 Owven Cycle

Back Injector Injections (syringe)

Figura 19. Icone "Counters" da janela "GC Edit Parameters”, incluindo exemplo de
preenchimento de informacdes.
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4.1.57 Clique no icone "Readiness" (Figura 20). Se o método pertence ao GC-MS, marque
somente as caixas “Oven”, “Back Inlet (SSZ Inlet)” e "Thermal Aux 1 (MSD Transfer
Line)”. Se o método pertence ao GC-FID, marque somente as caixas “Oven”, “Front
Inlet (SSZ Inlet)” e “Back Detector (FID)”.

i @ 2 L

Inlets Aux Heaters  Events  Signals

2 | l' k. | _/q}

. ; ?1}

Oven Detectors

&
1.2....
Counters

Y4 il

Configuration

i

Readiness

S
Columns

ALS

Exclude Components from Affecting the GC's Readiness Siale

Only checked components will affect the GC's readiness state

v Oven
Front Inlet (SSZ Inlet)
w| Back Inlet (552 Inlet)
Back Detector (FID)
w| Thermal Awx 1 (MSD Transfer Ling)

Check All

Figura 20. icone "Readiness" da janela "GC Edit Parameters”, incluindo exemplo de
preenchimento de informagdes.

4.1.58 Clique no botdo "OK" da janela "GC Edit Parameters".

4.1.59 Se o método pertence ao GC-MS, na tela aparecera a janela "GC Detector Data" (Figura
21). Se 0 método pertence ao GC-FID, marque a caixa "Display" sob a area "Signal 1",
Em seguida, insira os valores "5, "10" e "60.0" nos campos "Attn", "Offset" e "Time",
respectivamente. Se o método pertence ao GC-MS, deixe todas as caixas de opcao
desmarcadas. Clique no botdo "OK". Se 0 método pertence ao GC-FID, va para o item
4.1.72 deste protocolo.

Signal 1 Signal 2 Signal 3 Signal 4
W Display [ Display [ Display [ Display
Attre |5 2" At |0 - Attr: |0 2" At |0 2"
Offset: '10— 4 Offzet: "IU— % Offset: "IU— # Offset: "ID— 4
Time: 'Eﬂﬂ— min Time: ’T min Time: ’T min Time: ’T min
’Tl Cancel | Help |

Figura 21. Janela GC Detector Data" com exemplo de preenchimento de informacoes.
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4.1.60

4161

Na tela aparecera a janela "MS Tune File". No campo “Files” selecione a opcao
“atune.u” e clique em "OK".

Na tela aparecera a janela "MS SIM/Scan Parameters” (Figura 22). Sob a area "MS
Instrument”, insira no campo "Solvent Delay"” o tempo no qual o filamento da fonte de
ions deve ser ligado apds a injecdo da amostra. No campo "EMV Mode" selecione
"Gain Factor". No campo "Gain Factor" insira o valor "15.00". No campo "Acg. Mode"
selecione a opcao “SIM”. Deixe desmarcada a caixa "Acquire both Scan and SIM data".

MS SIM/Scan Paramete (e ]
M5 Instrument Fieal-Time Plot
Sample Inlet: GC Time Window: |30 mir.
M5 Window 1
Solvent Delay: [4.70 i, Plot Type: | Tatal >
EMY Mode: |Gain Factor v -Seale: |0 to |10000000
Gain Factor: |[15.00 =1976Y
Acq. Mode: |5IM - MS ‘Window 2
Flot Type: |Mone -

‘-Scale: |0 to (100000

Acquire bath Scan and SIM data: [

Ture File
atune.u

St Parameters ‘ Zones ‘ Timed Events
oK | Cancel | Help |

Figura 22. Janela "MS SIM/Scan Parameters” com exemplo de preenchimento de informacdes.

4.1.62

4.1.63

4.1.64

4.1.65

No campo "Time Window" da area "Real-Time Plot" insira o tempo total da corrida.

Sob a area "MS Window 1", selecione a opcdo “Total” no campo "Plot Type". Nos
campos ao lado de “Y-Scale” insira os valores "0" e "5000000".

Sob a area "MS Window 2", selecione a op¢do "None™ no campo "Plot Type".

Clique no botdo "SIM Parameters” da janela "MS SIM/Scan Parameters”. Na tela
aparecera a janela "Edit SIM Parameters"” (Figura 23).

Pagina 19 de 21



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO DEPARTAMENTO DE OCEANOGRAFIA
‘E\ LABORATORIO DE COMPOSTOS ORGANICOS EM ECOSSISTEMAS COSTEIROS E MARINHOS

Procedimento Operacional Padréo OrganoMAR-2020-01

OfganOMAR Concluido em 13/07/2020 Revisdo n° 1

— Mew Group

. * Low
New G Resolution: -
Giroup [New Group Ssaution: ¢~ High Group | Start Time | # of lons

Start Time: |70 Cycles/Sec = 333 New Group 470 1

r Edit lan

Add/Madity lon
méz Diwell [mzec) 1 L L
176.00 10 ¥ Plat this lan
,— ,— Add Mew Group Delete Group(s]
ez | Dwell [ Piot [
176.00 10 wES o
Directions
To edit a Group, just select it from
the above list box. To add &
Group, click "&dd New Group",
then start editting the fields an the
left. To delete a Group(z). pick a
Delete lon(z) zingle or multiple zelection from the
list abowve | then press "Delete
Group(s]".
Lows speciiies a peak width of 0.7 - 0.9 amu.
High specifies the peak width in the tune file [usually 0.5 amu).
Cloge | Help |

Figura 23. Janela "Edit SIM Parameters" com exemplo de preenchimento de informacdes. O
retdngulo vermelho destaca a tabela que contém as informacdes sobre 0s ions m/z monitorados
durante a aquisicdo de dados no GC-MS.

4.1.66

4.1.66.1

4.1.67

4.1.68

4.1.69

Clique no botdo "Add New Group". Sob a area "New Group" que aparecera a esquerda,
insira no campo "Group" uma identificacdo para o grupo de ions m/z (ex.: 1, 2, etc) que
serda monitorado nesta funcdo. No campo "Resolution™ selecione a opg¢do "Low".

Na primeira funcdo, o campo "Start Time" é preenchido automaticamente com o
valor definido no campo "Solvent Delay" da janela "MS SIM/Scan Parameters".

Sob a area "Edit lon", insira no campo "m/z" um ion m/z que serd monitorado nesta
funcdo (ex.: 176.00). No campo "Dwell (msec)" insira o valor "10". Marque a caixa
"Plot this lon". Em seguida, cliqgue no botdo "Add/Modify lon". As informagdes
digitadas serdo gravadas na tabela sob a area "Edit lon™ (ver Figura 23).

Para inserir outros ions m/z nesta funcdo, insira-0s no campo "m/z" e desmarque a caixa
"Plot this lon". Em seguida, clique no botdo "Add/Modify lon". Repita este
procedimento para inserir todos os ions m/z que serdo monitorados nesta funcdo. Um
total de 60 ions m/z podem ser monitorados em cada funcéo.

Para inserir novas fungdes, clique no botdo "Add New Group". Preencha os campos
"Group" e "Resolution” conforme descrito no item 4.1.66 deste protocolo. No campo
"Start Time" insira o tempo no qual os ions m/z desta funcdo comecardo a ser
monitorados. Adicione os ions m/z que serdo monitorados na funcdo conforme descrito
nos itens 4.1.67 e 4.1.68 deste protocolo.
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4.1.69.1 O tempo de corrida pode ser dividido em até 100 grupos de ions (isto &, funcdes)
diferentes.

4.1.70  Apos inserir todas as fungdes e ions m/z que serdo monitorados durante a corrida, clique
no botdo "Close" da janela "Edit SIM Parameters".

4.1.71 Clique no botdo "OK" da janela "MS SIM/Scan Parameters".

4.1.72 Na tela aparecerd a janela "Save Method As" (Figura 24). No campo "Method File"
digite 0 nome do arquivo do método a ser salvo. O arquivo deve ser nomeado conforme
a seguinte estrutura: "XXX aaaa-mm-dd.M", onde "XXX" € o codigo de trés letras
mailsculas que identifica o grupo de analitos (ex.: ALI, HPA, PCB, POC) e "aaaa-mm-
dd" é a data (em ordem reversa) na qual o método estad sendo salvo (ex.: 2015-08-28).
Por fim, cligue no botdo "OK" para salvar o método.

Save Method As X

Iethod Path:

|E:\MSDCHEM'\‘I'\METHDDS\ Browese. . |

tethod File :
|HPa 2015-08-28 M

0K | Cancel | Help |

Figura 24. Janela "Save Method As" com exemplo de preenchimento de informag0es para salvar
0 arquivo do método.
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	4.1.14 A segunda linha da tabela refere-se à coluna do canal do GC-FID. Este canal é formado por injetor dianteiro, coluna dianteira e detector traseiro. Nas células "Inlet", "Outlet" e "Heated By" dessa linha selecione os parâmetros "Front Inlet", "B...
	4.1.15 Clique na aba "Modules" (Figura 7). Selecione "He" para os dois campos "SSZ Inlet". Selecione "N2" para o campo "Makeup".
	4.1.16 Clique na aba "ALS" (Figura 8). No campo "Syringe Size" insira o valor "10 μL".
	4.1.17 Clique no ícone "ALS" (Figura 9).
	4.1.18 Sob a área "Injection", insira o valor "1 μL" no campo "Injection Volume".
	4.1.19 Sob a área "Washes and Pumps", há uma tabela que deve ser preenchida com informações sobre a lavagem da seringa (Figura 9). A primeira linha da tabela (Solvent A Washes) refere-se às lavagens da seringa com o solvente A. Nas colunas "PreInj" e ...
	4.1.20 Sob a área "Dwell Time" insira o valor "0 min" nos campos "Pre-Injection" e "Post-Injection".
	4.1.21 Sob a área "Plunger Speed" marque a opção "Fast". No campo "Viscosity Delay" selecione a opção "2".
	4.1.22 Na área "Sample Depth", deixe desmarcada a caixa ao lado de "Enable".
	4.1.23 Sob a área "Injection Type" marque a opção "Standard". No campo "L1 air gap" insira o valor "0.8 μL".
	4.1.24 Clique no ícone "Inlets" da janela "GC Edit Parameters" (Figura 10).
	4.1.25 Clique na aba "SSL - Front". Sob a área "Split-Splitless Inlet", marque as caixas de opção "Heater" e "Pressure". Nos campos da coluna "Setpoint" deve-se inserir os valores de temperatura e pressão do injetor dianteiro. Se o método pertence ao ...
	4.1.26 Sob a área "Gas Saver" marque a caixa "On" e preencha o valor "15 mL/min" no campo abaixo da mesma. No campo "After" insira o valor "5 min".
	4.1.27 No campo "Mode", selecione o modo de injeção da amostra.
	4.1.27.1 Se o modo selecionado for "Split", aparecerá a área "Split Ratio" ao lado do campo "Mode" (ver Figura 10). Nesta área, preencha a razão split no campo à esquerda. Não preencha o campo da direita, pois o fluxo será calculado automaticamente a ...
	4.1.27.2 Se o modo selecionado for "Splitless", aparecerá a área "Purge Flow to Split Vent" ao lado do campo "Mode" (ver Figura 11). Nesta área, no campo à esquerda preencha o fluxo que será direcionado para a purga do divisor após a abertura da mesma...
	4.1.27.3 Se o modo selecionado for "Pulsed Split", aparecerá as áreas "Injection Pulse Pressure" e "Split Ratio" ao lado do campo "Mode" (ver Figura 12). Na área "Injection Pulse Pressure", no campo à esquerda preencha a pressão do injetor no momento ...
	4.1.27.4 Se o modo selecionado for "Pulsed Splitless", aparecerá as áreas "Injection Pulse Pressure" e "Purge Flow to Split Vent" ao lado do campo "Mode" (ver Figura 13). Na área "Injection Pulse Pressure", no campo à esquerda preencha a pressão do in...

	4.1.28 Clique na aba "SSL - Back". Sob a área "Split-Splitless Inlet", marque as caixas de opção "Heater" e "Pressure". Nos campos da coluna "Setpoint" deve-se inserir os valores de temperatura e pressão do injetor traseiro. Se o método pertence ao GC...
	4.1.29 Preencha os demais campos da aba "SSL - Back" conforme descrito nos itens 4.1.26 e 4.1.27 deste protocolo.
	4.1.30 Clique no ícone "Columns" da janela "GC Edit Parameters" (Figura 14).
	4.1.31 Sob a área "Selection" selecione a célula referente à coluna #1. Esta é a coluna do canal do GC-MS. Na área "Control Mode" marque a caixa "On". Clique no menu suspenso (representado pelo símbolo ▼) da área "Control Mode" e selecione a opção apr...
	4.1.31.1 Se o método pertence ao GC-MS, selecione a opção "Constant Flow". No campo "Flow" preencha o fluxo do gás de arraste na coluna "Setpoint". Não preencha os campos "Pressure", "Average Velocity" e "Holdup Time", pois eles serão calculados autom...
	4.1.31.2 Se o método pertence ao GC-FID, selecione a opção "Constant Pressure". No campo "Pressure" preencha o valor "10 psi". Não preencha os campos "Flow", "Average Velocity" e "Holdup Time", pois eles serão calculados automaticamente a partir da pr...

	4.1.32 Preencha o campo "Post Run" com o valor apropriado. Se o método pertence ao GC-MS, insira o mesmo valor preenchido no campo "Flow" (ver item 4.1.31.1 deste protocolo). Se o método pertence ao GC-FID, insira o valor "10 psi".
	4.1.33 Sob a área "Selection", selecione a célula referente à coluna #2. Esta é a coluna do canal do GC-FID. Na área "Control Mode" marque a caixa "On". Clique no menu suspenso (representado pelo símbolo ▼) da área "Control Mode".
	4.1.33.1 Se o método pertence ao GC-MS,  selecione a opção "Constant Pressure". No campo "Pressure" preencha o valor "10 psi". Não preencha os campos "Flow", "Average Velocity" e Holdup Time", pois eles serão calculados automaticamente a partir da pre...
	4.1.33.2 Se o método pertence ao GC-FID, selecione a opção "Constant Flow". No campo "Flow" preencha o fluxo do gás de arraste na coluna. Não preencha os campos "Pressure", "Average Velocity" e Holdup Time", pois eles serão calculados automaticamente ...

	4.1.34 Preencha o campo "Post Run" com o valor apropriado. Se o método pertence ao GC-MS, insira o valor "10 psi". Se o método pertence ao GC-FID, insira o mesmo valor preenchido no campo "Flow" (ver item 4.1.33.2 deste protocolo).
	4.1.35 Clique no ícone "Oven" da janela "GC Edit Parameters" (Figura 15).
	4.1.36 Marque a caixa "Oven Temp On". No campo abaixo dela, insira a temperatura inicial do forno.
	4.1.37 No campo "Equilibration Time" insira o valor "1 min".
	4.1.38 No campo "Maximum Oven Temperature" insira a temperatura máxima suportada pela coluna cromatográfica em programa isotérmico. Geralmente, esse limite de temperatura é especificado na caixa da coluna cromatográfica.
	4.1.39 Deixe desmarcada a caixa de opção "Override Column Max: XXX  C", onde "XXX" é a temperatura inserida no campo "Maximum Oven Temperature".
	4.1.40 A tabela em destaque na Figura 15 corresponde ao programa de temperatura do forno. Nesta tabela, a primeira linha (Initial) refere-se aos parâmetros do forno no início da corrida cromatográfica. As demais linhas (Ramp 1, Ramp 2, etc) referem-se...
	4.1.41 No campo "Post Run" insira o mesmo valor de temperatura do campo "Oven Temp On".
	4.1.42 No campo "Post Run Time" insira o valor "0 min".
	4.1.43 Clique no ícone "Detectors" da janela "GC Edit Parameters" (Figura 16).
	4.1.44 Marque a caixa de opção "Heater". No campo "Setpoint" ao lado dessa caixa deve-se inserir a temperatura do detector FID. Se o método pertence ao GC-MS, insira o valor "150  C". Se o método pertence ao GC-FID, insira o valor pertinente de temper...
	4.1.45 A caixa de opção "H2 Flow" deve ser marcada somente se o método pertence ao GC-FID. Neste caso, no campo "Setpoint" ao lado da caixa insira o fluxo pertinente de hidrogênio (gás combustível da chama do FID).
	4.1.46 A caixa de opção "Air Flow" também deve ser marcada somente se o método pertence ao GC-FID. Neste caso, no campo "Setpoint" ao lado da caixa insira o fluxo pertinente de ar sintético (gás comburente da chama do FID).
	4.1.47 Marque a caixa de opção “Makeup Flow: (N2)”. No campo "Setpoint" ao lado da caixa deve-se inserir o fluxo de nitrogênio (gás auxiliar) no detector FID. Se o método pertence ao GC-MS, insira o valor "4 mL/min". Se o método pertence ao GC-FID, in...
	4.1.48 Deixe desmarcada a caixa "Column + Makeup".
	4.1.49 Marque a caixa "Flame" somente se o método pertence ao GC-FID.
	4.1.50 Clique no ícone "Aux Heaters" da janela "GC Edit Parameters" (Figura 17).
	4.1.51 Na área "Thermal Aux 1", marque a caixa "On". No campo abaixo dela deve-se inserir a temperatura da interface. Ela não pode ser maior que o limite de temperatura da coluna cromatográfica em programa isotérmico (ver item 4.1.38 deste protocolo)....
	4.1.52 Clique no ícone "Signals" da janela "GC Edit Parameters" (Figura 18).
	4.1.53 As informações do ícone "Signals" estarão habilitadas para edição somente se o método pertencer ao GC-FID. Ne ste caso, na primeira linha da coluna "Signal Source", clique no menu suspenso e selecione "Back Signal (FID)".
	4.1.54 Na primeira linha da coluna "Data Rate / Min Peak Width", clique no menu suspenso e selecione "50 Hz / .004 min".
	4.1.55 Ainda na primeira linha da tabela, marque as caixas "Zero" e "Save" se o método pertence ao GC-FID. Deixe as duas caixas desmarcadas se o método pertence ao GC-MS.
	4.1.56 Clique no ícone "Counters" (Figura 19). Se o método pertence ao GC-MS, marque somente a caixa  "Back Inlet Septum". Se o método pertence ao GC-FID, marque somente a caixa "Front Inlet Septum".
	4.1.57 Clique no ícone "Readiness" (Figura 20). Se o método pertence ao GC-MS, marque somente as caixas “Oven”, “Back Inlet (SSZ Inlet)” e "Thermal Aux 1 (MSD Transfer Line)”. Se o método pertence ao GC-FID, marque somente as caixas “Oven”, “Front Inl...
	4.1.58 Clique no botão "OK" da janela "GC Edit Parameters".
	4.1.59 Se o método pertence ao GC-MS, na tela aparecerá a janela "GC Detector Data" (Figura 21). Se o método pertence ao GC-FID, marque a caixa "Display" sob a área "Signal 1". Em seguida, insira os valores "5", "10" e "60.0" nos campos "Attn", "Offse...
	4.1.60 Na tela aparecerá a janela "MS Tune File". No campo “Files” selecione a opção “atune.u” e clique em "OK".
	4.1.61 Na tela aparecerá a janela "MS SIM/Scan Parameters" (Figura 22). Sob a área "MS Instrument", insira no campo "Solvent Delay" o tempo no qual o filamento da fonte de íons deve ser ligado após a injeção da amostra. No campo "EMV Mode" selecione "...
	4.1.62 No campo "Time Window" da área "Real-Time Plot" insira o tempo total da corrida.
	4.1.63 Sob a área "MS Window 1", selecione a opção “Total” no campo "Plot Type". Nos campos ao lado de “Y-Scale” insira os valores "0" e "5000000".
	4.1.64 Sob a área "MS Window 2", selecione a opção "None" no campo "Plot Type".
	4.1.65 Clique no botão "SIM Parameters" da janela "MS SIM/Scan Parameters". Na tela aparecerá a janela "Edit SIM Parameters" (Figura 23).
	4.1.66 Clique no botão "Add New Group". Sob a área "New Group" que aparecerá à esquerda, insira no campo "Group" uma identificação para o grupo de íons m/z (ex.: 1, 2, etc) que será monitorado nesta função. No campo "Resolution" selecione a opção "Low".
	4.1.66.1 Na primeira função, o campo "Start Time" é preenchido automaticamente com o valor definido no campo "Solvent Delay" da janela "MS SIM/Scan Parameters".

	4.1.67 Sob a área "Edit Ion", insira no campo "m/z" um íon m/z que será monitorado nesta função (ex.: 176.00). No campo "Dwell (msec)" insira o valor "10". Marque a caixa "Plot this Ion". Em seguida, clique no botão "Add/Modify Ion". As informações di...
	4.1.68 Para inserir outros íons m/z nesta função, insira-os no campo "m/z" e desmarque a caixa "Plot this Ion". Em seguida, clique no botão "Add/Modify Ion". Repita este procedimento para inserir todos os íons m/z que serão monitorados nesta função. U...
	4.1.69 Para inserir novas funções, clique no botão "Add New Group". Preencha os campos "Group" e "Resolution" conforme descrito no item 4.1.66 deste protocolo. No campo "Start Time" insira o tempo no qual os íons m/z desta função começarão a ser monit...
	4.1.69.1 O tempo de corrida pode ser dividido em até 100 grupos de íons (isto é, funções) diferentes.

	4.1.70 Após inserir todas as funções e íons m/z que serão monitorados durante a corrida, clique no botão "Close" da janela "Edit SIM Parameters".
	4.1.71 Clique no botão "OK" da janela "MS SIM/Scan Parameters".
	4.1.72 Na tela aparecerá a janela "Save Method As" (Figura 24). No campo "Method File" digite o nome do arquivo do método a ser salvo. O arquivo deve ser nomeado conforme a seguinte estrutura: "XXX aaaa-mm-dd.M", onde "XXX" é o código de três letras m...
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