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Revident
Revolutionize Your Identification
With Rock solid Evidence



Revident: První inteligentní LC-QTOF

Aktivní monitoring
Early Maintenance Feedback hlásí závady, upozorňuje na 
pravidelné údržby systému.

Automatizace
Automatické ladění/kalibrace m/z zajistí, že přístroj je vždy 
nakalibrovaný a v optimálním stavu. Kalibraci hmot i ladění lze 
plánovat.

Inteligentní Reflex 
Intelligent Reflex na základě předchozího nástřiku systém upraví 
sekvenci podle daných příkazů (carryover, rychlý screening apod).

Ladění & kalibrace 
SWARM autotune používá techniku „Optimalizace hejnem částic“ 
(Particle Swarm Optimization) ke zjištění nejlepšího nastavení celé 
skupiny parametrů.

Powerful Onboard 
Computing Platform
Powerful Onboard 

Computing Platform

with MassHunter 12 with MassHunter 12 

Powerful Onboard 
Computing Platform

with MassHunter 12 



Cílená kvantifikace × Screening
Strategie pro různé analytické úkoly

• Kvantifikace cílových sloučenin pomocí standardů

• Kvantifikace sloučenin se provádí pomocí
kalibračníkřivky.

• Referenční standard je nezbytný pro kvantifikaci.

• Retenční čas je znám ze standardu.

• Reportuje se koncentrace sloučeniny.

• Potvrzení přítomnosti sloučeniny.

• Referenční standard není nutný (není dostupný).

• Vyžaduje databázi sloučenin. 

• Report z analýzy obsahuje detekované, 
nedetekované a podezřelé sloučeniny.

Cílená kvantifikace Screening

Kalibrační křivka pro

Cycluron [M+H]+ Knihovna MS/MS 

spekter pro screening



Screening: požadavky a nástrahy

• Potřebujeme seznam analytů! Může být velmi obsáhlý, ale nelze nalézt analyty, 
které na něm nejsou.

• Musíme znát sumární/strukturní vzorce analytů: 

1. Nalezení podezřelých píků na základě molekulových iontů: všechny možné adukty.

2. Identifikace analytu spočívá ve shodě změřeného produktového spektra se spektrem v knihovně 
(nutná knihovna MS/MS spekter).

3. Pokud není dostupná knihovna, lze provést alespoň in-silico fragmentaci a interpretace 
změřeného spektra se strukturou. Seriózní identifikace analytů je však možná pouze porovnáním 
se spektrem/standardem.

• Analyty různých fyzikálně-chemických vlastností potřebují odlišnou extrakci, 
chromatografii... Jsme vůbec schopni je ve vzorku analyzovat stávající technikou?

• Labilní analyty mohou fragmentovat už v iontovém zdroji → nemáme molekulový
ion → nelze najít analyt a spojit jej s produktovým spektrem z knihovny!



Požadavky na identifikaci analytů pro HRMS

Document N° SANTE/11312/2021 v2, v platnosti od 1.1.2024



All Ions MS/MS: produktové ionty pro všechny analyty

• Měření produktových iontů bez selekce prekurzoru v kvadrupólu (Q je transmisní). 

• Alternace různých kolizních energií (např. 10V-20V-40V), získáváme produktová spektra 
kontinuálně pro všechny prekurzory přes celý rozsah m/z.

• Někdy se tomuto módu říká DIA: Data Independent Analysis.

Měření „produktových spekter“ bez výběru prekurzoru

Q1 Kolizní cela

Time-of-flight
Detekce všech prekurzorů i 

fragmentů

Hmotnostní spektrumPusher Detektor



All Ions MS/MS: Nastavení metody

✓ Jednoduché nastavení akviziční metody: MS mód, pouze změny v kolizní energii.

✓ Vysoký duty cycle: Není potřeba přepínat do MS/MS.

✓ Produktové ionty na několika CE pro celý rozsah m/z.

CE = 0V

CE = 10V

CE = 20V

CE = 40V



All Ions MS/MS: Procesování dat

CE = 10-20-40V

1. Ve spektru bez fragmentace jsou vyhledány prekurzorové 
ionty a pokud je nalezen signál, vyextrahuje se i produktové 
spektrum.

CE = 0V

Produktová spektra bez informace o 
prekurzoru, není jasné jaké fragmenty vznikly 

z kterého prekurzoru. 
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Knihovna MS/MS spekter



All Ions MS/MS: Procesování dat

1. Ve spektru bez fragmentace jsou vyhledány prekurzorové 
ionty a pokud je nalezen signál, vyextrahuje se i produktové 
spektrum.

2. V retenčním čase potenciálního analytu jsou vyextrahované 
chromatogramy produktových iontů z MS/MS knihovny a 
spočítáno jejich koeluční skore.

CE = 0V

CE = 10-20-40V

CE = 10-20-40V



Knihovny: základ úspěchu (nejen) u screeningu

Toxikologie
Forensic Toxicology PCDL

Designer drugs

Životní 
prostředí

LC/Q-TOF Water Screening PCDL

EPA ToxCast Screening Library
PFAS PCDL

Bezpečnost 
potravin

Mycotoxins PCDL 

Pesticide PCDL 

Veterinary Drugs PCDL 

Extractables & Leachables PCDL 

> 14500 analytů, > 6000 analytů s MS/MS spektry

Agilent Applied Market LC QTOF knihovna Správce databází ChemVista

Možnost importu spekter z internetových databází.
Přidávání vlastních analytů, spekter, RT apod. 



Kvantifikace a Screening v jednom SW: MH Quant 12

Cílová 
kvantifikace

Screening

Porovnání 
izotopové obálky.

Extrahované 
fragmentové 

ionty

Status analytů:
• Detekované
• Nedetekované
• Potřebuje revizi

Náhled na všechny analyty v 
jednom vzorku

Náhled „Batch-at-glance“: 
jeden analyt ve všech 

vzorcích.

Překryv  
kvantifikačního a 

konfimačních 
iontů.



Nastavení kvantifikační metody pro QTOF

Kvantitativní metoda z PCDL knihovny:
• Uvažované adukty se vypočítají ze sumárního vzorce.

• Přesné m/z produktů z MS/MS spekter.

• RT pro cílové analyty – máme standard. 

• Doplníme koncentrace – máme standard. 

PCDL knihovna s RT 
pro tvorbu cílené 
metody



Nastavení screeningové metody pro QTOF

Screeningová metoda z PCDL knihovny:
• Uvažované adukty se vypočítají ze sumárního vzorce.

• Přesné m/z produktů z MS/MS spekter.

• NEznáme RT pro cílové analyty – NEmáme standard. 

• NEdoplníme koncentrace – NEmáme standard. 

Tačítkem Append přidáme ke kvantitativní
metodě PCDL knihovnu, která obsahuje 

analyty pouze pro screening (bez standardů).

Identifikační kritéria v 
souladu se SANTE 

guidelines!



Řešení:

• Více produktových iontů potřebných pro 
identifikaci.

• Zvýšit požadované koeluční skóre.

• Zvýšit požadované MS skóre.

• Přidat RT analytů.

Odvrácená strana mince…
All Ion MS/MS mód trpí na velké množství interferencí, 
především ve spektrech s fragmentací. 

Nutné revidovat výsledky, jinak hrozí falešně negativní 
nálezy.

Mnohem častější jsou díky interferencím falešně pozitivní 
chyby.

Skutečný methoprene 
(RT = 11,5)

Falešně pozitivní nález methoprene (RT = 8,4 min) 

Řešení: Použít z knihovny více fragmentů, interference 
obvykle není na všech iontech.

Zpřísnění pravidel pro 
identifikaci analytů může 
vyřadit i pozitivní nálezy!



Vliv znalosti RT na výsledek screeningu
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Správně identifikované analyty s RT

Apple Orange Green Tea
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Správně identifikované analyty bez RT

Apple Orange Green Tea

• Tři matrice: Jablka × Pomeranče × Zelený čaj 

• Tři koncentrace: 4, 20 a 100 ng/g.

• Spike: 341 pesticidů

Agilent 1290 LC + Agilent Revident QTOF
Nástřik: 1 µl
Kolona: Agilent Zorbax EC-C18 100×2.1; 1,8 µm
Ionizace: ESI+



• Matematické modelování retence analytů na HPLC koloně.

• Změření skutečných RT stovek různých analytů.

• Trénování modelu: Vložení všech známých parametrů analytů (hmotnost, funkční skupiny, polarita, pKa, 
logP apod) do vybraného modelu.

• Predikce RT analytů na základě znalosti všech chemicko-fyzikálních parametrů analytu (i teoreticky 
vypočtených).

Jak přidat retenční časy analytům, které neznáme?
Retention time prediction



Jak přidat retenční časy analytům, které neznáme?

Agilent Forensic Toxicology PCDL

Stále ve fázi vývoje, ale je na co se těšit:

• Metoda pro forenzní toxikologii, cca 5000 analytů s MS/MS spektry.

• Změřené a predikované retenční časy pro tři chromatografické metody s délkou 
separace 25/15/10 min.

• Plán predikce RT pro všech > 12 000 analytů v ChemVista.

• Uzavřenou komunitou vyvíjená HRMS 

databáze nových psychoaktivních substancí s 

produktovými spektry.

• Přibližně 2,300 analytů; 1,658 analytů má 

produktová spektra.

• Databáze obsahuje retenční časy na základě 

vlastního predikčního modelu. 

• Pečlivě zkontrolovaná a uspořádaná HRMS 
knihovna pro LC-QTOF Agilent, součást ChemVista.

• Obsahuje přes 9200 analytů, pro asi 4400 analytů 
jsou změřená a revidovaná MS/MS spektra.



Validace modelu pro predikci RT
Predikce RT pro ≈ 2500 na základě 700 změřených standardů.

Odchylka predikovaného RT od skutečného RT.Validace predikčního modelu

DOI: 10.1016/j.aca.2021.339035



Využití predikovaných RT
Izomery fluoromethamphetaminu (FMA)

Suspect hits: RT diff. [min] vs. predicted
2-FMA 0.04
3-FMA 0.12
4-FMA 0.14

2-FMA 3-FMA 4-FMA



Inteligentní Reflex: Screening a konfirmace
Jak automaticky snížit množství falešně pozitivních nálezů…

MH QuantMH Acquisition

MH Acq: 1. LC/MS All Ion MS/MS metoda
 2. Quant screeningová metoda
 3. Pravidla re-analýzy/konfirmace

Kombinovaný report z 
obou analýz

1. Re-analýza vzorku v Targeted MS/MS 
2. Z MH Quant se získá m/z a RT

2.

1.

MH Acq: 1. LC/MS Targeted MS/MS metoda
2. Quant procesovací metoda

3.



Inteligentní Reflex: Screening a konfirmace

Výběr „reflexu“ Konfirmační tMS/MS metoda 
(stejná chromatografie)

Jaké analyty budou re-
analyzovány Quant metoda pro 

první nástřik

Quant metoda pro 
druhý nástřik

Nastavení inteligentního reflexu ve screeningové metodě:

Přidané nástřiky pro 
konfirmační metodu. 

Původní worklist



Inteligentní Reflex: Screening a konfirmace

Výsledek prvního nástřiku: Výsledek druhého nástřiku:



Inteligentní Reflex: Screening a konfirmace
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Závěr
Komplexní hardwarové a softwarové řešení od Agilent pro efektivní screening velkého množství analytů:

• Současná kvantifikace a screening analytů v MH Quant 12.

• Přehledná filtrace pozitivních nálezů v MH Screener.

• Jednoduchá tvorba vyhodnocovací metody z PCDL knihovny.

• „Target MS/MS Confirmation“ inteligentní reflex pro redukci 
falešně pozitivních nálezů. 

• ChemVista Applied Market
> 14 000 analytů, přes 6000 
látek má MS/MS spektra

> 35 000 analytů ve 
veřejných knihovnách 
MassBank EU a MoNA.

• Predikce retenčních časů může 
významně zlepšit (a zrychlit) 
identifikace analytů při 
screeningu.



Děkuji za 
pozornost…
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