Analitikai kémiai modszerek

Analitikai kémia targya

Az analitikai kémia az anyagok mindségi és mennyiségi elemzésének modszereit, és
az eredmények megbizhatdsagat targyalja.

Kornyezetvédelemben csak a validalt, mennyis€gi €¢s mindségi jellemzdket egyarant
megado, akreditalt elemzési modszereknek van teljes értéke, amik a jogi eljarasokban is
megalljak helytiket.

A kornyezetvédelmi analitika problémadja rendszerint nem az, hogy a vizsgalt
komponensek koncentracidja nem éri el a miliszer kimutatédsi hatarat, hanem, hogy a zavar6
komponensek elfedik a keresett komponens jelét.

Kornyezetvédelemben a mérendé komponensek kivalasztasat tobb szempont hatirozza meg:
o Komponensek mérgezé hatasa,
Komponensek eléfordulasa és koncentracidja,
Mérendo kozeg és kornyezete,
e M¢érend6 komponensek eléforduldsanak gyakorisaga

Komponensek mérhetdsége.

A fenti szempontok kozott talalt kompromisszum hatarozza meg a végzendd méréseket.

A kornyezetvédelmi analitikat tobbféle szempontbdl lehet felosztani:

e Meérések gyakorisaga szerint: rendszeres mérések, eseti mérések.

e Komponensek szerint: komponensek elkiiloniilt mérése, komponensek csoportjara
vagy 0sszegére jellemzd adatok.

o  M¢érés helye szerint: helyszini (terepi) mérések, laboratériumi mérések.

e Me¢érendd komponensek koncentracidja szerint: makrokomponensek, nyomelemek.

o Alkalmazott mérési modszer szerint: klasszikus, elektoranalitikai,
molekulaspektroszkdpidi, kromatografias, atomspektroszkopi, és biologiai alapu
tesztek.

Egy kornyezetanalitikai elemzés folyamata:

Mintazas
Mintézés szempontjai:

e Reprezentativ legyen,
Vegye figyelembe a vizsgaland6 kozeget és a vizsgaland6 anyagot,
Konnyen, gyorsan jol reprodukalhatéan végrehajthatdo modszer legyen,
A mintazéas a megfeleld helyen és idében torténjen,
Ne okozzon kart, ¢s biztonsagosan lehessen végrehajtani.

A mintazaskor elkovetett hibak késébb nem helyesbithetok.

Az elemzés egész folyamata alatt és kiilondsen a mintavételnél, iigyelni kell, hogy a
minta ne torzuljon, ne legyen sem mintaveszteség, sem keresztszennyezés. A fentiek miatt
elengedhetetlenek a vakmintak, és a kisérostandardok (surrogate) alkalmazasa.

A mintak valtozatlansagat meg kell 6rizni a szallitasuk alatt (pl. pH, hiités, megfelel6 edény
stb.) mindaddig, amig minta-el6készitésiik vagy mérésiik el nem kezdddik.

A nem konzervalhato paramétereket (pH, oldott oxigén, zavarossag stb.) helyszinen kell
mérni.



Minta-elokészités

A kornyezeti mintdk gyakran nem mérhetdek kozvetleniil. A mintakat gyakran, koncentralni,
tisztitani, oldészeriiket megvaltoztatni, és a komponsneseket analizishez atalakitani
(szarmazékképzés) kell. A makrokomponensek méréséhez nem mindig sziikséges minta-
elokészités, de a nyomelemzéseknél (ppm-ppt) majdnem minden esetben.

Gaz és konnyen gozzé alakithaté mintak

[llékony komponenseket a minta légterébdl (head-space) elemzésével mérhetjiik. A
paraméterek jol reprodukalhatosaga (hémérséklet, sotartalom, térfogat stb.) fontos
kovetelmény.

A nyomnyi mennyiségii illékony OsszetevOket adszrobensen kell koncentralni, amirdl gyors
lefiitéssel, vagy oldoszeres extrahélassal nyerjiik ki a mintat (purge and trap).

Folyadék mintak

Folyadék-folyadék extrahalas

A vizzel nem elegyed6 folyadék-folyadék extrahalads gyors, egyszerli, mérsékelten szelektiv
modszer a vizsgalandé komponensek kivonasara vizes kdzegbol.

Kd = Corg/Caqu

Ahol: K{, megoszlasi allando; corg, komponens koncentracidja szerves fazisban; Caqy,

komponens koncentracidja vizes fazisban.
E =KgqV/(1 +KgqV)
Ahol: E, extrahalasi arany; V, fazisarany (org/aqu).
Az extrahalas utan az olddszert betoményitjiik, vagy teljesen elparoljuk. 10°-10° nagysagu
koncentralasra és a mintahoz képest nagy polaritdsi komponensek eltavolitasara alkalmas
modszer.
Altalaban tobbszori ismétlést, és a vizes mintanal kisebb térfogatii szerves fazist (1/5-
1/100) alkalmazunk.
A leggyakrabban alkalmazott folyadék-folyadék extrakcids eszkdz a razotdlesér
Szilard fazisa extrahalas (SPE)
A szilard fazisu extrakcional a minta oldatat eldkezelt szilard, oszlopba t6ltott adszorberre
ontjiik. Az adszorber a minta molekulait visszatartja, de sok szennyezé komponenst atenged.
A minta szempontjabol erdsebb oldoszerrel a mintat lemossuk az adszorberrdl.
Az SPE 1épése:
¢ A mintafelvitel el6tt a szilardfazist adszorbert kondicionalni kell.
e A vizes mintat radntjiik az elokezelt adszorberre, és vakuummal leszivatjuk az
oldoszert.
e Egyes matrixkomponenseket oldoszer adagolassal lemossuk az oszloprol.
¢ A mintat a megfeleld olddszerrel leoldjuk az oszloprdl és betoményitjiik. A leoldas
lehet tobblépcsos is, ekkor egyes analizdlando komponenseket eltérd frakcidban
nyerjlik. Egyes zavaré erésen kotddé komponensek a minta leoldasa utan is az oszlopn
maradnak.
e Frakciokat betoményitjiik, vagy az eluenst teljesen elparoljuk.

Az SPE 10°-10° nagysagu koncentralasra alkalmas modszer. A keresett komponensekhez
képest kis polaritas kiilonbségli komponensek eltavolitasa is lehetséges.
Gélkromatografias alapon miikodé SPE méret szerinti elvalasztast végez.



Az ioncserés alapon miikodo SPE oszlopok is hasznalatosak, amelyek toltészam és ionerdsség
kiilonbségek alapjan szelektal.
Kiilonleges SPE-k: SPME, diszk.

Szilard mintak

A szilard mintakat rendszerint oldatba kell vinni, hogy a benniik 1évé komponensek
mérhetdek legyenek, ¢s hogy elkeriiljiik a szemcsék inhomogenitasabol eredd mérési
hibakat.

A szilard anyagbol lehet a komponenseknek csak egy részét kioldani. Evvel a modszerrel
megallapithatd, hogy a szilard anyagb6l mennyire mobilizalhatéak az egyes komponensek
(speciaciods analizis). Szdmos, tobb 1épcsds extrahalasi folyamatot dolgoztak ki.

Szilard mintak kioldasat ultrahangos kezeléssel lehet gyorsitani.

A Soxlet modszernél valamilyen oldoészert elparologtatunk a szedobdl, és ennek a hiitén
lecsapddott gbze csopdg a mintdra. Amikor az oldat (olddszer +kioldott anyag) szintje eléri a
szifon szintjét a folyadék atbukik és lecsorog a szeddbe. A folyamat az extrahalas soran
szamos esetben ismétlddik €s a szildrd minta ,.kiligozdodik”, mig a szedOben az oldat egyre
toményedik. A Soxlet extrahalas egyszertii mérsékelten hatékony iddigényes modszer.

A mikrohullami roncesolassal a mintak teljes mennyiségét feloldjuk. A feloldashoz tomény
salétromsavat vagy szilikat tartalmi mintdknal tomény salétromsav és hidrogén fluorid
keverékét hasznaljak. A roncsolas szabalyozott nagy nyomason, hdmérsékleten
idéprogramozottan torténik teflon bélésti edényekben.

A mikrohullamu feltaras, gyors hatékony modszer.

A gerjesztett oldoszeres extrahalas (ASE) zart edényben emelt hdmérsékleten és nyomason
végzett szerves oldoszeres kioldas. A fenti koriilmények kozt a diffuzid felgyorsul, igy a
termodinamikailag meghatarozott megoszlasi egyensuly beéllasa gyors folyamat.

Szarmazékképzés alkalmazasa as analitikai kémiaban
A szarmazékolas célja lehet:

e Az extrahdlas segitése,
A detektalas javitasa,

e Az analizis kovetelményeinek megfeleld formara hozas,

o Mitrixtol valo elvalasztas.
A szilard anyagok Osszetétele nagyban fiigghet a szemcsék méretétdl is (pl. lebegbanyag).
Gyakran sziikséges a viz eltavolitasa a mintabol a kovetkezd mddszerekkel: elparologtatas
(hovel, vakuummal), szaritoszerrel, liofilezéssel, forditott ozmdzissal.

Klasszikus analitikai modszerek a kornyezetvédelemben

Csapadékképzéses reakciok:

Gravimetria tomeghatarozasi modszer, ahol a meghatarozandé komponenshez fokozatosan
reagenst adunk, és a levalt csapadék tomegét mérjiik.

K, = [KEVF [AZ]V/[KVE AV |

Ahol: Ky]d, oldhatosagi egyensuly; K és A, kation és anion; v' és v, kation és anion
sztdhiometriai egyiitthatoi; z'és z-, kation és anion toltése.

Gravimetrianal alkalmazott reakcioknal Kg1d < 1078,

Gravimetria folyamata:

Lecsapas reagenssel — oldat és csapadék elvalasztasa — csapadék mosasa — csapadék
hékezelése — csapadék mérlegelése — eredmény kiszamitasa.Gravimetria
makrokomponensek meghatarozasara alkalmas, lasst, olcso, gyenge szelektivitasi modszer.



Csapadékos titralasok
Titralaskor a vizsgalt anyag csapadékot ad a reagenssel, és az indikétor csak az vizsgalando
anyag elfogyasa utan 1ép reakcioba a reagenssel. A titralasi gorbét lehet miiszeresen is kovetni
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makrokomponensek meghatarozasara alkalmas, lasst, olcso, gyenge szelektivitasi modszer.

Sav-bazis titralasok
Titralas alapja a hidrogénion koncentraci6 valtozéasa vizes oldatban, amit indikatorral, vagy a
titralasi gorbe elektronikus mérésével észleliink.

HyO H +OH
Viz ionszorzat: Ky = [H ] x [OH ] = 10" pH +pOH = 14

A titralasi gorbéken a pH értékét mérjiik a reagens fogyasanak fliiggvényében. A gorbe
indikatorral vagy miszerrel kovetjiik. A kiilonboz6 indikatoroknak mas-és mas tartomanyban
van a szinvaltozasuk.

Erds savak titralasa erds bazissal meredek gorbét ad, pH = 7 atcsapési ponttal. Gyenge sav
titralasa erds bazissal lapos gorbét ad pH > 7 atcsapasi ponttal. A pontos mérés érdekében a
gyenge savak titralasanal ismert mennyiségii (a savnal tobb) erds lugot adunk az oldathoz, és
a maradék lagot titraljuk erds savval. A hozzdadott lag és az erds sav fogyasabol kapott érték
kiilonbsége adja az oldat savtartalmat. A mddszert visszatitralasnak nevezziik.

A sav-bazis titralasok makromutatok meghatarozasara alkalmas gyors pontos olcso, de
gyenge szelektivitdsi modszer.

Komplexometrias titralasok
A komplexometrias titralasoknal a mért anyagot komplexaljuk valamilyen ligandummal. Az
indikator csak a vizsgalt anyag elfogyasa utan Iép reakcidba a komplexképzdvel szinvaltozast
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(térfogatat) mérjiik, és evvel egyenértéki a keresett anyag.
K= IMY]/[M] [Y]
Ahol: K,

Alkalmazott médszereknél K¢ > 108, Indikator legalabb két nagysagrenddel kisebb Kgr-vel
rendelkez0 szines anyag mint a mért komponens.

komplex stabilitasi allando; [MY], komplex; [M], szabad fémion; [Y], ligandum.

Redox titralasok

Redoxi titralasnal az aktudlis redoxipotencial értéket mérjiik a mérdoldat fliggvényében.

Zn Zn2t + 2e
redukalt oxidalt
A magasabb standard redox-potencidju anyaggal mérjiik a kisebb redox-potencijut, és
potenciométert vagy redoxindikatort hasznalunk a végpont jelzésére. Gyors pontos nem
szelektiv makré modszerek.
Elekrokémiai alapfogalmak
* Ha két kiilonb6z6 fém (elektrod) meriil elektrolit oldatba, akkor elektromos potencialt
mérhetiink a két elektrdd kozott.
» Elektrod feliiletének kozelében az oldat feldusul, vagy elszegényedik egyes ionokban
toltés szétvalasztas kozben (polarizéacio).
* A toltésszétvalasztas hatasara egyensulyi potencidl alakul ki, amely fiigg az elektrolit
oldattdl (anyag €s koncentracio) és az elektrodoktol (anyag).



» Elektrédpotencial fesziiltség hatasara eltérhet az egyensulyi potencialtol.
* Az ionok fesziiltség hatdsira elmozdulnak az ellentétes toltésii elektrod iranyaba.
* A méréseknél mindig két elektrodot hasznalunk a méré elektrodot és a referencia

elektrédot.
Elektrodok tipusai
« Elséfaju elektrédok, fémelektrodok (Zn—Zn*"), amelyek sajat ionjaik az oldataba
meriilnek.

*  Masodfaju elektrodok, fémelektrodok, amelyek sajat rosszul oldoédé sojukkal
boritottak (Ag/AgCl — CI).

«  Redoxi elektrodok inert fémelektrodok (Pt—Fe”"/Fe’"), amelyeken mas anyagok
redoxifolyamatai jatszodnak.

» lonszelektiv elektrédok félvezetd vagy ioncserés alapon elektrédok (iivegelektrod —
pH, LaF; —F"), amelyeken csak bizonyos anyagok reakcidi tortének.

Az elektrodok bizonyos pH hatarok kozt mikddnek, a mérést mas ionok zavarhatjak.

Kornyezetvédelemben felhasznalt elektroanalitikai modszerek csoportositasa:
Potenciometria
A potenciometrias méréseknél a mért paraméter cellafesziiltség (I=0). A mért érték lehet egy
adott oldat értéke, vagy titralasi gorbe.
Potenciometria alapegyenlete a Nernst egyenlet:
E=E + In[c]*R*T/nF
Ahol: E, elektrodpotencial; Eo, standard elektrodpotencidl; [c], mért ion koncentracidja; R,
egyetemes gazallando; T, abszolut hdmérséklet; n, elektonszam valtozas; F, Faraday
konstans.
Fesziiltség hatasara az elektrodpotencial eltérhet az egyenstlyi potencialtol.
Voltametria
Voltametridnal a mért paraméter az dramerdsség a fesziiltség fliggvényében E — 1. Az ionok
diffazioval - ami fiigg az ionok koncentraciojatol .- jutnak az elektrodra.
Coulometria,
Coulometrianal a toltésmennyiséget mérik allando fesziiltség mellett. Az elektrodok
reakcidjaban keletkezd toltést mérjiik.
Az AOX (szerves adszorbedlt halogén) mérés menete: Extrahalas —FEgetés —Elnyeletés
savas oldatban —titralas elektrolitikusan generalt Ag™ ionokkal.
Vezetoképesség mérés (konduktometria)
Konduktometridnal az ellenallas reciprokat mérik a konstans fesziiltség mellett.
Elktroforézis
Elektroforézis (Cu®", ClOy4, Fe*"/Fe’”, naftilszulfonatok, fenol, PAH), az ahol az ionok
migracios idejét mérjiik allando fesziiltség vagy aramerdsség mellett. Az egyes
komponensekre jellemzd migracios idejiik, mig a jel nagysaga (csucsteriilete) aranyos
mennyiségiikkel. A kornyezetvédelemben féleg a kapillaris elektroforézis néz fontos szerep
elé.

Atomi spektroszkopiak
Indukcioés plazma gerjesztés (inductively coupled plasma, ICP):
* Az ICP elem (atom) szelektiv analizis modszer,
* A mddszer az adott elemre jellemz6 hulldmhosszisagn energiak kisugarzasan
(emisszidjan) alapul,
« Nyomelemzésre alkalmas modszer (107 — 107" mol/l),
* 72 elem meghatdrozasa lehetséges (fémek, dtmeneti elemek, nem-fémek).



A gerjesztést radiéfrekvencias magneses térrel végezziik (1-5 kV, 2,7 Mhz) argon
plazmaban. Az ICP-nél a plazma hdmérséklete 7000-8000 K koriil van. Az argon jol
gerjeszthetd magneses térben, és a gerjesztett argon atomok adjak at energiajukat a mint
részecskéinek.

A kiils6 elektronhéjon 1évo molekulat gerjesztjiik, amitdl az elektron gerjesztett allapotba
keriil és a gerjesztett allapotbol nyugalmi allapotba visszatérve az elemre jellemz6
hullamhossza sugarzast bocsat ki. Az emisszids sugarzas fokozddik a hdmérséklet
emelésével, mert a hdenergidja atalakulhat sugarzassa. Az optikai ICP-nél a sugérzas
hullamhosszat (mindségi jellemz0), és intenzitasat (mennyiségi jellemzd)mérjiik.
Emisszio egyenlete (ICP, XFR, lang fotometria)

Iem = Aij *h* Vj,'* Nj

Lem: Emisszio intenzitasa

Aj e Elektron atmenet valoszinilisége i és j szint kdzott

h: Planck allando

Vii Kisugarzott fény frekvencidja az ji 4&tmenet esetén

N;: Gerjesztett molekuldk szama (aranyos a koncentracioval)

Mindségi jellemzd a vj;, mennyiségi jellemzd a fényintenzitas (anyagra jellemzo
érzékenységgel) szorozva.

Magasabb koncentracioknal a fényintenzitds nem linedris a koncentracioval az anyag
Onabszorpcidja miatt az emisszios eljarasoknal. Ilyenkor higitani kell a mintéat.

Meérés menete: az oldatba 1évé mintat beporlasztjuk, a gerjesztett térbe, itt eldszor az
olddszer elparolog €s a vizsgalt elem soja kis szilard szemcsékké (aeroszol) alakul. A
tovabbiakban a s6 elemeire szétesik, atomizalodik. Az atomizalodott anyag a gerjesztés
hatdsara energiat vesz fel (atomos és részben ionizalt allapot), amit sugarzas formajaban
bocsat ki.

ICP kapcsolhat6 optikai rendszerhez (ICP-OES) vagy tomegspektrométerhez (ICP-MS).
Hagyomanyos késziilékekben az optikai rendszer végigpasztazta a hullamtartomanyt. A
modern késziilékekben nincs mozgo tiikkor, az optikai rendszer egy feliiletre vetiti az egész
spektrumot (Echelle tiikkor), amit egyidejiileg vesz fel. A jobb térkihasznalas és a
megfeleld felbontas miatt a spektrum kétdimenzids alakban jelenik meg.

ICP elonyei:

* Univerzalis mddszer (72) atmeneti és nem fémes elemekre is

» Széles linearis koncentraci6 tartomany (10°%)

* Nincs sziikség elemenkénti lampacserére

+ Konnyl kezelhetdség (automatizaltsag)

» Kevés gond a hattérkorrekcidval, és matrixhatéssal

* Gyors, pontos modszer

*  Olcso lizemeltetésti modszer

Az ICP-MS érzékenyebb, mint az ICP-OES. Az ICP-MS olyan elemek kimutatasara is
alkalmas, amelyeknek nincs értékelhetd fény emisszidja (pl. U), és izotop aranyok
meghatarozasara is alkalmas.

A plazmat el6 lehet allitani kémia gerjesztéssel is, ahogy ez a gazkromatograftal
egybekotott atom emisszios detektorndl is torténik GC-AES.

Langfotometria (flame photometry)
Az alkali és alkali-foldfémekre alkalmazhat6é emisszios optikai médszer. Alapegyenlet
megegyezik az ICPnal leirtakkal)



Ezeket az elemeket konnyti gerjeszteni, mivel kiils6 elektronhéjukon egy vagy két
elektron van csak. Az emissziohoz sziikséges 800-1000 K hémérséklet foldgaz langjaval
elérhetd. A kimutathatosagot befolyasolja, hogy milyen vegyiiletben van az anyag. A
CaCOj alkalmas a CaSO4 nem. A késziilék langjaba beporlasztjuk a vizsgalando oldatot,
ahol atomizalodik, gerjesztdodik és sugaroz. Az optikai rendszer prizmakbol as szlirokbol
all.

Rontgen fluoreszcens spektroszkopia (X-ray fluorescens spectroscopy, XFR)

Az anyagot nagyenergiaju rontgensugarzassal besugarozzuk. A sugarzas a
mélyenfekvo palyakrol kild egy elektront. A kil6tt elektron helyére, a kiilsd palyakrol,
elektronok ugranak be, mikozben az atmenetre (elemre és palya kiillonbségre) jellemz6
sugarzast bocsatanak ki. Az emisszio alapegyenlete itt is érvényes (lasd ICP).

A 19. (K) elemtél felfelé jol hasznalhato kozepesen érzékeny (10-50 ppm) modszer.
Elsdsorban szilard mintak terepi vizsgalatara megfeleld modszer.

Atom abszorpcios spektroszkopia (atomic absorption spectroscopy, AAS)

Elem (atom) szelektiv analizis médszer, foleg szervetlen komponensek elemzésére alkalmas.
A mddszer alapja, hogy az atomok az elemre jellemz6 hullimhosszisagu fényt elnyelik. A
fényelnyelés energiaja az elektronok alapallapotbdl gerjesztett dllapotba keriilésére forditodik.
Az adott elem analizis€¢hez szilikséges, megfelel6 hullamhosszusagu fényt az adott elemet
tartalmazo kistilési csovek biztositjak.

Az elnyelési hullamhossz a min6ségi jellemzo az elényelés intenzitasa a mennyiségi
mutato.

Nyomelemzésre alkalmas modszer 10°-10" M/L).

Foleg fémek kimutatasara alkalmas eljaras. Gerjesztéstdl fiiggéen 40-60 elem analizisére
alkalmas.

Az AAS vizsgélatokhoz az anyagot oldott allapotba kell hozni, ami térténhet mikrohullamu
roncsolassal, vagy Soxlet vagy mas extrakcioval.

Lambert-Beer torvény vonatkozik az AAS-re.

A=-logl/I) =k*1*¢
A: Abszorpcid
I: Kimend fényintenzitas
Iy: Bemend fényintenzitas
k: abszorpcios egyiitthato (mol/l)
c: koncentracio
1: optikai uthossz
A kalibraci6 kis koncentracid tartomanyoknal linedris, de magasabb koncentracidknal ettdl
eltér. Ekkor a mintat higitani kell, hogy koncentracioja a kimért linearis tartomanyra essen.
Az abszorbeélland6 fényt a fémre jellemzd tireges katddos (hollow cathod) lampa allitja el6.
A fény athalad a vizsgalandé elem atomizalt gozén, ahol szelektiv abszorpciot szenved.
Az optikai racs segitségével bedllitjuk, hogy a kivant hulldmhosszu fény jusson a detektorra.
A referencia sugart egy Hg vagy deutérium l[ampabdl nyerjiik. A mérés altalaban 190 - 870
nm hulldmhossz tartoményban, 0,5 nm felbontds mellett torténik.
Minden elemhez kiilon lampa kell.
Lang gerjesztésnél a minta oldatat porlasztassal jutatjuk a langba.
A langban cseppekbdl az oldoszer elparologtatasaval a vegyiilet aeroszlja (szilard
mikrorészecskék) képzddik. A gerjesztés hatasara a vegyiiletek atomjaikra esnek szét.



Az anyagok stabilitasuktél fiiggéen igényelnek gerjesztést. Az er6sebb kotéssel rendelkezo,
nehezen ill6 anyagok nagyobb energidji, magasabb hémérsékletii 1dngot igényelnek.

A langok hémérséklete nem egyenletes ezért gondosan kell megvalasztani a beporlasztas,
besugarzas ¢és a mérés helyét. A mennyiségi kiértékelés alapja a jel platdjanak magassaga.

A grafitkalyhas gerjesztéssel magasabb homérsékletet lehet elérni. A grafit kalyhaban
beparlassal a gerjesztés eldtt koncentralni lehet a mintat, igy nagyobb érzékenységet elérni.

A kimutatast javitani lehet, ha az anyagokat a megfelelé kémiai formara hozzuk. Hibrid
generatorral nagyban megjavithato a Hg és az As kimutatésa.

A kimutatas javithato a rések j6 megvalasztasaval és a megfeleld hattérkorrekcidval.

Molekulaspektroszkopia
Altalanos fogalmak
Az elektronmagneses hullamok kolcsonhatasba 1éphetnek a vizsgalt anyagokkal.
Molekulak belso energidja csak, diszkét értéket vehet fel, ezért az energia-felvételek és
leadasok is kvantaltak. Az energia felvétel hullimhossza jellemz0 az anyagra.Egy
molekuldban haromféle mddon torténhet az energia felvétel és leadas, amelyek csokkend
sorrendben a kovetezoek: elektronatmenetek™> rezgésiatmenetek > forgasiatmenetek.
A mért jelenség lehet elnyelési (abszorpcids) vagy sugérzasi (emisszios).
Alapképletek:

E = h = vE, foton energidja; v, fény frekvencidja; h, Planck allando.

c= A = v ¢, fény sebessége az adott kdzegben; A, fény hullamhossza
ny = ¢,/c,
n_, x kozeg torésmutatoja; ¢, fény sebessége vakuumban; c , fény sebessége x kozegben.
Nagyobb hullamhossznak kisebb a torésmutatdja és energiaja.
Lambert-Beer torvény:
A=lglg/I=e*1=xc¢c

A, abszorbancia; [ : bemend fényintenzitas; I, kimend fényintenzitas

g: molaris abszorpcios koefficiens (dm3 * mol-1 * cm~1; I, rétegvastagsag (fényut a
mintaban); ¢, komponens koncentracidja

T(%) =1/1g = 100
T : transzmittancia
Az energia atmenetek csak vakuumban kiilonithetok el teljesen egymastol €s csak az
egyszerlibb molekulaknal.
*A kozeg stirisodésével és a molekulak szerkezetének bonyolddasaval a sdvok dsszeolvadnak,
¢s folytonossé valnak burkologdrbét adva.
*A burkoldgdrbe maximuma, hullamhossza (1) jellemz6 az adott molekulara, vagy egy adott
funkcios csoportra.
*A maximum nagysaga, az intenzitas fligg az anyag koncentracidojatol (c) és a molekula
szerkezetétol (¢).
Egy oldatban kiilonb6z6 molekuldk elnyelése és sugarzasi intenzitasa 6sszeadodik.
A mérések rendszerint sziirds, prizmas, vagy tiikros fényfelbont6 késziilékekkel, a minta
atvilagitasaval torténik. Az optikai alkatrészek (tiikrok, kiivettak) rendszerint olyan
anyagbol késziilnek, amelynek elhanyagolhaté a fényelnyelése a vizsgalt
fénytartomanyban. A helyszini méréseknél a fényvisszaverésen (reflexio) késziilékeket is
alkalmaznak.



Infravoros spektroszkopia (IR)
*Az elektromagnes sugdrzas abszorpcidjan alapuldé modszer a 0,7-300 mm hullamhossz (1,7—
0,005 eV) tartomanyban.

crer

frekvenciait, elnyelési savjainak hullimszamat (1/1, cm-1) méri.
*Az elnyelés intenzitasa koncentracio és anyag fiiggo.
*Kd6zepesen érzékeny, csoport specifikus modszer.
*Kornyezetvédelmi alkalmazasi teriiletek: kdolaj, fenol szennyezések, 1égszennyezé gazok
(SOp, CO, COy, NH3).
IR rezgések fajtai:
sikbanszimmetrikus nyujto,
aszimmetrikus nyujto,
olloz6
hajlito
térben csavard
csovalo

Rezgések energiai:

*A rezgési er6k nagyobbak, mint a forgasiak.

*Nagyobb mozgasoknak (tav, szo6g) nagyobb az energiaja mint a kisebbek mozgéasoknak.

*A nyt;jto er6k nagyobbak, mint a hajlité erdk

A hidrogén ny0jt6 rezgései magasabb frekvencidjuak, mint mas atomoké.

*Kotésrendek frekvencidja: harmas > kettds > egyes.IR vizsgalatok kozege:

Gaz  Jol elvalt savok, 1 méteres kiivettak (fényut a kiivettahossz tobbszordse is lehet tiikrok
segitségével).*Folyadék: Inert hordozéra felvitt folyadékfilm (0,02- 1 mm) alakjaban. A
viz oldoszerként nem jo.

*Szilard Az anyagot KBr pasztillaba keverik (0,2-1%). Mérsékelt kvantitativitasta
eljaras.
IR spektrométer alkatrészei:
Fényforrasok: Kozeli IR, wolfram
Analitikai IR, SiC, Zr-Th-Y, NiCr, szabalyozhat6 1ézer
Tavoli IR, Hg

Cellak, tiikrok, lencsék az IR-ben ateresztd LiF, NaCl, KBr anyaguak, nedveség érzékenyek.
Fényosztok: szlirOk, prizmak, racsok, rések, interferométerek, rendszerint KBr anyagbol.
Az interferométerek hasznalata lehetdvé teszi a Fourier transzformacié (FTIR) matematikai
eljaras alkalmazasat. AZ FTIR technika sok felvétet hasonlit 6ssze, igy a véletlenszert jelek
egymast kioltjak, és a hasznos jelek pedig erdsitik egymast.

Detektorok: HgCdTe, InSb, NiCr-Ni, fotocella, fotocella-sor, termisztorok (félvezetok).
Ultraibolya-lathato spektrofotometria (UV-VIS)

Az ultraibolya (UV, 180-400 nm) és lathat6 fény (VIS, 380-800 nm) spektrofotometrias
modszerek az elektromagneses sugarzas szelektiv abszorpcidjan alapulnak. Leggyakrabban
olyan miiszert hasznalunk, amely mindkét tartomany mérésére alkalmas.

Elektronatmenetek energiatartalma: 6—c* > n—>n* = n—>c* > n—>n*.

A fényelnyelés hulldmhossza az anyagok szerkezetében 1évo funkcidscsoportok
gerjeszthetdség szabja meg. A kromorf (fényelnyeld) csoportok hullamhosszat mas
szubsztituens csoportok eltolhatjak. Fényelnyelés molaris extincids koefficiensét (€)
befolyasolhatja a hdmérséklet, pH ¢€s az oldoszer.

Egy oldodszert csak az olddszerre jellemzd elnyelési hullamhosszsav (cut-off) feletti
hulldamhossz méréseknél lehet hasznalni.



A fényt nem adszorbedl6 anyagok kromorf csoportokkal képzett vegyiiletei, szadrmazékai (pl.
fémek, savak) UV-VIS modszerrel mérhetdek.
UV —VIS mérés kozepesen érzékeny (10° — 10~ mol/l), mérsékelt szelektivitasa modszer.
Javasolt miikddési tartomany: 20% < T < 60% és 0,7 < A <0,2.
Az ered6 abszorpcid a komponensek linearis kombinacidja.
Zavar6 komponenseket tartalmaz6 matrix esetén addicios kalibracidt alkalmazunk, ahol a
hozzéaadott ismert koncentraciobdl szamitjuk az ismeretlen koncentraciot.
UV-VIS miiszerek:
* Lampaék: deutérium, halogén (WJ), Xe,
* Fényfelbontok: sziirdk (5-50 nm felbontas), prizmdk, racsok, interferométerek (0,1 nm
felbontas lehetséges).
* Egy és két utas késziilekek.
* Kiivettak: kvarc (UV-VIS), iiveg (VIS), gaz
(50-200 mm), folyadék (10- 50 mm).
* Detektorok: fény sokszorzok, fotocellak, diodasorok (InGaAs).
Kornyezetkémiai alkalmazasok: fémek komplex alakban, BTEX, fenol, ammonia, joforman
Osszes szennyezore van szinreakcio.
Terepi méréseknél fényvisszaverésen alapuld miiszerek is hasznalatosak.

Fluoreszcencias spekroszkopia (F1)
* A fényelnyeléshez és a kibocsatashoz kvantalt energidk tartoznak.
* A kibocsatott energia kisebb, mint a felvett, ezért a fluoreszcens sugarzasnak nagyobb
a hulldmhossza, mint az abszorpciojanak.
* Az elnyelési savoknak csak kis hanyada okoz fluoreszcenciat.
* Fluoreszcens spektrumon egyszeriibbek, mint az abszorpcidsok
*  Fluoreszcens sugarzas 10” sec—on beliil koveti a gerjesztést (besugarzas).
«  Foszforencia sugarzas 10 sec — hét id6tartamon beliil kdveti a gerjesztést.

IF=I(]*(D*8*1*C

Ik, fluoreszcencia intenzitasa; Iy, gerjesztd fény intenzitdsa; @, kvantumhasznositasi tényezo;
&, molaris abszorpcios koefficiens (dm® * mol™ * cm™), 1, rétegvastagsag (fényut a mintaban);
¢, komponens koncentréacioja.
A Fluoreszcencia mindazon paraméterektdl fligg, amelyektdl az UV-VIS, de oldoszertdl még
hangsulyozottabban. Polaros oldészerek kioltjak a sugarzast (quenching).
Fluoreszcens spektrofotométer alkatrészei.
» Fényforras: Xe, Hg lampak, gyakran pulzal6 fénnyel.
*  Optika: kvarc
«  Allithato rések
* Detektor : fénysokszorozo (fotomultiplayer), dioda
* Oldoszer: szerves, apolaris
A besugarzas és a fénykibocsatas mérése rendszerint egymasra meroleges
elrendezésti.
Erzékeny (ppb), kozepesen jo szelektivitasi modszer.
Fluoreszcencia kornyezetanalitikai felhasznalasai: olajszennyezés (PAH), levego
kéndioxid tartalmanak meghatarozasa 6zonnal, levegd NOy tartalmanak meghatarozasa,
kromatografias detektorok, immunesszék.

Fényszorason, alapul6 technika, ahol a bemend fénnyel ellentétes oldalon kijovo fény
intenzitdsat mérjiik.



e Ha az oldatban részecskék talalhatd, akkor a bemenettel szemkozt kijovo fény
intenzitasat csak részben hatarozza meg a Lambert —Beer torvény.
e Az oldarban 1év0 részecskék szorjak a fényt, ami szintén csokkenti a kijovo fény
intenzitdsat.
e A kijovo fény intenzitdsa nem csak a részecskék koncentraciojatol fiigg, de az
alkalmazott fény hullamhosszatdl és a fényutba kertiild részecskék szemcseméretétdl is.
A mérésekhez kalibralés sziikséges standard szemcseméretii oldatokkal.
Kornyezetvédelmi alkalmazéasok: szulfattartalom, zavarossag, lebegdanyag
meghatarozasok.Fényszorason, alapuld technika, ahol a bemend fénnyel merélegesen
kijovo fény intenzitasat és spektrumat mérjiik. A kijovo fény fligg a részecskék
koncentraciojatol, anyagatol, és az alkalmazott fényforrastol. Kornyezetvédelmi alkalmazasai
megegyeznek a turbidimetridval.

Kromatogafia
A kromatografia elvalasztési, szeparaldsi modszer.
Kromatografia alapfogalmak:

e A mozgofazis magaval ragadja a vizsgalandé anyagot, amely igy a beinjektalasi
ponttdl a detektorig jut.

e Az anyagok haladtukban egyensulyi allanddjuk szerint megoszlanak az allofazis
és a mozgofazis kozott.

o Az alléfazissal erosebb kolcsonhatassal rendelkezé anyagok késobb jutnak el a
detektorig (elualédnak), mint a gyengébb kolcsonhatassal rendelkezék, mivel
tobb idot toltenek az allofazisban.

e Az anyagok vandorlasuk soran egyre szélesebb Gauss gorbe alaku tartomanyt
foglalnak el az anyagok diffuzioja, a fazisok kozti lassu fazisatmentek és az
egyenlétlen aramlas miatt.

A vizsgélandd anyag zondja mozgdfazisban a mindig kissé elérébb van, mint az
allofazisban, ezért a zona elején az allofazisba valo bediffundalas az uralkodo6 folyamat,
mig a zoéna végén az allo6fazisbol kidiffundalas a mozgo6fazisba az uralkodo.

Az iirescsoé (kapillaris) oszlopokban a laminaris aramléasprofil zonaszélesedést okoz.
ugyanis a cs6 kozepén gyorsabb az aramlds, mint a falnal. Rdadésul a cs6 kozepérdl a
vizsgalandé anyag molekulainak idore van sziiksége, hogy elérjék a falat és
kolesonhatéasba 1épjenek az allofazissal.

A toltetes oszlopokon a szemcsék kozotti egyenlétlen aramlés és az liregek rossz
oblitettsége okoz még zonaszélesedést. Ugyanis a toltetek pordzusak, hogy az allofazisnak
elég nagy legyen a tomegterhelhetdsége, de a poérusokban az anyag dramldsa a
mozg6fazisban csak lassu diffuzioval torténik és nem a gyorsabb konvekcioval.

Kromatografias kifejezések:

Retencids id6 (tg) megmutatja, hogy egy anyag a beadagolasi ponttol a detektorig mennyi
1d6 alatt jut el. A retencios id6 az adott anyagra jellemz6 mindéségi mutato, amely
valtozatlan kisérleti koriilmények kozott nem valtozik, jol reprodukalhatéd. A standarddal
azonos retencids idejli csucsokrol feltételezhetd, hogy megegyeznek a standarddal.
Cstcsteriilet(A) a vizsgalt anyag mennyiségére jellemz6 mutatd. A csucsteriilet aranyos
Elméleti tanyérszam (N) a csucsok hegyességének mérdszama. Megmutatja a rendszer
hatékonysagat, azt, hogy egy kromatogramonhdyn csucs helyezhetd el. Nagysaga a
milliétol (GC, EKC) tizezres (HPLC) nagysagrendig terjed a mai oszlopoknal. Az elméleti



tanyérszam kiszamitasa a retencios id0, és a csucs félmagagassagban mért szélesé¢gének
(wn) felhasznalasaval torténik.

Kapacitasarany (k) megmutatja, hogy az all6fazis milyen erds kolcsonhatasba 1ép a
vizsgalt anyaggal. Ajanlott miikodési tartomdnya 3-15 értékig terjed.

Szelektivitas (o) két anyag relativ-retencidjanak mértéke, megmutatja a két anyag
kolcsonhatasanak aranyat az allofazishoz. GC, EKC gyakorlataban o = 1.02 -1,05 mig a
HPLC analizisekben o = 1.2 — 1,3 érték sziikséges két anyag megfeleld elvalasztasahoz.
Felbontas (R;) megmutatja, hogy mennyire sikeriilt két anyag csucsat elvalasztani.
Azonos nagysagrendii csucsok esetén Ry = 0,7 értéknél mar tapasztalhat6 az elvalas, de a
csucsok mennyiségi kiértékelése nem pontos. Az Ry = 1,5 érték az alapvonal elvalasztas,
ahol azonos nagysagrendii csucsok mennyiségi kiértékelése zavartalan. Tobb
nagysagrendnyi kiilonbségli csucsok pontos kiértékeléséhez R > 1,5 sziikséges ¢és a kis
cstics elsdként elucigja eldnyos.

Kromatografia elonyei a kornyezetvédelmi analitikaban:

* Pontos meghatarozas nyomnyi mennyiségekre,

+ Matrixkomponensek zavard hatasa kikiiszobolhetd,

* Kicsiny mintasziikséglet,

» Széles linearis meghatarozasi koncentracié tartomany,

» Tobb meghatarozas egy analizis soran,

*  Gyors modszer,

» Jol kapcsolhato anyag meghatarozasi technikakhoz,

* Fejlett miliszerezettség, automata tizemmod.

A kiilonb6z6 kromatografias modszerek kolcsonhatasi energia tipusai, nagysaga €s a
modszerek elony0s tulajdonsagai eltérnek egymastol.

A konnyenill6 apoléris anyagok (benzin, szerves olddszerek) analizisére a
gazkromatografia (GC) a legelonydsebb.

A nehezenilld, poléris, hidrogénkdtési hajlammal rendelkezd, hdre bomléd anyagok
analizisére (pl. szerves savak, karbamat ndvényvédo szerek, TNT) a
folyadékkromatografia a legjobb.

Az elektrokinetikus kromatografia (EKC) a nagymolekula-stlyu €s ionos molekulak
analizisére (pl. fémionok, fehérjék, detergensek) a legalkalmasabb.

A vékonyréteg kromatografianak (TLC, VRK) az allofazisra felvitt foltokat a kapillaris
erék miatt felfuté mozgo6fazis magaval ragadja. A modszernek csekély a jelentdsége a
kornyezetvédelemben a modszer kis hatékonysdga €s a mdodszer rossz mennyiségi
kiértékelhetdsége miatt.

Gazkromatografiaban (GC) a mozgofazis inert gaz (H,, He, N») és az allofazis szilikon
polimer. A GC kdlcsonhatési energidinak tilnyomorésze forrpontszelektiv (diszperzids
erok). Rendszerint tirescsd, kapillaris oszlopot hasznalunk GC-ben. A mozg6fazis kis
viszkozitdsa miatt 10-50 m hossza, 0,1-0,5 mm atmérdjli oszlopok hasznalata a
megszokott. Az alkalmazott all6fazis vastagsaga 0,2 um-tdl (nehezen ill6
komponenseknél pakura, trigliceridek, DDT) 5,0 um-ig (kénnyen ill6 komponensek,
szerves oldoszerek, etilén) terjed.

Az analizisek soran rendszerint hémérséklet programmal emeljiik a termosztat
hémérsékletét, hogy a késobb eltialdédod (nehezebben i1ll6 komponensek megfeleld
csticsalakkal és rovid 1d6 alatt legyenek detektalhatok. Ugyanis a hdmérséklet program
alatt csokken az allofazis visszatarto ereje.

A beinjektalas (1-4 p) rendszerint szerves oldoszerbdl torténik forrd injektorba, ahol a
minta pillanatszeriien elparolog. A beinjektalas mennyisége rosszul reprodukalhato, ezért
a GC méréseknél a belsdstandard hasznalata elengedhetetlen. A belsd standard hasznalatat



az indokolja, hogy az eltérések a belsdstandardra és a vizsgalt molekulara varhatéan
azonosak, igy a beinjektalési bizonytalansag kikiiszobolhetd. Az oszlop tilterhelésének
elkeriilésére aramlasosztot (split) alkalmazunk, gyakran 1: 100 aranyban. A
nyomelemzéseknél a beinjektalasndl az aramldsosztod zarva van (splitless) csak 1 perc
mulva nyitjuk, hogy az oldoszer maradékat lefavassuk. A splitless technikanal az oldoszer
tultelitd hatdsa tigy kiiszobolhetd ki, hogy az olddszer még hideg oszlopon halad at az
oszlopon, amikor a mintakomponensek még az oszlop elején tartozkodnak. A
hémérsékleten, mint a beinjektalas.

Az anyagok detektalasara univerzalis detektort (FID) szelektiv detektorokat (NPD, ECD)
hasznalhatunk, de a legmegfelelébb a gazkromatograffal 6sszekotott tomegspektrométer
(GC/MS). A GC/MS nem csak érzékeny modszer, de az anyagok egyértelmii
beazonositasara is lehetdséget ad.

Folyadékkromatografia (HPLC) mddszernél a mozgofazis folyadék, és az allofazis
toltetes. A folyadékok magas viszkozitasa, és az allofazis kis permeabilitasa (apro
szemcsék) nem engedi meg a hosszu oszlopok hasznalatat, ezért a hasznalt oszlopok hossz
5 - 25 cm-ig terjed. A toltetek szemcsemérete 3-10 um, €s a szemcsék porusmérete 60 -
300 A tartomanyba esik.

A mozgofazis kivalasztasanal fontos szempont a folyadékok polaritasa, és hogy ne
zavarjak a detektalast.

Az allofazis lehet forditott fazis. Ekkor a mozgofazis ¢és az allotazis kozotti megoszlasi
folyamatok eredményezik az elvalasztast. A leggyakrabban hasznalt forditott allofazis a
tizennyolc szénatom hosszu szénlacokkal boritott szilika szemcse (Cig). A legerésebb
visszatartdsa az apolaris molekulaknak (PAH, PCB) van, mig a leggyengébb
visszatartassal a polaris molekulak (glicerin, triaziniok) rendelkeznek. Az ilyen
rendszerekben a leggyengébb olddszer a viz €s a legerdsebb a hexan. Az éltalanosan
hasznalt eluenesek viz, acetonitril, metanol, aceton.

A normalfazisu kromatografianal az allotazis szilikagél. Az allotazis feliiletén
adszorbealja a minta molekuldit. Az anyagok eltérd erdsségii adszorpcidja az elvalasztas
alapjai. A legerésebben a polaris molekulak kotddnek, mig leggyengébben az apolarisak.
Ebben az elrendezésben a legerdsebb olddszer a viz és a leggyengébb a hexan.
Leggyakrabban hasznalt eluensek: hexan, kloroform, etilacetat.

Az ioncserés kromatografianal az 4ll6fazis ioncseréld gyanta. Ekkor az anyagok eltérd
ionerdssége (elektronegativitasa) az elvalasztas alapja. Mas gyantat hasznalunk kationokra
(kationcser¢ld) és anionokra (anion cseréld). Az olddszer vizes puffer, a mozgdfazis
erOsségét pH, ionerdség, és adalék ionokkal ( fajta, koncentracio) lehet szabalyozni. Az
adalék ionok versengnek a mintamolekuldkkal az all6fazis kolcsonhatasi pontjaiért.

A gelkromatografianal (kizarésos kromatografia) az elvalasztas az anyagok mérete szerint
torténik. Az allofazison tobb méretii lireg taldlhatd. A kis molekuldk nagyon sok tiregbe
beleférnek, ezért ezek visszatartasuk, retencidjuk nagy lesz. A nagymolekulék az
tiregeknek csak kis hanyadéaba férnek be ezért retenciojuk csekély lesz. Az allofazisok
kiilonboznek egymastol tiregméretben, és kémiai jellegben. A gélkromatografia
hasznalatos normal és forditott iizemmodban is.

A HPLCben a mozgofazis erdségét dsszetétel gradienssel szabalyozzuk. A kezdeti gyenge
eluenstdl kiindulva egyre erésebb eluenst hasznalunk.

A mozgofazis egyenletes, j6 reprodukalhat6é aramlasardl pumpak gondoskodnak, amelyek
teljesitménye ml/perc tartomanyba esik, és 250 atmoszéraig jol hasznalhatoak.

A HPLC gyakorlata hurok injektorokat hasznal, ami lehet6évé teszi a pontos jol
reprodukélhatd mintabeadagolast.



A detektorként UV, fluorescens, fényszorasos detektorok a legelterjedtebb, de a
HPLC/MS is kezd rutinmiiszerré valni.

Az elektrokinetikus kromatografia (EKC) a kapillaris elektroforézis és a kromatografia
Osszekombinalasa.

Micellaris elektrokinetikus kromatogrdfia (MEKC) esetében a megoszlas a hattérpuffer és
a pufferben oldott micellak (mikroagregdtumok) kozott torténik. A mintakomponensek
migracidjarol az elektroforetikus mobilitds €s az elektroozmotikus (EOF) dramlés
gondoskodik. A komponensek migracids ideje EOF és a micella migracios ideje kozé esik.
Az MEKC j6 médszer a szervezetbol kinyert ionos anyagok (plazma, vizelet) vizsgalatara.
Kornyezetvédelemben az MEKC még nem terjedt el széles korben mivel még nem
kaphatok elég érzékeny detektorok, de valdsziniileg ezt a problémat a kdzeljovoben
kikiiszobolik.

A kapillaris elktrokromatografia (CEC) elrendezésben a kapillaris (20-50 cm, hosszu,
0,050 mm atmérdjii) HPLC tdltettel van toltve, és az aramlasrol az EOF gondoskodik. Az
EOF foleg a szilika szemcsék feliiletén generalddik ezért a szemcsék iiregei is jol
mosottak, ami nagy hatékonysagot eredményez.

Az EKC-MS kapcsolasa még nem rutinszertien kidolgozott, de 5 éven beliil azza valik.

A tobbdimenzids kromatografids megoldasok novelik a szelektivitast, ami lehetdvé teszik
az egydimenzios elvalasztasban egyiitt elualodo cstcsok szétvalasztasat. A tobb
dimenzids megoldéssal a matrixkomponensek tulterheld hatasatol is meg lehet szabadulni.
Ma mar j6l miikddd, automatizalhatd tobbdimenzids kromatografias késziilékek
kaphatoak.

Tomegspektroszkopia (MS)

Tomegspektroszkopia anyagazonositasi modszer.

* Az anyagokat ionizalt formajukban analizaljuk. Az ionizalas hatasara az anyag
részekre eshet (fragmentalodhat).

« Azionok nagyvikuumban (107 torr) magneses és elektromos erék hatisara az
ellentétes polus felé repiilnek, anélkiil, hogy mas ionokkal iitk6znének.

* Azionok roppalyaja (sebessége, elhajlasa) fiigg tomegiiktol és toltésiiktol. A
nagyobb tomegii ionok kisebb sebességgel repiilnek, vagy a magneses tér
hatasara kevésbé gorbiil el roppalyajuk .

Az MS folyamata bejuttatas a késziilékbe — ionizacié — anyagok elvalasztasa

roppalyajuk alapjan (sebesség, palyaiv) — Detektalas fénysokszorozoval.

Az egyszerlibb Osszetételli mintaknal elkeriilhetd a kromatografids elészeparalas az MS

eldtt.

Ionizacio

A Lézersugaras ionizdcio matrix segitséggel (MALDI) mbddszernél 1ézerrel jo hatdsfokkal

gerjesztjiik a hattéranyagot, ami atadja ionizaci6 kdozben energidjat a minta

komponenseknek. A MALDI l4gy ionizacid, nem okoz fragmentaciot.

Az induktivan kapcsolt plazma gerjesztés (ICP-MS) megszokott ionizacid az

elemanalitikai mérésekhez.

Az elektroniitkozéses (EI) kemény ionizaci6 a legelterjetteb ionizaciés mod. A

nagyenergiaju elektronok iitkoznek a molekulakkal, amikbdl egy elektront iitnek ki pozitiv

hasadasat (fragmentacidjat), ¢és belso atrendezddését is eredményezik. Az altalanosan
hasznalt 70 eV energia kompromisszum eredménye. A szerves molekuldk nagy rész¢é
fragmentaciodik jelegzetes darabokra esik szét, de a molekula ion is sok esetben
detektalhatd. Az eredeti molekula a fragmensekbdl 6sszeszerkeszthetd, mivel a funkcids

csoportok jellegzetes ionokat, ¢s leszakad6 semleges részeket adnak. Fragmentogramon a



csucsok helyét a tomeg/toltés (m/z) skalan mérjiik, ami a mindségi mutat6. A csucsok
intenzitadsat a magassagukkal mérjiik, ez a mennyiségi mutato. Legnagyobb cstics (base
peak) al00%, tobbi magassagat ehhez viszonyitjuk. Azonos koriilmények kozott felvett
fragmentogramon egy anyag mindig ugyanolyan csucseloszlast mutat. Az izomer
vegyiiletek is egyértelmiien megkiilonboztethetdek fragmentaciojuk alapjan. Az
izotoparanyok (pl. (Cl, H. O) is jellegzetes fragmentum eloszlast eredményeznek. Az El a
leggyakrabban hasznalt ionizaciéo a GC-MS technikanal.

Kémiai ionizaciot (CI) reagensgazzal (CHa4, NH3) val6 {itk6zéssel kis vdkumban (~1 torr.)
hajtjuk végre. Ekkor elektronnal gerjesztjiik a reagens gazt, ami atadja az energiat a
mintanak. Az ionizaci6 hatasfok nagy a reagensgéz viszonylag nagy koncentracioja miatt.
A reakcid termék lehet pozitiv vagy negativ toltésti. A kémiai ionizaci6 14gy ionizacio,
csekély fragmentaciot eredményez.

Az elcetrospray (ES) technikanal 3 kV fesziiltséggel ionizaljuk az oldat molekulait a
favokaban. Az oldat a fiitott térben vald elparolgasa sordn egyre kisebb egységekre esik
sz¢ét a Coulomb taszitas miatt. Végiil csak a toltott molekula, vagy ennek adduktjai jutnak
be az MS szeparal6 részlegébe. Nagymolekulaji anyagok elemzésére is jo modszer.
Atmoszférikus kémiai ionizacional (APCI) egy koronakisiilés gondoskodik a befuvott oldat
mintakomponenseinek ionizacidjarol. Az oldat a flitott térben vald elparolgésa soran egyre
kisebb egységekre esik szét a Coulomb taszitas miatt. Az APCI 1agy ionizacid, molekula
iont és ennek adduktjait eredményezi.

HPLC-MS megoldasnal jol alkalmazhat6 az APCI és az ES ionizécio, hogy az oldészer
hatasat kikiiszoboljik..

Szeparalas

A magneses szektoru szeparalas azon alapszik, hogy egy adott magneses tér hatasara a
nehezebb ionok palyaja kevésbé hajlik el, mint a konnyiieké. A duplafokuszalast
magneses késziilék felbontasa a legjobb a kiilonbozé MS késziilékek koziil. A
nagyfelbontés sziikséges a pontos szerkezetazonositashoz. A nitrogén és a CH, csoportok
megkiilonboztethetdek tort tomegszamok alapjan nagyfelbontasu késziilékkel.

A quadrupol MS késziilékben a elektrodak csak az onrezgésiiknek megfeleléen rezgd
molekulat engedik at. A molekula ionok rezgése fiigg a tomegiiktol, tehat egy bizonyos
tomeg csak egy bizonyos frekvencianal jut at. A quadrupol MS a kdrnyezetvédelmi
rutinméréseknél a legelterjedtebb késziilék. Kezelése egyszerii, nagy a robosztussagu,
kiilondsebb MS ismeret nélkiil is jol hasznalhato. Erzékenysége jo, felbontdsa mérsékelt.
A ioncsapda (iontrap) MS szeparatornal kivalasztott ionok a radiéfrekvencias (RF)
erdtér hatadsara négy elektrod kozti térben kdrpalyan mozognak. A frekvencia
megvaltoztatasaval az adott molstlyt ionok kilovédnek a detektorba. Erzékeny, mérsékelt
quantitivitasi modszer.

Repiilési ido tomegspektrométer (TOF) késziiléknél Az ionokat sebességiik alapjan
valasztjuk szét. Egy adott energidju gerjesztés hatasara a kisebb tomegii ionok jobban
felgyorsulnak, mint a nagyobb tomegliek. A késziilékben a becsapddasi idoket mérjiik. A
TOF rendkiviil gyors mérésekre ad lehetéséget. Nagy molekulék (10° - 10° dalton)
vizsgalatara kitind.

A lagy ionizacidk nem adnak felvilagositast a detektalt molekula szerkezetére. A
szerkezetazonositashoz fragmentaciot is végre kell hajtani, amit MS/MS kapcsolassal
lehet elérni. A szelektivitast és a kimutathatdsagot is javitani lehet MS/MS megoldassal,
mivel az azonos tomegli molekulak szerkezete kozott kiilonbséget lehet tenni, €s a
hattérzaj is csokkenthetd, ami javitja az érzékenységet.

Az MS méréseknél mennyiségi kiértékelés alapja egy adott kivalasztott ion (SIM), vagy
az Osszion (TIC) aramerdsége. A SIM tobb nagysagrenddel érzékenyebb, mint a TIC,



mivel az egész észlelési id0 alatt a kivalasztott m/z értéket mérjiik. A TIC modban a
felvétel végigpasztazza (scan) az egész m/z tartomdnyt, tehat a vizsgalati id0 tort része
alatt detektalja csak a kivalasztott iont.

Szenzoros mérések
A szenzoros mérések alapja, hogy vizsgaland6 vegylilet standardjaval, lenyomatot készitlink,
vagy immunreakciot valtunk ki, ami 1étrehozza az antitestet. Az fenti modon elkészitett
fogadohely (receptor) reagal a mérések soran a vizsgalando vegytilettel.
A vegyiilet lenyomatat tigy készitjiik, hogy a vegyiilet standardjat reagenscsoportjain
keresztiil térhalos polimerbe agyazzuk, majd a vegyiiletet kioldjuk. Az igy keletkezett iireg
szelektiven visszatartja az adott vegyiiletet. A lenyomatot lehet mintatisztitasra is hasznalni,
mert az adszorbens szelektivitasa kivalo. Felhasznalhatjuk, mint mérdeszkdzt is, mivel a
polimer fényéateresztd, magneses vagy vezetOképességi fiigg attol, hogy az lenyomat helye
iires, vagy a mintaban 1év0 anyag az iiregbe beagyazott.
Az immunreakcidkon alapul6 szenzorok készitésének menete:
e Az allatok testében a kivalasztott molekulaval immunreakciot indukalunk, ami
létrehozza az antitestet.
e Az antitestet kinyerjiik az allatbodl és tisztitjuk.
e Az antitestet szilard hordozora vissziik, vagy oldatban a hozzakeverjiik a vizsgaland6
mintahoz.
e Az antitest és a molekula reakcié termékeit érzékeny modszerekkel mérjiik
(fluoreszcens, radioaktiv stb.).
Az immunreakciok csoportszelektiv, rendkiviil érzékeny modszerek.
Az immunreakciok szelektivitasat ndvelhetjiik, ha tobb immunreagenst kapcsolunk 6ssze.
Gyakran indirekt detektaldsi modszer hasznalunk. Ekkor valamilyen jelzett csoporttal ellatott
molekulat is tesziink az oldatba, amely ugyanoda kot be, mint a vizsgalandé anyag. Ekkor a
mintaban eredetileg 1évé molekula és a jelzet molekula verseng az antitest (receptor)
kotéhelyeiért. Ilyenkor, ha nincs a mintdban a keresett molekula intenziv jelet kapunk, ha sok
van kicsi a jel.
Lehetséges az is, hogy a jelzett molekula végcsoportjai vesznek részt valamilyen reakcioban,
ami jol detektalhat6 terméket szolgaltat.
Az immunreakciok nagy elénye, hogy gyors érzékeny reakcidokkal behataroljak, lesziikitik a
vizsgalt mintaban azon vegyiiletek korét, amelyek pontos meghatarozasahoz, draga,
hosszadalmas nagymiszeres mérések sziikségesek.

Kornyezetvédelmi mérések validalasa, hitelesitése, mérések megbizhatosaga
A kornyezetvédelmi méréseknek a kovetkezd kovetelményeknek kell megfelelni:
e A méréseknek megbizhatéan a valos értéket kell megadni a keresett paraméterre
(vegyiilet, vegyiilet csoport, kollektiv jellemz6).
* A méréseknek megbizhatosagat kétséget kizardan igazolni kell.
* Az elvégzett mérések mashol is elvégezhetonek kell lennie.
* A mérések értékeinek a kalibracio soran megadott hatarok (koncentracio, matrix,
miiszer) kozott kell maradni. Csak interpolacio megengedett, extrapolacio nem.
* A méréseknek osszhangban kell lenni a rendeletekben megadott hatarértékekkel.
* Az eredményeknek jogilag is védhetoknek Kkell lenni.

A mérés hitelesitésének, megbizhatdsdganak, tobb fokozata van:
e Validalas: Egy uj modszer létrehozasanal az 0sszes statisztikai és
megbizhatosagi mérést el kell végezni.



e Részleges hitelesités, modszeradaptalas: A mérés statisztikai értékelésének
csak azon paramétereit kell ellendrizni, ami eltérhet a szabvanyban leirtaktol
(pL. torzitatlansag, visszanyerés), de a robosztusagot nem kell vizsgalni.

e Kalibrilo egyenes, vak minta: A kalibralo egyenest és a vakminta mérését
minden méréssorozat elbtt el kell végezni.

e A mindéségellen6rzé minta (quality control, QC): A QC mintat a
méréssorozatban 5-8 mintanként le kell mérni, hogy bizonyitsuk a mérési
koriilmények valtozatlansagat.

A validalast leegyszeriisiti a hitelesitet standardok, oldoszerek hasznalata, és a késziilékek
gyarto altali hitelesitése, mert ezek mindségét nem nekiink kell bizonyitani.

Ahhoz, hogy a mérés hiteles legyen megfeleld referencia anyaggal, standarddal végzett
kalibralo egyenest kell felvenni a mindségi azonositashoz, és a mennyiségi viszonyitashoz.
A kornyezetvédelmi méréseknél, ha mintatisztitaskor, szallitaskor vagy tarolaskor
anyagvesztésség torténhet, akkor a mintdhoz kiséré standardot (surrogate standard) kell adni,
hogy a mintaveszteségbdl eredd hibat kikiiszoboljiik. A surrogate minta jellemzdinek (pl.
forrpont, polaritas) hasonlonak kell lenni a vizsgalt komponenshez.

Validalaskor és mas hitelesitéskor vizsgalandé paraméterek

(A paramétereknek csak bizonyos hanyadat kell mérni ha nem validalunk):
Szelektivitas és/vagy specifikussag (Selectivity / specificity) megmutatja, hogy modszer
milyen mértékben képes az adott alkoté meghatarozasara egyéb zavard alkotdk jelenlétében.
Ha a zavar¢ jelek a vak mintaban is jelet adnak, a kalibral6 egyenesnek nem origé a
tengelymetszete.

Linearitds (Linearity)megmutaja, hogy a mérdgorbe adott tartomanyaban, az Un. lineéris
tartomanyban, adott megbizhatosaggal egyenesnek tekinthetd. A linearitast a méréstartomanyt
négyzetek modszerével szamitjuk ki a regresszids egyenest az alkotd koncentracidja
fliggvényében. A kalibralo egyenesnek legalabb 6t koncentracios értéket és egy vak mintat
kell tartalmaznia. Az regresszios egyiitthatonak legalabb R*> 0.98 kell lenni a linearitas
elfogadasdhoz. Nem linedris tartomanyban is lehet elvileg mérést végezni, de ekkor legalabb
8 mérési pontnak kell lenni, és mas gorbeillesztési modszert haszndlni. A kornyezetvédelmi
mérések kiértékelésénél, csak interpolalni lehet. A kalibralo gérbe hatarain kiviil esd mérést
(extrapolacio) nem lehet elfogadni

Erzékenység (Sensitivity) megmutatja, az analitikai mérégorbe meredekségét, az egységnyi
koncentraciovaltozasra eso jelvaltozast.

Relativ érzékenység a mért anyag ¢és egy vonatkoztatasi anyag (belsdstandard, internal
standard) érzékenységnek a viszonya (hanyadosa). A relativ jelek és a hozzajuk tartozo
koncentracio6 (vagy tomeg) hanyadosok adataibodl szerkesztett analitikai mérdgorbe a kalibralo
egyenes. A belsdstandard kikiiszoboli a beadagolési bizonytalansagot (GC). A belséstandard
¢s kisérdstandard aranya megmutatja a visszanyerés hatasfokat. Ugyanis a vart (a mérés elott
kozvetleniil 6sszemért standardok) és a mintakezelés utan mért aranyok egyértelmtien
meghatarozzak a minta-el6készités soran tortént mintavesztességet.

Torzitatlansdg (pontossag, Accuracy) a rendszeres hiba kimutatasara szolgal, a kiilonb6z6
koncentracioknal meghatdrozhatd rendszeres hibak atlagolodasaval keletkezd mérési jellemzo
(pl. vakérték). A rendszeres hibat igy definialhatjuk, mint a hiba egy olyan elemét, amely
ugyanazon alkot6 ismételt mérése soran alland6 marad, vagy kiszamithaté mdédon valtozik.
Fiiggetlen az elvégzett mérések szamatdl €s ez altal azonos mérési koriilmények kdzott a
mérések szdmanak novelésével nem csokkenthetd.

Precizitas (Precision) a mérési gyakorlatban a véletlen hiba mérészama. A véletlen hiba
rendszerint a befolydsoldo mennyiségek eldre nem lathato valtozasaibol ered. Az analitikai
eredmény véletlen hibaja nem korrigélhat6, de a mérések szamanak novelésével rendszerint



csokkenthetd. Ertéke altalaban fiigg az alkoto koncentraciojatdl, ezért a koncentraciofiiggést
is meg kell hatarozni, és dokumentalni kell. Mértéke a becsiilt tapasztalati szoras (standard
deviacio, SD), vagy a szazalékos szoras (relativ standard deviacio, RSD%).

Ismételhetdség (Repeatability) a precizitas azon fajtdja, amely ismételhetd koriilmények
kozott elvégzett kisérletekre vonatkozik: azonos minta, azonos modszer, azonos miiszer,
azonos kezeld, azonos laboratérium, rovid iddintervallum a parhuzamos mérések kozott.
Reprodukalhatosdag (Reproducibility) a precizitas azon fajtaja, amely reprodukalhaté
koriilmények kozott elvégzett kisérletekre vonatkozik: azonos minta, azonos vagy kiillonb6z6
modszer, kiillonb6z6 miszer, kiillonbozo analitikus, kiilonb6z6 laboratoérium, hosszabb
id6intervallum a parhuzamos mérések kozott.

Stabilitdas (Stability) vizsgalata a mérésre elokészitett minta kémiai stabilitasanak (pl. parolgas,
hidrolizis, rohadas) meghatarozasat jelenti. Segitségével ugyanis a mérés idobeni és tarolasi
korlatai hatarozhatok meg, azaz egy olyan iddintervallum vagy tarolasi koriilmény, amelyen
beliil az el6készitett mintdk elemzési folyamatat be kell (lehet) fejezni. A stabilitas
elfogadasanak kritériuma, hogy a mérési eredmények szorasa, és az atlagtol valo eltérésiik
valtozasa nem kovethet egyiranyu tendenciakat. A méréssorozat kdzben kontrol (QC)
mintakkal kell a mérés koriilményeinek valtozatlansagat ellendrizni.

Kimutatdsi hatdar (Limit of detection, LOD) az a koncentracio, vagy anyagmennyiség,
amelyhez tartozo valaszjel értéke megegyezik a vakminta kdzepes vélaszjelének, és a
vakminta valaszjeléhez tartozo tapasztalati szords haromszorosanak 6sszegével.
Meghatdrozasi hatdar (Limit of quantitation, LOQ) az a legkisebb koncentrécio, vagy
anyagmennyiség, amely még elfogadhato pontossaggal és precizitassal hatarozhatdo meg. A
meghatarozasi hatar megfelelé standard minta segitségével allapithaté meg. Altalaban ez az
analitikai mérégorbe legalsé értékelhetd pontja. Ertéke a vakminta kozepes valaszjelének, és a
vakminta valaszjeléhez tartoz6 tapasztalati szords 10 szeresének Osszege.

Meghatarozasi hatar, és a kimutatasi hatar csak az adott méréstartomanyban végzett
mérésekkel (interpolacid) hatdrozhatd meg.

Zavartiirés (eszkoz- és kornyezetallosag, Rugeddnes) kiilonb6z6 mérési koriilmények hatasa a
modszer teljesitményére. A modszer zavartlirését ugy vizsgaljuk, hogy szandékosan
valtoztatjuk a mérés koriilményeit (laboratoriumok, elemz6 személyek, késziilékek, reagensek,
elemzési napok, stb.) és vizsgaljuk azok kdvetkezményeit. Szokasos szamértékkel valo
kifejezése a reprodukalhatdsaghoz hasonlo, relativ szoras, RSD %.

Robosztussdg (robustness) megadja, hogy eredményeink milyen paraméter intervallumban
adnak megbizhat6 eredményt (pl. pH, ionerdsség, hdmérséklet, stb.). Ugy vizsgaljuk, hogy
szandékosan valtoztatjuk a mérési mddszer paramétereit és vizsgaljuk azok kdvetkezményeit.
Meéréstartomdny (range) az a koncentracid tartomany, ahol a kidolgozott modszer
alkalmazhatd. A mennyiségi elemzés céljara a modszer méréstartomanyat az alkotokat
kiilonboz6 koncentracidban tartalmazé mintak elemzésével, a valaszjel meghatarozasaval kell
megallapitani, amelyre az adott feladatnal kielégitd pontossag és precizitas érhetd el. Az
analitikai mérégorbét (min 5 pont + vak) az alkotokat kiilonbozd koncentracioban tartalmazé
mintak elemzési eredményeibdl regresszioval szamithatjuk ki, altalaban a legkisebb
négyzetek modszerének alkalmazasaval. A méréstartomanyon kiviil esé mintak

Visszanyerés (Recovery) megmutatja, a mintaban jelenlévé anyag, milyen hanyadat tudjuk
mérni, mivel a mintael6készités, tarolas alatt anyagveszteségek 1épnek fel (pl. extrakcios
vesztesség, anyag visszamarad a matrixban, parolgas). A veszteségek kiszamitasdhoz kisérd
(surroggate) standardot kell a mintahoz mintavételkor adni. A visszanyerés hatasfoka fiigg a
matrixtol, és a koncentracio tartomanytol.



A kornyezetvédelmi szabvanyok hasznalataval elkeriilhetd, hogy a mérés hitelességét teljes
validéléassal bizonyitsuk. A szabvanyok atvételénél 1ényeges, hogy ezekben megadott
paramétereket, eljarasokat pontosan kovessiik, és csak a szabvanyban megadott koriilmények
kozt (pl. pH, matrix, koncentracio tartomany) alkalmazhatodak.

Az eredményeknek elfogadasahoz sziikséges, hogy ezek a statisztikai probaknak is
megfeleljenek. Az eredményeknek a 95% konfidencia intervallumba (Student eloszlas t értéke,
SD) kell esni. Ismételhetdséget varianciaanalizissel hatdrozzuk meg (F-proba, t-proba).



