Duna-viz extrahalhato komponenseinek meghatarozasa GC-
MSD rendszerrel

A gyakorlat az el6z6 félévi kotelezd analitika laborgyakorlat gazkromatografias laborjara
épit. Az ott szerzett ismeretek a gyakorlat soran a feleltetés részét képezhetik.
Amennyiben az el6zd évi gyakorlatleiras nem 4ll rendelkezésére, az ezzel a leirassal
egytitt megtalalhatd az alabbi weboldalon:

kendea.web.elte.hu

A gyakorlat helye: 601 labor, gyakorlatvezetd: Angyal Vilmos, kezdés: H 10.00, Sz 9.00

Elméleti bevezeto
1. A gazkromatografia alapjai (emlékezteté az el6z6 félévrol)

A kromatografids eljaras célja valamely Osszetett elegy komponenseinek szétvalasztisa.
Alapja a komponensek két fazis kozotti ismételt megoszlasa, az elvalasztds a
komponensek eltér6 megoszlasi hanyadosa kovetkeztében jon létre. Mds ismert
megoszlason alapuld elvalasztasi folyamatoktdl (folyadék-folyadék extrakcid...) a
kromatografids eljarasok abban kiilonboznek, hogy a két egymassal nem elegyedd fazis
koziil az egyik mozgasban van (mozg6fazis), mig a masik helyhez van kotve (allofazis).
A gazkromatografidban a mozgé fazis mindig gaz. Ha az allofazis szilard adszorbens,
akkor géz-szilard adszorpcidos kromatografiarol, ha folyadék, akkor géaz-folyadék
megoszlasi kromatografidrél beszélink. A gyakorlatban ez utdébbi a leggyakrabban
alkalmazott. A folyadék allofazist vagy elézdleg egy inert feliiletli szemcsés anyagra
juttatjak, s az igy nyert toltetet teszik a kolonnaba (toltetes oszlop), vagy a kolonna bels6
falara viszik fel vékony filmként (kapillaris oszlop). A mai gyakorlatban foként kapillaris
oszlopokat alkalmaznak, ezek atmérdje 0,10; 0,18; 0,25; 0,32; 0,53 mm, filmvastagsaguk
0,1-5,0 um. Gazkromatografidsan vizsgalhatok azok az anyagok, amelyek max. 400°C-on
bomlas nélkiil elparologtathatoak.

A gazkromatograf fo részei az injektor, az oszlop, a detektor, a gazrendszer, és az

adatfeldolgozo6 rendszer. A vivogaz (mozgofazis vagy eluens) folyamatosan aramlik az



oszlopon, az injektor ebbe az allandé vivégaz aramba juttatja be az elparologtatott
vizsgalandé mintat. A mérés koézben a kolonna termosztalt térben van elhelyezve.
Aszerint, hogy a kolonna hdémérséklete allandd, vagy valamilyen program szerint
valtozik, beszéliink izoterm, illetve hdmérsékletprogramozott gazkromatografiarél. A
hatékony elvalasztas megkivanja, hogy a mintaadagolas pillanatszerii legyen. Ennek
érdekében kiilonb6z6 injektortipusokat fejlesztettek ki (on column, split-splitless,
programozottan fiithetd).

Az injektalastol a detektaldsig eltelt id6t nevezziik az adott komponens retencids idejének
(tr). Ennek az idonek egy részét az anyag a vivogazban tolti, masik részét pedig a
folyadékfilmben. Azok a komponensek, amelyek nem Iépnek kolcsonhatasba a
folyadékfazissal egyszerlien a vivogdzzal athaladnak az oszlopon, athaladasi idejiik a
holtid6 (tp), amit a vivégaz aramldsi sebessége, a kolonna hdmérséklete és hossza
hatdrozza meg. A folyadékfazissal kdlcsonhatasba 1€p6 komponensek hosszabb-rovidebb
1dot toltenek a folyadékfilmben a megoszlasi hanyadosuknak (K) megfelelden, igy jon
létre az elvalasztas. Idedlis esetben a nagy sebességgel beinjektalt minta komponensei
csak nagyon sziik sdvot toltenek ki a kolonnan és igen keskeny cstucsként detektalhatok.
A gyakorlatban a kezdeti szlik sav szamos fizikai folyamat révén kiszélesedik. Ennek
kovetkeztében ha két komponens retencids ideje el is tér egymastdl (kiilonb6zo K érték) a
diffuzié okozta atfedés miatt nem biztos, hogy a kolonna végéhez érve is teljesen el
tudnak kiiloniilni. A megfeleld elvalasztas érdekében az elvalasztandd komponensek
tulajdonsagainak (polaritas, illékonysag...) és mennyiségének megfelelden kell
kivalasztani az allofazist, az oszlop hosszusat, atmérdjét, filmvastagsagat.

A kolonndbdl kiaramlod (eludlodd) anyagokat a detektor (pl. langionizaciods,
hévezetoképességi, elektronbefogdsos detektor, tomegspektrométer) folyamatosan
érzékeli és a minta komponenseinek mennyiségével aranyos jelet szolgéltat az id6

fliggvényében. Az igy nyert gorbe a kromatogram.



2. Tomegspektrométer, mint gazkromatografias detektor
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A tomegspektrométer univerzalis €s azonositd detektor, azaz minden olyan anyagra, ami
a detektortérbe keriil, jelet ad, majd a valaszjel (tomegspektrum) alapjan az egyes
komponensek azonosithatoak is.

A tomegspektrométer részei:

e Transzfer line:
A kapillarisoszlop végs6 kb. 30 cm szakasza vezet at a gazkromatografbol a
tomegszelektiv detektor felé az ionforrasba. Ezt a szakaszt is termosztilni kell egy
megfeleld hdmérsékletre azért, hogy a mérendd komponensek ne kondenzaljanak ezen a
szakaszon. Ezt a flthetd segédeszkozt nevezziik transzfer line-nak, mely hémérséklete
legalabb akkora, mint a héprogram végsé szakasza (kb. 300 °C), de nem szabad felfiiteni
az oszlop maximalis homérséklete folé, hiszen akkor degradalodik ezen a részen a
megosztofazis. Vivogazként nem alkalmazhaté a H,, mivel til nagy a difftzios allandoja
ahhoz, hogy a vakuumrendszer megbirk6zzon vele, igy MS detektoroknal nagy tisztasagu
He-t hasznalnak.

e Vakuumrendszer:
A tomegspektrométer nagyvakuumban miikodik, a legkisebb szabad uthossznak (mely
jellemzi a vakuum nagysagat) akkoranak kell lennie, hogy az ionforrasban keletkezett
ionok a detektorig eljussanak mdés molekulaval vald iitk6zés nélkiil. Elévakuumként
rotacios szivattyut, végvakuumként diffuzios vakuumszivattyut, vagy turbomolekularis
szivattyut alkalmaznak.

e lonforras:



Az ionforrds az oszloprol eludlodd molekuldk ionizaciojat végzi el. A leggyakrabban
hasznalt ionizécios technika (ezt haszndljuk a gyakorlaton is) az elektroniitkdzéses
ionizécio. Ennek soran az oszloprol elualédé molekuldkat egy elektronsugar segitségével
ionizaljuk. Az iitkozés hatasara keletkezhet molekulaion, mely csak toltésében tér el az
eredeti molekulatol, tomegében nem, valamint kiilonb6z6 fragmensek, melyek aranya
jellemz6 az adott anyagra. A molekulaion és a fragmensek egyiitt szolgaltatjak a vegyiilet
tomegspektrumat. Mivel az elektroniitkozéses ionizacid erdsen fragmentalja a
molekulakat, gyakran a molekulaion nem is jelenik meg, ezért vannak olyan feladatok,
melyekhez a 1agyabb kémiai ionizacids (CI) technikat hasznaljak. Az elektroniitkdzéshez
hasonl6 modon Iétrehozott ionizadlt munkagizzal (metan) iitkoztetjik az eludlodo
molekulakat, igy a molekulakra joval kisebb energia adodik at, és nem fragmentalodnak
jelentés mértékben a detektdlasig. A tomegspektrum vonalszegény, azonban a
molekulaion egyértelmtien azonosithato.
A képzddott ionokat egy precizids ionoptika juttatja tovabb az analizator felé.

e Analizator:
Az analizator csak egy adott m/z értékli iont enged at egy adott iddintervallumban a
detektor felé. Miikodési elviiket tekintve sokféle analizator-tipus létezik, azonban
alkalmazhatdsagukat olyan paraméterek is megszabjdk, mint az &ar, a méret vagy
sebesség. A legelterjedtebb a kvadropol, a gyakorlaton haszndlt késziilék is ezzel
rendelkezik. Az analizator miikddési elve az, hogy 4 parabola-alaki fémtest van egy
képzeletbeli négyzet alapu oszlop éleire elhelyezve, melyekre megfeleld potencidlokat
kapcsolnak, tovabba két egymassal szemben elhelyezkedd radparra egy szinusz-
potencial. Ez a szinusz-potencial hatdrozza meg, hogy mely tomeg/toltésii ion haladhat 4t
az analizator tengelyével parhuzamosat a detektor felé.

e Detektor (MSD):
A detektor az analizator altal sziirt részecskét ion-elektron sokszorozoként elektromos
jellé alakitja (egy beiités). Az egyes tomegszamoknal mért belitésszam adja a
tomegspektrumot. Az ioniz4cid, tomeganalizalds ¢és detektalas iddigénye tobb
nagysagrenddel kisebb, mint egy kromatografids cstcs elucioja, ezért egy csucs elucios
ideje alatt is tobbszor végigpasztazhatjuk (SCAN) az éaltalunk valasztott
tomegtartomanyt. Ez a detektor egyik adat-gyijtési modja. Ebben az esetben az analizator
elektonikdja a kvadrupdl megfeleld fémtesteire a kiindulasi m/z-nek megfeleld szinusz-
potencialt generdl, majd a szinusz-potencidl mértékét megfelelden Iépteti ahhoz, hogy
egyesével novelje az analizator m/z ateresztését, s igy végigpasztazzuk egyesével az
altalunk meghatérozott tomegtartomanyt (pl. 10 — 550 amu, atomic mass unit). Atlagos
esetben 3-szor vesz fel az MSD teljes spektrumot 1 mésodperc alatt, azaz egy SCAN
felvétel ideje kb. 0,006 min., mig egy kromatografias cstics alapvonalon mért szélessége
atlagosan 0,02 min, igy megfeleléen gyors az MSD a kromatogram felvételéhez. A
detektor masik adatgytijtési mddszere a szelektiv ion monitoralas (SIM) lizemmod. Ebben
az esetben ismerniink kell a merni kivant molekuldk retencios idejét és jellemzd
fragmenseit a korabbi SCAN felvételek alapjan. Ekkor a molekulank retencids ideje koriil
egy megfeleld szélességli iddablakot vélasztunk ahhoz, hogy a csucs el6tt és utan



mérjlink alapvonalat is a biztos integralashoz. Ebben az idéablakban maximum 4 m/z-t
(fragmenst) kovetlink, ami a mérendd vegyiiletiinkre jellemzd, azaz a spektrum 4
legintenzivebb, karakterisztikus fragmensét valasztjuk ki. Ezzel a modszerrel a
detektorunk nagyjabol 1-1,5 nagysdgrend kimutatdsihatdr-novekedést ér el, azonban a
mindségi kiértékelésiink biztonsaga valamelyest csokken a SCAN lizemmodhoz képest.
Amikor egy adott molekula retenciés ideje koriil vizsgéljuk a jellemzd fragmenseket, a
modszer mindségi azonositasat az egyes fragmensek aranya biztositja. MSD detektalasnal
vegylilet teljes elvalasztisa nem sziikséges abban az esetben, ha a jellemzd ionjaik
kiilonbozbek.

3. Adatgyiijtés, kiértékelés

A késziilék vezérlése és az adatgytijtés teljes mértékben szamitogéppel torténik. A felvett
kromatogram (TIC, Total Ion Cromatogram) lényegében 3 dimenzids. Az x tengelyen az
adott iddpillanathoz tartozik egy tomegspektrum, mely nem mint z tengely jelenik meg,
hanem az y tengelyen mint az Gsszes vizsgalt m/z beiitések Osszege. Igy jon létre az
abrazolt kromatogram (TIC). A mindségi kiértékelés a kivalasztott cstics tomegspektruma
alapjan torténik, melyet egy adatbazissal hasonlitunk O0ssze. A mennyiségi kiértékelés
alapja pedig a legjellemzdébb fragmension csucsteriilete.

4. Minta-elokészités

A szilard fazisu extrakcio (SPE) egy kis hatékonysagu oszlopkromatografias technika. A
vizmintat egy szilard halmazéllapotl, szemcsés tolteten vezetik at, ahol a kivélasztott
toltet feliileti csoportjai a dusitani kivant komponensekkel kdlcsonhatasokat alakitanak ki,
igy megakadalyozzak, hogy a szilard fazisrdl az adott komponensek tdvozzanak. Nagy
mennyiségli vizminta atengedésével jelentds dusitds érhetd el. A kiilonbozé analitikai
eszkozoket gyartd cégek tobbféle mindségli €és kapacitasi adszorbenst forgalmaznak. A
leggyakoribbak az apolaris vagy polaris csoportokkal modositott szilikagél toltetek és az
ioncseréld gyantak. Az apolaris — forditott fazisu — toltetek C2-, C4-, C6-, C8-, C18-,
ciklohexil- vagy fenil-csoporttal modositott szilikonok. A normal fazisu és az ioncseréld
tulajdonsagu tolteteknél ennél nagyobb a valtozatossag. Osszetett analitikai feladatok
megoldasara kevert vagy egy adott vegyiiletcsaladra specifikus toltott oszlopok is
rendelheték. A szénhidrogének meghatirozasara alkalmas adszorbensek apolaris,
leggyakrabban oktil- vagy oktadecil-csoportokkal (aromdsoknal fenil) moddositott
szilikagél fazist tartalmaznak. A geometriai megvalositast tekintve két valtozata terjedt el
az oszlopos vagy patronos (cartridge) és a diszkes megoldas. Az oszlop vagy patron egy
1-70 ml-es iiveg vagy polietilén csd, amelyben a szemcsés toltetet két tartoréteg kozott
helyezik el. A toltet mennyisége 25mg-tdl 10g-ig terjed és a szemcseméret 30-60mm.



A szilard fazisu extrakcio fobb munkafazisai a kondicionalas, ekvilibralas, mintafelvitel,
mosas, szaritds és a leoldds (elucio). A kondiciondlaskor a toltet felilleti csoportjait
megfeleld olddszer atengedésével alkalmassé teszik a kivant kolcsonhatasok kialakitasara
¢s az oszlop mintdval vald nedvesithetdségét megnovelik. Az ekvilibrdlas sordn a
mintdhoz hasonl6 szervesanyag-mentes vizet engediink at, felkészitjiik a toltetet a minta
fogadésara. Ekozben allithatjuk be sziikség esetén a vizsgalandd minta pH-jat, apolaros
jellegét (pl. MeOH hozzaadasaval). A mintafelvitel soran az oszlopon ataramlé mintabol
megkotddnek a dasitandd komponensek. A mosds a nemkivanatos matrixkomponensek
eltavolitasat szolgalja. Fontos, hogy a munkafazisok soran az oszlopon folyamatosan
legyen folyadék, mert ha levegd keriil az oszlopra, akkor a tovabbiakban mar nem lesz
megfeleld a nedvesités. A szaritas soran nagyrészt eltdvozik az eredeti oldoészer maradéka
az oszloprol, majd az elicid soran a vizsgalt komponenseket alkalmas oldészer kis
mennyiségével szelektiven leoldodnak. Az oszlopon vald athaladasi sebességet vakuum
segitségével lehet szabalyozni.

A mddszer eldnye, hogy kevés olddszert igényel, valamint egy 1épésben megtorténik az
extrakcid, a tisztitas €s a dusitas is, ezaltal idéigénye is kisebb. A kiindulasi és a
végtérfogattol fiiggden, akar 50-300-szoros dusitds is lehetséges. A moddszer
megvalositdsa az alabbi dbran lathato:
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Gyakorlati rész

A gyakorlat célja, hogy megismerkedjetek egy napjainkban hasznalatos modern GC-
MSD rendszer kezelésével, hasznélataval, mérési modszereivel, a kapott kromatogram
kiértékelésével. A feldolgozott minta a gyakorlat sordn Duna-viz, melyet szilard fazist
extrakcios modszerrel készitlink eld, €s az extraktum komponenseit GC-MSD rendszerrel

elvalasztjuk, azonositjuk.

1. Minta-el6készités:
A gyakorlat soran kétszer 100 ml Duna-vizet dolgozunk fel, melyekhez annyi MeOH-t
adunk, hogy a minta 2 %-os MeOH tartalmu legyen Az analizdlandé mintékat az
eldkészitett IST C18 500 mg-os SPE patronon tisztitjuk és koncentraljuk
A szilard fazisu extrakcid menete:
e Kondicionalas: 10 cm® MeOH, 10 ml/min
e Ekvilibralas: 10 cm’ csapviz, 2% MeOH, 10ml/min
e Mintafelvitel: 100 cms, 25ml/min
e Mosas: 10 cm® csapviz, 2% MeOH, 10ml/min
e Szaritas: 5 min, levegd atszivatas (minimalis nyomason)

e Leoldas: 3 cm’ hexéan

2. Miusszeres mérés:
A Duna-viz extrahalhatd komponenseinek meghatarozasat GC-MSD-vel végezziik el a

leirasban szerepld koriilmények mellett.

- GC: Agilent 6890N

- MSD: Agilent 5793N (solvent delay: 4 min)

- Vivogaz: He (tisztasag: 5.0)

- Aramlasi sebesség: 1,4 ml / min

- Oszlop: HP-5 30mx0,25 mm 0,25 pum filmvastagsag

- Detektor: MSD, 300 °C transzfer line

- T(injektor): 250 °C /splitless, 1,5 min/

- Hémérsékletprogram: 40 °C (2perc) — 10 °C/perc — 300 °C (5 perc)
- Injektalt mennyiség: 2 ul



- Adatgytjtés / feldolgozas: Agilent MSD Chemstation

3. Jegyzdkonyv:

A jegyzOkonyv tartalmazza a gyakorlaton elvégzett minta-elokészitést, a
gazkromatografias koriilményeket, gyakorlaton rogzitett kromatogramokat és a
tomegspektumokat.

o 1Ird le a SCAN és SIM adatgyiijtési modszerek lényegét és hasonlitsd 6ssze Sket
mind mérés, mind kiértékelés szempontjabol. Milyen feladatra milyen technika
alkalmas?

e Hanyszoros dusitast hajtottunk végre a szilardfazisa extrakcié soran?

e Tablazatosan foglald Ossze a Duna-vizbdl kimutatott komponenseket (név,

jellemz6 fragmensek, retencids id6, csucstertilet).



