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A kromatografias modszerek csoportositasa

A kromatografias moddszerek csoportosithatok az elvalasztasi mechanizmus, az allé
fazis alakja és a fazisok halmazallapota szerint.

Az elvalasztdas mechanizmusa alapjan:
Az elegy komponensei milyen er6 hatasara kotédnek fokozatosan az allé fazishoz:
adszorpcios erok,
megoszlas,
ionok kicserél6dési képessége,
molekulaszlirén valo athatoldképesség,
biokémiai affinitas.
Tobbféle er6hatas is jelentkezhet egyszerre:
» adszorpcié mellett ioncsere,
7 gélszilirés mellett adszorpcid.
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Az allo fazis alakja alapjan:
haromdimenzios oszlopkromatografia,
kétdimenzids (réteg- és papir-) kromatografia.

A fazisok halmazallapota szerint:
gaz—szilard (angol roviditése GSC),
folyadék—szilard (LSC),
gaz—folyadék (GLC),
folyadék—folyadék (LLC).
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A folyadékkromatografia és a gazkromatografia célja: hasonlé kémiai
szerkezetl vegylletek térbeli elvalasztasa és mennyiségi, valamint mindségi jellemzése
a retencios id6 és a csucsteriilet (magassag) — koncentracid 6sszefliggés alapjan.

Modern gazkromatografia: 1970-t6l. Hatékony toltetek, kapillaris oszlopok, érzékeny
detektorok.

Modern folyadékkromatografia: 1970-t6l. Hatékony oszlopok, nagynyomasu pumpak
fejlesztése, atfolyo cellas detektorok.

Mindkét kromatografias eljaras esetében 1980-tdl: tomegspektrométer alkalmazasa.
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Folyadékkromatografias eljarasok

Normal fazisu folyadékkromatografia
Forditott fazisu folyadékkromatografia
Forditott fazisu ionpar kromatografia
loncserés folyadékkromatografia
Méretkizarasos folyadékkromatografia
Kiralis folyadékkromatografia

Affinitas folyadékkromatografia

(Normal-phase) NP-HPLC
(Reverse-phase) RP-HPLC
(Reverse-phase ionpair) RP-IP-HPLC
(lon-exchange chrom.) IEC
(Size exclusion chrom.) SEC
(Chiral chromatography) CC
(Affinity chromatography) AC

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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A vizsgalandd komponens és az alléfazis kozott fellépd kolcsonhatasok
lonos (loncserés).
Dip6lus - Dipdlus (Normal fazisu).

Intermolekularis er6k, amelyek polaris molekulak pozitiv és negativ dipolus
momentumai kozott alakulnak ki.

Dip6lus - Indukalt Dipdlus (Normal fazisu).

Dip6lus momentummal nem rendelkez6 molekuldkban polaris molekulak
ideiglenesen dipdlus momentumot indukalhatnak az elektronok szimmetrikus
elrendez6dését megbontva.

Hidroféb (Forditott fazisu).

é
-Sztereospecifikus (Kiralis).
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Normal fazisu folyadékkromatografia
A folyadékkromatografias mdodszerek egyik osztalyozasa a polaritas viszony szerinti.

Megallapodas szerint, ha az allé fazis polarisabb, mint a mozgoé fazis NP-HPLC-rél
beszélliink. Apolaris vagy kevésbé polaris vegyuletek meghatarozasara alkalmazzak.

All6fazisok: Szilikagél (40-50%). Aluminium-oxid (3-10%). Kiralis all6fazis (20-25%).
Moédositott szilikagél (pl. NH,, CN, NO,, diol).

Polaris (specifikus, de nem ionos) kolcsonhatas a vegylletek és az allofazis polaris
csoportjai kozott (SiOH, -NHz, -CN, Diol), ami retenciohoz vezet.

Kilonbozb adszorpcids affinitasu molekulak kilonbozé retencidval jelentkeznek (minél
polarisabb egy vegyllet, annal nagyobb retencios ideje lesz).

Tébbaf, polaris funkcidos csoportot tartalmazd vegyiletek tobbet tartézkodnak az

éllégézison.
I.i/m o o 7 / 7 . 77 7 A - - - -
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Forditott fazisu kromatografia

Megallapodas szerint ha az allo fazis apolarisabb mint a mozgé fazis RP-HPLC-rdl
beszéllnk.

A leggyakrabban alkalmazott folyadékkromatografias modszer (elvalasztasok 80%-a).
Alléfazisok:

Szilikagél alapu; (80-90%) (pH = 2-8).

Szerves polimer alapu; (5-10%) (pH = 1-14).

Egyéb (szén alapu, zeolit, aluminium-oxid alapu; 2-10%).
All6fazisokkal szemben tamasztott kdvetelmények:

Energetikailag homogén.

Homogén, kis eloszlasu porusszerkezet (mikropdrus mentes).

ﬂgpoléris.

 /Mechanikai stabilitas (birjak a 200-300 bar nyomast).
TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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Egy mai, modern nagyhatékonysagu folyadékkromatograf

f&
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Gazkromatografias eljarasok
A mozg6 fazis gazhalmazallapotu.

A vizsgalati anyag komponensei két kilonbozé fazis kozotti megoszlasan vagy
adszorpciojan alapul.

Két o tipus:

Az adszorpcids gazkromatografia, ahol az 4ll6 fazis szilard (GSC),

megoszlasos gazkromatografia, ahol az allé fazis folyékony halmazallapotu (GLC).

A szétvalasztas elve:

Adszorpcio: az adszorbedld kdzeg a kolonna szilard toltetének felilete.

Megoszlas: a szilard hordozd nehezen illé folyadékokbdl allé nagy feliletd filmjében
jatszodik le.

A gyakorlatban az elucids eljarassal dolgozunk.

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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A gazkromatografia elmélete

Az adszorpcios, illetve megoszlasi egyensuly dinamikus jellege kovetkeztében
kiilonféle gazok molekulai adott hémérsékleten és adott gazkoncentracidé esetén
kiilonboz6 atlagid6tartamig tartozkodnak a szilard vagy folyékony adszorbens
feltleteén.

A gazmolekuldk szerkezetiikt6! figgben kiilonb6z6 id6tartam utan deszorbealddnak.

Ha az adszorbenssel toltott kromatografias oszlopon gazelegyet aramoltatunk at, a
csobol eloszor a leggyengébben adszorbealddo komponens lép ki, majd a novekvd
erdsségl adszorpcio sorrendjében a tobbi komponens.

Az egyes komponenseknek kilonboz6 a tartézkodasi idejik a kromatografias
oszlopban — kilonbo6z6 id6 (retencids idO) elteltével jelennek meg az oszlop végén.

A retencios idot az oszlop hdmérséklete, az oszlop toltetaktivitasa, a készilék méretei,
. 8’/ 7 7 7 .
a vivégaz sebessége befolyasolja.
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A gazkromatograf miikodése

A kromatografias oszlopban allandd sebességgel semleges gazaramot, vivégazt
vezetunk.

A vivégaz aramba mérjuk és adagoljuk be a vizsgalanddé anyagot gaz- vagy
elgbzologtetett folyadékminta alakjaban.

A vizsgalandé elegy a viv6gazzal a kolonnaba jut.

Komponensei a vivogaz eluald hatasara, kotbképességuktdl fuggben, kulonbozé
sebességgel haladnak el6re.

Megfelel6 toltet és elegendd hosszu oszlop esetén a minta teljesen szétvalik,
alkotorészei egymas utan jelennek meg a vivégazban.

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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Split/splitless injektor

Injektalaskor a  minta

elparolog a forro septum purge
injektorban. A felesleget a DE
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Advanced Gas Chromatography — Progress in Agricultural,
Biomedical and Industrial Applications. Edited by Mustafa
Ali Mohd, 2012.
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A kolonnabdl kilépd vivégazt detektoron vezetjiuk at, ami az egyes komponensek
megjelenésekor az alkotorészek mennyiségével aranyos jelet ad.

A detektorban kapott jel regisztralo berendezés segitségével grafikusan abrazolhato.
A szétvalasztasra jellemz6 kromatogramot kapunk.

A gazkromatogramon [lathatd csucsok helyéb6l a komponensek mindségi
azonositasahoz kapunk segitséget.

A csucsmagassag €s a haranggorbe alatti terilet alapjan mennyiségi értékelést
végezhetunk.

Mennyiségi meghatarozast csak linearis tartomanyban lehet végezni.

)é;

It5;
{ TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu

egyetemi egylttm(ikodés, DE-SZTE-EKF-NYME



GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

A gazkromatograf részei:
Vivégazrendszer.
Mintaadagolo berendezés.
Kromatografalo oszlop (kolonna).
Kromatografias érzékel6berendezés (detektor).

Regisztraloberendezés.

( TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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Gazkromatograg elektron ionizacids ionforrassal, ionoptikaval,
quadrupol tomeganalizatorral és detektorral

’c’ Injektor
‘U Futes Detektor
| i TlmﬂJ r lonoptika £y
| Oszlop i ;
_ .- & i v K
o Y p—
i i __:r___,h*_}_“_i../

M s s o e —

GC lonforras (El) Quadrupol tomeganalizator

Gazpalack
Advanced Gas Chromatography — Progress in Agricultural, Biomedical and Industrial Applications. Edited by Mustafa Ali Mohd, 2012.
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Egy Shimadzu GC 2010 gazkromatograf

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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Egy Shimadzu
GCMS-QP 2010 Plus
gazkromatograf

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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Gazkromatografias és folyadékkromatografias detektorok altalanos
kovetelményei

Kimutatasi hatar (LOD - limit of detection).

3:1 jel/zaj ardny tiszta referencia anyaggal.

Mérési alsdhatar (LLOQ - lower limit of quantitation).

Matrixban validalt legkisebb kalibraciés pont.

Mérési fels6hatar (ULOQ - upper limit of quantitation).

Matrixban validalt legnagyobb kalibracids pont.

Dinamikus tartomany (koncentracio valtozas jel valtozast idéz eld).

Linearis tartomany (egysegnyi koncentracid valtozas-allando jel valtozast idez el6).
o
Sz?
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A detektorral az oszlopot elhagyd eluensben az elvalasztott komponensek
koncentracioja folyamatosan kovethetd.

A detektor zaja:

Adodhat a miszer elektronikajabadl,

a h6mérséklet és a haldzati fesziltség ingadozasabal,
az aramlasisebesség-valtozasbal.

Ismerni kell a detektor-alapvonal eltolodasat.

A

Uiy

W7

]
[ TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
) Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu

egyetemi egylttm(ikodés, DE-SZTE-EKF-NYME



GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

A gazkromatografias detektorok feladata a kolonnabdl kilép6 vivégazaramban
megjelend komponens folytonos, gyors és érzékeny észlelése.

A detektor valamilyen fizikai vagy kémiai tulajdonsag megvaltozasat érzékeli a
komponens megjelenésekor.

Villamos jelet ad — regisztralhato és értékelhetd.
A négy legfontosabb detektortipus:
hévezet6képesség-mérd detektor,
langionizacios detektor,
elektronbefogasi detektor,

langfotometrias detektor.

/!
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Folyadékkromatografias detektorok
Detektor tipusok:
A komponensek tulajdonsagat észlelik, a vegyiilet fizikai tulajdonsagat detektaljak:
UV- lathatod abszorbancia detektor (UV- VIS).
Fluoreszcencids detektor (FLD).
Elektrokémiai detektor (ECD).
Radiokémiai detektor (RD).
Tomeg detektorok (MSD).
Nitrogén detektor (NSD).
Elonyok: specifikussag, érzékenyseég, szelektivitas.

Hatranyok: minden vegyiilet mas (pl. mas UVmax).
qf y gy ( p ) TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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Mozgofazis tulajdonsagat észlelik, mozgodfazis fizikai tulajdonsagaban torténd
valtozast detektaljak.

Torésmutatd detektor (RID).
Vezet6képesség detektor (CD).
Fényszorasos detektor (LSD).
El6nyok : nagyon sok komponensre — majdnem univerzalis.

Hatranyok: zaj, érzékenység.
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Egy jO detektor tulajdonsagai:

Linedris egy széles dinamikus tartomanyon at (10 ng/ml - 0,1 mg/ml, négy
nagysagrend).

Erzékeny (a kalibracids egyenes meredeksége nagy).

Szelektiv  (egymdashoz  hasonld  szerkezeti  komponensek  meghatdrozasa
megvaldsithatd).

Gyors valaszidé.
Robusztus (komplex mintak, élelmiszerek nem valtoztatjak meg érzékenységét).

Uzemeltetése olcsé.

3
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A detektor szelektivitdsa és/vagy specifikussaga (Selectivity /
Specificity):

Szelektivitas: a mddszer milyen mértékben képes az adott alkoté meghatarozasara
egyéb zavaro alkotdk jelenlétében.

Specifikus: az a modszer ami csak egyetlen anyagot detektal (MS fragmentacio).

Csoport szelektiv mddszer az anyagok csoportjat mutatja egy kozos tulajdonsagaguk
alapjan (aminosavak reakcidja ninhidrinnel az oszlop utani szarmazékképzés soran,
immunreakcidk).

Univerzalis mddszer az anyagok széles spektrumara érzékeny (pl. savassag,
langionozacids detektalas, UV-VIS abszorbancia).

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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A detektor linearitasa (Linearity):

Linearitas: A mér6gorbe a mérési tartomanyban milyen megbizhatdsaggal tekinthetd
hatarozzuk meg, az eredményekbdl pedig a legkisebb négyzetek modszerével szamitjuk
ki a regresszios egyenest, mely az analitikai jel és a koncentracid 0Osszefliggéset
mutatja.

070 ¢ A kalibracios egyenes
legkisebb négyzetek alapjan
torténd szamitasanal elvaras,
hogy az R?> 0,98 legyen.
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A detektor érzékenysége (Sensitivity):

A mérés érzékenysége (a) az analitikai mérégorbe meredeksége, a mért analitikai
jelnek (J) a koncentracio (c) vagy az anyagmennyiség szerinti derivaltja. Az érzékenység,
az egysegnyi koncentraciovaltozasra esé jelvaltozas, a

a=NAN/Ac
osszefliggés alapjan szamithato.

A detektor pontossaga (Accuracy):

A pontossag a rendszeres hiba kimutatasara szolgal, melyet a hiba egy olyan
elemének definialhatunk, amely ugyanabbdl a komponensbdl ismételt mérés soran a
mérések szamatdl fliggetlenul kiszamithatd modon valtozik vagy allandé marad, igy
fuggetlen az elvégzett mérések szamatdl, és azonos mérési kortilmények kozott a

mérg’sek szamanak novelésével nem csokkentheto.
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A detektor precizitasa (Precision):

A precizitas a véletlen hiba mérdszama, mely rendszerint a befolyasold mennyiségek
el6re nem lathatd valtozasaibdl ered, ami nem korrigalhatd, de a mérések szamanak
novelésével csokkenthetd.

Ertéke altaldban figg a komponens koncentracidjatdl, ezért a koncentraciéfiiggést is
meg kell hatarozni és dokumentalni kell.

Mértéke a becsult tapasztalati széras (standard deviacio, SD), vagy a szazalékos szoras
(relativ standard deviacié, RSD%)

5D-=-i/ Y (R xﬂﬂh]
n=1

Ahol xiaz egyes mérések értéke, az x1 az n parhuzamos mérés atlaga.
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IsmételhetGség és/vagy reprodukalhatosag.
(Repeatibility/Reproducibility)

Az ismételhet6ség a precizitas azon fajtaja, amely ismételheté koriilmények kozott
elvégzett kisérletekre vonatkozik: azonos minta, azonos maodszer, azonos mdszer,
azonos kezel6, azonos laboratérium, rovid idGintervallum a parhuzamos mérések
kozott.

A reprodukalhatdsag a precizitas azon fajtaja, amely reprodukalhato koriilmények
kozott elvégzett kisérletekre vonatkozik: azonos minta, azonos vagy kilonbozé
maodszer, kilonb6z6 muszer, kilonb6z6 analitikus, kilonboz6é laboratérium, hosszabb
idGintervallum a parhuzamos mérések kozott.

i
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Stabilitas (Stability)

A stabilitasvizsgalat a mérésre el6készitett minta kémiai stabilitasanak meghatarozasat
jelenti, melynek segitségével a mérés idébeni korlatai, egy olyan intervallum, amely
alatt a mérést be kell fejezni, meghatarozhatok.

Az eredmények szorasa, és az atlagtdl valo eltéréstik valtozasa nem mutathat
egyiranyu tendenciat, amit a méréssorozat kdzben kontrol mintakkal kell igazolni.

Kimutatasi hatar (Limit of detection, LOD)

Egy alkotdé kimutatasi hatara (C,) az a koncentracio, vagy anyagmennyiség, amelyhez
tartozo valaszjel (J,) értéke megegyezik a vakminta kdzepes valaszjelének (J,,,) €s a

vakminta valaszjeléhez tartozo tapasztalati széras (SD, ) haromszorosanak dsszegével.

y 'lk = "vak + 3SI:)vak
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Meghatarozasi hatar (Limit of quantitation, LOQ)

Egy komponens meghatarozasi hatara (also méréshatar) az a legkisebb koncentracid,
vagy anyagmennyiség, amely meég elfogadhatd pontossaggal és precizitassal
meghatarozhato.

A meghatarozasi hatar megfelel6 standard minta segitségével allapithaté meg, ami
legtdbbszor a mérégorbe legalsd  értékelheté pontja. Ertékének a vakminta
valaszjeléhez tartozo tapasztalati szoras tizszerese.

'lk = "vak + 1OSDvak

Zavartlir6képesség (Ruggedness)

Zavartldrés az eszkozoknek és a kornyezetnek, valamint a  kilonb6z6 mérési
kéridlmenyeknek a hatasa a modszer teljesitmenyere. Szamertekkel valo kifejezésére a
relativ széras, RSD% hasznalatos.
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Robosztussag (Robustness)

Meghatarozasa ugy torténik, hogy szandékosan valtoztatva a mérési modszer
paramétereit (pH, ioner6sség, hoémérséklet) vizsgaljuk azok kovetkezményeit,
meghatarozzuk hatasukat.

Méréstartomany (Range)

A mennyiségi elemzés céljara a modszer méréstartomanyat az alkotékat kiilonbo6z6
koncentracidban tartalmazé mintak elemzésével, a valaszjel meghatarozasaval kell
megallapitani.

Az analitikai mérogorbét (minimalisan 5 pont + vak) az alkotékat kulénb6z6
koncentracidban tartalmazd mintak elemzési eredményeibdl, a legkisebb négyzetek
modszerének alkalmazasaval, regresszidval szamitjuk.

I%é:/
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Visszanyerési tényezo (Recovery)

A kornyezeti meérések soran rendszerint nem tudjuk a jelenlévé anyagot teljes
mennyiségét mérni (extrakcids vesztesség, anyag visszamarad a matrixban), ezért a
visszanyerés hatasfokat az adott matrixra és méréstartomanyra meg kell mérni.

Cl
R= —.100%
cref

Ahol R a visszanyerés; ClI a mért érték; cref a vart érték.

/!
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A tomegspektrométer alkalmazasa a gazkromatografiaban és a
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaban

A tomegspektrométerrel torténd analizis soran atomokat, molekulakat vagy molekula
toredékeket tudunk mérni ugy, hogy a mérendé mintabdl el6allitott részecskék fajlagos
tomeglik (m/z; tomeg/toltés) alapjan elvalaszthaték, és mennyiségiik pontosan
meghatarozhato.

A modszer széles tomegtartomanyra alkalmazhato, és kis mintaigénye miatt rendkivil
érzékeny.

Gazkromatograffal (GC-MS) és nagyhatékonysagu folyadékkromatograffal (HPLC-MS)
kapcsolva élelmiszerekben el6forduldé nyomnyi mennyiségl szennyez6 anyagok
kdbnnyen, gyorsan és pontosan meghatarozhatok.

A
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A tomegspektrometria torténete
1912-ben Thomson 6sszeallitja az els6 tomegspektrométert.
1919-ben Ashton elvégzi az els6 pontos atomtomeg meghatarozast.
1920-ban Ashton felveszi az els6 tomegspektrumot.
1956-ban Gohlke és McLafferty 6sszekapcsolja a GC-t az MS-sel.
1957-ben McLafferty és Jennings két tomegspektrométer kapcsol 6ssze.
1973-ban MclLafferty folyadékkromatografthoz kapcsolja az MS-t.

Napjainkban az MS-t a miszeres analitikai kémia sok teriletén alkalmazzak.
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A tomegspektrometria elényei

Rendkivil érzékeny. MinGségi meghatarozasnal a kimutatasi hatar 1012 — 101 g.
Mennyiségi meghatarozasnal 1012 - 1014 g.

Rendkiviil széles tomegtartomanyban (1- 108 relativ tomeg) alkalmazhato.

Jellemz6 ra a specificitdas, a rendkivil kis minta mennyiség (ug, ng), és a jo
reprodukalhatdsag.

Gazkromatografias és folyadékkromatografias elvalasztasi  technikakkal jol
kombinalhatoé (GC-MS, HPLC-MS).

A szerves vegyliletek leghatékonyabb analitikai és szerkezetvizsgalati modszere.

Az anyagok tobbsége vizsgalhaté MS-sel. Erzékeny, barmilyen halmazallapotu,
barmilyen szerkezet( anyagok vizsgalhatok.

3
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Egy egyszeri tomegspektrometer
és a neonizotopok szétvalasztasa
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A tomegspektrometria alkalmas:

A nominalis és a pontos molekulatomeg, 1000 Da-ig az elemi Osszetétel
meghatarozasara.

A fragmentacid miatt informaciok nyerhet6k a molekula szerkezetérél, a spektrum
konyvtarak lehetbvé teszik a szamitdgépes kezelést, a fragmentumok beazonositasat.

Komponensek meghatarozasara ugyanugy alkalmas mint a kromatografia, esetleg
szelektivebb, és kromatografias modszerekkel is jol kapcsolhatd.

Olyan termodinamikai paraméterek, mint az ionizacios energia, a megjelenési energia,
az aktivacidos energia, ionok, gyokok képzodéshdbje, kotési energiak, és entalpia
meghatarozasara és reakcidkinetikai vizsgalatokra is alkalmas.
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A tomegspektrometria alkalmazasi teriiletei (néhany példa):
Gyogyszerkutatas.
Biomolekulak jellemzése.
Kornyezetvédelem.
Torvényszéki vizsgalatok.
Elelmiszerek dsszetételének vizsgalata:
A fehérje molekula tomegének meghatarozasa.

A fehérje aminosav 0sszetételének meghatarozasa az aminosavak molekula
tomege alapjan. Szeleno aminosavak meghatarozasa.

Szabad aminosavak és peptidek analizise élelmiszerekbdl.
Zsirsavosszetétel meghatarozas, a konjugalt linolsav izomerek analizise.

GCisz— és transz izomer zsirsavak szerkezetének analizise.

L 7

1z, zamat és aromaanyagok analizise.
‘%Mikotoxinok meghata/ rOZésa TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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Tovabbi analitikai alkalmazasok:

Molekulatomeg meghatarozas.

Gazkeverékek kvantitativ analizise azon az alapon, hogy a csucsintenzitas aranyos a
gazkeverékek parcialis nyomasaval.

Nyomelemzés, mert a nagy érzékenység lehetbévée teszi kismennyiségl anyagok
kimutatasat.

Alkalmas izotdp arany mérésre.

Alkalmas elemanalizisre (fehérjetartalom mérés a nitrogéntartalom meghatarozas
alapjan).

Szamitogépes adatbazis segitségével elemodsszetétel is meghatarozhato és szerkezet is
felderithetd.
7
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A tomegspektrometrias mérés alapelvei:

A tomegspektrometrias mérés soran semleges molekulakbol és atomokbdl ionokat
allitunk el6, majd az igy kapott részecskéket elektromdagneses térben a tomeg/toltés
aranyuk kulonboz8sége alapjan szétvalasztjuk, azonositjuk és koncentracidjukat
meghatarozzuk.

A vizsgalandd atomokbdl és molekulakbadl fény-, elektromos-, kémiai- vagy kinetikus
energia segitségével ionokat hozunk létre, mely az ionoptika segitségével ezek egy
nyalabban bejutnak a tomegspektrométerbe, ahol a tomeganalizator tomeg/toltés
értékiik alapjan szétvalogatja Gket.

A szétvalasztott ionok intenzitasat egy detektor méri, majd abrazolva az ionaram
intenzitasat a fajlagos tomeg fiiggvényében a tomegspektrumot kapjuk, melynek
alapjan min8ségi beazonositasra és mennyiségi meghatarozasra van lehetdség.

A t'g'fhegspektrométerek egy részénél az ionforrasok vakuumban, mas részénél legkori

ny?; ason mukodnek.
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A tomegspektrometrias mérés alapelvei:

A tomeg/toltés arany alapjan torténd szétvalasztas a legérzékenyebb analitikai
maodszerek kozé tartozik, mert nagyon kis anyagmennyiségek kimutatasara alkalmas.

Az MS felbontasa m/Am, ahol m a vizsgalt ion molekula tdmege, Am pedig a
felbontott két csucs kozti tomegkilonbség.

Az egyszeres fokuszalasu késziilékeknél az elektromos térben gyorsitott ionokat
magneses térben valaszjak el. Ha a részecske tomege m, toltése e, akkor U
feszultséggel gyorsitva kinetikus energiaja:

vZ=2eU/m.

A v sebességli ion homogén magneses térbe kerul, ahol a magneses indukcid iranya
merdbleges a belépd ion iranyara, melynek kovetkeztében az ion a Lorentz-er6 hatasara
elmozdul. Ha nem hatna erd, egyenesen haladnanak tovabb.

Az ionokat a magneses tér fajlagos tomegiik alapjan szétvalasztja, és az azonos m/z-
vel {éndelkezéket egy helyre fokuszalja.

A kettGs fokuszalasu témegspektrométernél a gyorsitott [iQnok el@szax. elektromos
térben majd magneses térben tériilnek el és valasztodnaK gl By A a8ttt o ore cxrnvmne
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Néhany alapfogalom

A tomegspektrum az ionok relativ intenzitasa, a legintenzivebb ionok intenzitasanak
szazalékaban kifejezve, és a fajlagos tomege kozotti kapcsolatot mutatja.

Baziscsucs, bazision a tomegspektrumban lévé legintenzivebb csucs, az ennek
megfeleld ion.

A névleges tomeg a jelenlévé elemek legnagyobb természetes gyakorisagu
izotopjainak egészekre kerekitett tomegének osszege.

A monoizotopos tomeg a jelenlévdé elemek legnagyobb természetes gyakorisagu
izotopjai pontos tomegének 6sszege.

Az atlagos (kémiai) tomeg a jelenlévé elemek tomegének a természetes
izotopeloszlasuknak megfelel6 6sszege.

A tomeganalizator felbontasa (R) azt mutatja, hogy milyen tomegkilonbséggel tud két
iontaelvélasztani. R=m/Am.

Az _;jéf‘iemek a természetben izotdpjaik keverékei formajaban fordulnak eld, ezért az
egyes ionok kiulonbo6z6 izotépokbdl felépilve jol elkiilonulbTescresként jedermekomeg a

Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu
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A tomegspektrométer felépitése:

A tomegspektrométer egységei a mintabeviteli rendszer, melyet kovet az ionforras,
mely mikodhet vakuumban vagy légkori nyomason, ezt koveti a vakuum rendszer,
melynek elemei az ionoptika, a tomeganalizator és a detektor, végil az
adatfeldolgozo rendszer produkalja a tomegspektrumot, melynek alapjan mindségi és
mennyiségi analizis végezhetd.

Mivel a gaz-, a folyadék, vagy szilard minta is ionizalhato, tomegspektrométerrel
mindenfajta halmazallapotu minta vizsgalhata.

Kozvetlen mintabevitelt akkor valasztunk, ha egykomponens( mintat analizalunk, mig
a sok komponensl élelmiszerek esetében a tomegspektrometrias analizis mindig
valamilyen kromatografias elvalasztas (GC, HPLC) el6z meg, melynek soran a
komponensek teljesen vagy részben elkilonllnek, és csak ezt kovetben keril a minta

az ionforrasba.
B

‘ﬂi /7 . . Vé .e e . V4 y 4 . Va4
A kapcsolatot a HPLC és a GC valamint az ionforras kdzott illesztd egységek biztositjak.
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A tomegspektrométer felépitése

Mintabeviteli
rendszer

: i Vakuumrendszer
I o
I | lonforras : ; o
| -+ | lonoptika |—>| Tomeganalizator |—| Detektor
i
I
I ----------
¥

Adatfeldolgozo
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A tomegspektrométer felépitése

lonforrasok
lonizaciéo vakuumban

Az elektroniitkoztetéses ionizacio (Electron Impact, El) sordn a molekula paratlan
szamu gyokkation (M*) keletkezése kozben elektronokkal Gtkozik, melynek tomege
gyakorlatilag megegyezik az eredeti molekulaéval.

Az elektronok tébbnyire egy izz6 volframszal katédbdl szarmaznak, melyek
koncentracidjat az izzoszal hdmérsékletével, energiajukat pedig a gyorsito feszultség
nagysagaval lehet befolyasolni.

A lejatsz6do folyamat:

@ M+e > M+ 2e
TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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Az elektroniitkoztetéses ionizacio soran az elektronok energiajuk egy jelentGs részét a
molekulaknak adjak at, mely igy ionizacidra is és gerjesztésre is hasznalodik.

A gerjesztett ionok a gerjesztés mértéekétdl flggben széthasadhatnak, vagy
atrendez6dés kovetkezhet be bennik.

A gyakorlatban altaldanosan hasznalt 70 eV energiaju elektronok jol reprodukalhaté
tomegspektrumot produkalnak, melynek soran a molekulaionok a vizsgalt komponens
molekula tomegérdl, a fragmentumok pedig a molekula szerkezetérdl adnak
informaciot.

Ha a tul nagy gerjesztési energia miatt sok molekula téredék keletkezik, akkor a
molekulaion mar nem is detektalhato, ezért ilyenkor az ionizacios energiat 20 eV
korulire kell csokkenteni, ami elég az ionizacid kivaltasahoz, de csokkenti a
fragmentumok mennyiségét, és a molekulaion is detektalhatova valik.

A méres soran a mintat el kell parologtatni, ezert ezzel a moddszerrel nagyobb
molekulak és hére bomlékony anyagon nem vizsgalhaték. Ez a mddszer jol

alkalmazhatd gazkromatografhoz tarsitva, hisz ott gaznemdanyagok tdvoznak a
k o t lf-l I II TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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Az elektronutkoztetéses ionforras felépitése
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A kémiai ionizacio (Chemical lonization, Cl) soran az ionforras felépitése hasonlo, de
az ionizacié mechanizmusa eltéré.

Az ionforras el6tt a minta reagensgazzal (ammoania, metan, izobutan) elegyedik, melyet
kovetéen az elektronok a mintanal nagyobb koncentracidban jelenlévd reagensgaz
molekulait ionizaljak.

Ezt kovetben a vizsgalati anyag ezekkel az ionokkal Utkozik, és ion-molekula reakcidk
soran ionizalédik.
A leggyakoribb reakcio ilyenkor egy protentranszfer, melynek kovetkeztében a

molekula ion tomege né [M+H]*), a mintabdl protonadlt minta keletkezik, melynek
gerjesztési energiajat a protonaffinitas kiillonbség szabja meg.

Ez a modszer a lagyionizascios modszerekhez tartozik, mely joval kiméletesebb eljaras
az el6z6nél, és ezért kisebb mértékd a fragmentacio.

Ezzel a mddszerrel kivaldéan lehet mérni molekula ionokat, kevesebb informacio
nyer;fhetc’i azonban a szerkezetrdl.

ddszerrel is h&stabil illékony vegyiiletek vizsgalhatdok, ezért jol illeszthetd a
’ TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
romatografhoz.
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Kémiai ionizacio
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A légkori nyomason miikods, atmoszférikus ionizaciés technikak (Atmospheric
Pressure lonization, API) kozul az

Elektrospray ionizacid (Electrospray lonization, ESI) a folyadékkromatografias
modszereke fejl6désével terjedt el.

A mérés soran a nem illékony vegyiiletet polaros, illékony vegyiiletben oldjuk, majd
az oldatot egy nagyfeszultségl kapillarison keresztul juttatjuk a légtérbe, ahol a
kapillaris végén lév6é folyadék felszinén az elektromos tér hatasara toltéstobblet
képzddik, melynek hatasara a kapillaris csucsarol cseppecskék szakadnak le.

Ezt az ionspray technikat porlasztassal lehet kombinalni, melynek soran a kapillarissal
koaxialisan elhelyezked6 masik cs6be inert porlasztégazt vezetve toltéssel rendelkezé
aeroszolt hoznak létre.

Az aeroszolt egy f(itott kapillarison atvezetve a cseppek mérete a toltés valtozatlanul
maradasa mellett csokken, fellleti toltéssirlségiik jelentésen megnd, instabilla
véln?k, végill ionokra esnek szét, mely folyamatot egy szaritdogaz alkalmazasaval
fokozniis lehet.

I TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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Fﬂl?adfka ram Elektrospray ionizacio
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Az elektrospray ionizacid altalanosan hasznalt lagyionizaciés technika, melynek

alkalmazasaval konnyen megallapithatd a molekula tomege, a fragmensekbdl pedig
annak szerkezete.

Leginkabb alkalmas konnyen protonalddo csoportot tartalmazé aminok, aminosavak,
peptidek, fehérjék analizisére, és el6nye, hogy barmilyen analizatorral kombinalhato.

Nagyobb molekulatomeg esetén (nagyobb. mint 1000 Dalton) a tobbszoros
protonalddas kdvetkeztében tobbszordsen toltott ionok is képzédhetnek.

[M+nH]"™, [M—nH]™)
A képletben n a protonok szama.

Ezzel a modszerrel apolaros, protonalddasra nem képes vegyliletek nem vizsgalhatok.

A

LUy

i
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Az atmoszférikus nyomdsu kémiai ionizacidé (Atmospheric Pressure Chemical
lonization, APCI) ionforrds esetében is porlasztassal hozzuk létre a cseppeket, de a
fémkapillarison nincs nagyfesziiltség, igy a permetképz6dés és az ionizacié egymastol
fuggetlenul megy végbe.

Az APCI ionizacidban az ionok koronakistilés folyaman jonnek Iétre, melynek hatasara
az oldoszermolekulak ionizalodnak, majd reakcidoba l|épnek a mintamolekulakkal,
mikozben kvazi-molekulaionok képz&dnek.

A lejatszédé folyamatban [M+H]*, [M—H]™ molekulaionok jonnek létre.

Az atmoszférikus nyomasu kémiai ionizacié kisebb, polaris, de nem csak ionos
molekulak vizsgalatara alkalmas.

oA
/)

J;:
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Atmoszférikus nyomasu fotoionizacié (Atmospheric Pressure Photoionization, APPI)
soran a mintahoz olyan adalékanyagot (pl. toluol) kevernek, mely az UV-tartomanyban
jelent8s elnyeléssel rendelkezik.

Az oldatot a porlasztas kozben UV-fénnyel besugarozzak, a mintamolekulakat pedig a
gerjesztett adalékmolekulak ionizaljak. Az atmoszférikus nyomasu fotoionizacioval kis,
apolaris molekulak vizsgalhatdak.

/!
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Folyadékaram

Atmoszférikus nyomasu
fotoionizacié (APPI)

Porlasztégaz
bevezeteés

Fltott resz

Uvegkapillaris

UV lampa Sza ritégézl

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu
egyetemi egylttm(ikodés, DE-SZTE-EKF-NYME



GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

A matrix segitett lézer deszorpciéo és ionizacid (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization, MALDI) vakuum ionizaciés technika volt, viszont ma mar
|égkori nyomason is hasznaljak.

Az eljaras soran a mintat lézer fény elnyelésére alkalmas matrix oldattal kell
osszekeverni (5-dihidroxi-benzoesav vagy a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav oldata), majd az
oldatot a mintatartora raszaritva lézer fénnyel sugarozzak be.

A lézer fény abszorbealdasat kovet6en a matrix molekulai gerjesztédnek, majd a
gerjesztett matrix molekulak ionizaljadk a mérendd minta molekulait, amikor is egy
|épésben megy végbe a lézer deszorpcid és ionizacio, melynek soran molekula ionok
képzbdnek.

Ezzel a mddszerrel fmdl tartomanyban lehet 300 kDa-nal nagyobb molekulatomeg
polaros vagy polarizalhaté mintakat bonyolult 6sszetétell keverékekbdl (élelmiszer)
vizsgalni, melynek soran nincs sziikség bonyolult tisztitasi és elvalasztasi miiveletekre.

3
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Analizatorok

A kvadrupol tomeganalizator (Q) négy parhuzamosan elhelyezett fémridbdl
all, melyekre oly modon kapcsolunk egyen és valtofesziiltséget, hogy az egymassal
szemben elhelyezkedd elektrédak potencialja egyezd, az egymas mellettieké pedig
kiilonboz6 legyen.

A gyorsito feszlltség hatasara az ionforrasbdl kilépd ionok hosszanti iranybdl Iépnek be
a rudak kozé, majd a folyamatosan valtozd elektromagneses tér hatasara fajlagos
tomegulktol fliggden elektromos palyara allnak.

A valtofesziiltség hatasara az elektrodok toltése folyamatosan valtozik, az ionokat a
velik azonos toltésl elektrodok taszitani, az ellentétes toltésliek vonzani fogjak,
melynek soran az ionok oszcillalva elére haladnak az elektrédak kozott.

A valtd és egyenfesziltség szabalyozasaval elérhetd, hogy az analizatoron csak egy
tﬁrgj%g/téltés értékkel rendelkezé ion jusson at, a tobbi pedig az elektrodakba

u zzon. TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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A kvadrupol analizatort ezért tomegszlir6nek is nevezik, mely mikodhet folytonos
pasztazassal a teljes tomegspektrumok rogzitésével (Scan Gzemmadd), vagy egyedi ion
detektaldssal, amikor csak egy kivalasztott iont detektalunk (SIM (Single lon
Monitoring) Gzemmad).

Ezen készulékek méréshatara a gyakorlatban, alacsony felbontas mellett, par ezer
Dalton, felépitésuk relative egyszerd, és konnyd vezérelhet8séglk és gyorsasaguk miatt
jol kapcsolhatok GC-hez vagy HPLC-hez.

Kvadrupol tomeganalizator

U+Vcos{wt) .

%§A@\
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Az ioncsapda tomeganalizator (lon Trap, IT) harom henger alaka szimmetrikus
elektrodbdl, egy gyilirlib6l és két lezaré sapkabdl all, melyek hiperbolikus felllettel
rendelkeznek, és melyekre egyen és valtofesziltséget kapcsolnak.

Ez az Osszeallitas alkotja az elektroncsapdat, melynek belsejében valtozo,
haromdimenzids kvadrupol tér alakul ki, melyben az ionok fajlagos tomeglk szerint az
analizatorban tarolddva kilonb6z6 palyakra allnak, csapdaba esnek.

A megvaltoztatott kvadrupdlus tér hatdsara az ionok novekvé tomeg/toltés
aranyaban lépnek ki az analizatorbdl, mikozben a csapdaban egymasra hatva, egymas
erOterében eltérilhetnek, mely jelent6sen befolyasolhatja az ioncsapda dinamikus
tartomanyat.

Az ilyen hatdasok megakadalyozasara He gazt vezetnek az ioncsapdaba, melynek
hatasara javul az érzékenység és a felbontas.

‘Ilf/\
i
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Az IT tomeganalizator nagy el6nye a tandem tomegspektrometria, és a tobbszoros
tomeganalizis végzése (MS/MS, MS").

A csapdazast kovetben a tarolt anyaionok, vagy prekurzor ionok energiajat novelik,
melynek kovetkeztében az egymassal és a He atomokkal valo Gtkozés soran az ionok
fragmentalddnak, és a képzédott termékionok adjak az MS/MS vagy MS? spektrumot.

A termékionok izolalasaval, majd azok tovabbi fragmentalasaval az analizis
folytatédhat, melynek soran nyerhetjiik az MS?, MS3... MS" spektrumot.

A csak az adott vegylletre jellemz6 fragmension koncentracidjanak mérésével a
modszer szelektivitasa és érzékenysége is ndvelhetd.

Az ioncsapda a kvadrupdl analizatorhoz hasonlitva érzékenyebb, gyorsabb a
pasztazasi sebesség, szélesebb tomegtartomanyban alkalmazhatd, nagyobb a
témegfelbontas és lehetéség van MS/MS mérésre is, a minta mennyiségétdl fligg6

haté}ok miatt viszont gyengébb a mennyiségi meghatarozas pontossaga.
A,Z}?
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Zarbsapka loncsapda analizator

elektrodok

Gy(rd elektrod
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Agilent 6300 LC/MSD Trap XCT Plus tomegspektrométer elektrospray
|onforrassal és |oncsapda analizatorral

T

Az Agilent 1100 Series
LC/MSD Trap System,
Concepts Guide c.

|- ESI ionforras Kiadvanybs).
TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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Az Agilent LC/MSD Trap XCT Plus ESl-ioncsapda MS késziilék sematikus felépitése
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A replilési idé analizator (Time Of Flying, TOF) esetében az ionok egy gyorsité
fesziiltség (U) hatasara elindulnak az analizdtorhoz, melynek sordn az ionok a
toltésiikkel azonos kinetikus energiara tesznek szert az elektrosztatikus térben. Az
azonos toltésl (z) ionok az elektrosztatikus gyorsitas utan azonos kinetikus energiaval
rendelkeznek:
2 2 2

Az ionok belépve az analizatorba az er6térmentes repiilés csobe keriilnek, ahol
kinetikus energiajuk nem valtozik, ezért az azonos kinetikus energiaval rendelkezé
kiilonbo6z6 tomegl ionok kiilonboz6 sebességgel repiilve elkiloniilnek, és kiilonbo6z6
idében érik el a detektort.

I TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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A nagyobb tomegl részecskék lassabban, a kisebb tomeglek gyorsabban repilnek,
mert a repulési id6 a meghatarozott ionforras — detektor tavolsag (L) és a gyorsitd
fesziiltség esetén csak a fajlagos tomegt6l (m/z) flgg.

L my
t = — = [, _2
% 2U
A pontos tomegméréshez elengedhetetlen, hogy az ionok egyszerre |épjenek be a
repulési cs6be, mert csak igy lehet repilés idejiket pontosan mérni.

Ezzel a moddszerrel az egy milli6 Dalton méretli molekulakat is lehet vizsgalni,
melynek soran a felbontas 10 ezer és 20 ezer Da kozott van.

A TOF analizatorokat altaldban MALDI (matrix segitett |ézer deszorpcié és ionizacio)
ionforrassal alkalmazzak, melynek soran az ionokat pasztazas nélkul, impulzusszeriien
detektalja a késziilek, ami megndvelt az erzékenységet, nagyon gyors miikodest tesz
Ieh%{ié’vé, hisz a repulési id6 10—10"7 masodperc kozott van.

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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A TOF analizator mikodési elve
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Vakuumrendszer

A légkori nyomason mikodd ionforrasok kivételéevel a tomegspektrométerek
vakuumban mikoddnek, melyet kétfokozatu vakuum rendszer allit elé.

Az el6- és kozépvakuumnak megfelel6 nyomasérték (103-103 mbar) rotacios
szivattyuval, a nagyvakuum (103-10° mbar), ahol az ionizacid, a tomeganalizis és a
detektalas megy végbe, diffuzids vagy turbodmolekularis szivattyukkal érhetd el.

A megfelel6 vakuum nagyon fontos, mert az oxigén és a nitrogén, valamint a
levegoben 1év6 egyéb gazok és anyagok zavarjak a tomeganalizist és a detektalast,
mert az ezekkel torténd Utkozés és egyéb kdlcsonhatas az energia megvaltozasaval jar,
a részecskék haladasi iranya is megvaltozik, ezért fajlagos tomegik pontosan nem
mérhetd.
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Tomegspektrometrias detektorok és jelfeldolgozas:

A detektorok feladata az ionok szamaval aranyos jel képzése, 10° — 10> A ionaram
érzékelése.

Lehetnek pont detektorok, melyeknél az ionok egymas utan érik el a detektor ugyan
azon pontjat (kvadrupol technika), sor detektorok, amikor az 6sszes ion ugyanakkor éri
el a detektorsort (mdagneses elvalasztas esetén).

A detektor lehet:
Fotosokszorozo,
Elektronsokszorozo,

Multichannel plate.

)é;

It5;
{ TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu

egyetemi egylttm(ikodés, DE-SZTE-EKF-NYME



GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

A tomegspektrométer jellemzo adatai

A felbontas (R), ami azt mutatja meg, hogy milyen tomegkiilonbséggel lehet két iont
szétvalasztani (R = m/Am).

Csucs szélesség mérés 50%-os csucsmagassagnal, 10% intenzitasnal (kis felbontasu,
nagy felbontdsu analizatorok).

Mérési tomegtartomany.
Erzékenység, kimutatasi hatar: ug, ng, pg, mg/kg, ug/ke.
Mennyiségi kiértékelésnél a jel/zaj arany.

Detektaldsi limit: jel/zaj aranyban (S/N) definialva nagyobb legyen mint 3.

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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GC-MS, HPLC-MS kapcsolt technikak

A GC-MS, HPLC-MS kapcsolt technikak tobbkomponensl, 6Osszetett mintak, mint
amilyenek az élelmiszerek, komponenseinek mindségi és mennyiségi meghatarozasara
alkalmasak.

A tomegspektrometrias analizis torténhet ugy, hogy off-line lizemmadédban az
elvalasztott komponenseket 6sszegyl(ijtve egyltt injektaljuk a tomegspektrométernbe,

vagy

on-line lizemmaddban az elvalasztott komponenseket bejuttatjuk az ionforrasba, és
felvessziik a komponensek tomegspektrumat.

Mindkét technikanal hangolni kell az elvalasztas és a tomeganalizis sebességét, majd
az intenzitas adatokbdl nyerjik a kromatogramot, mely min8ségi és mennyiségi

analizisre, és szerkezetvizsgalatra is alkalmas.
£
i
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A GC-GC kromatograf felépitése

Aramlas Aramlas
iektala Ujra mintazas
Injektalas J Detektor
T M
Minta be Analitikai jel
Elsodleges oszlop Masodlagos oszlop
|
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A GC-GC és a GC-MS osszehasonlitasa

GC = GC GC - MS
Sample Inlet Sample Inlat
L L
Column 1 Column
v L
Interface Interface
Column 2 Mass Analyzer
,ﬁ Detector Detector
.4
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Gazkromatografia — tomegspektrometria csatolt technika (GC-MS)

A gazkromatografiaval kombinalt tomegspektrometria (GC-MS) alkalmas olyan
tobbkomponensii, 6sszetett mintak jellemzésére, mint amilyenek az élelmiszerek.

A modszer szerepét az érzékenysége, kis mintaigénye, kiterjedt alkalmazasi lehetfsége
hangsulyozza, mert minden olyan élelmiszer komponens meghatarozhaté vele, mely
nem-hodérzékeny, illékony, vagy illékonnya teheté.

Az analizis soran az El ionizacidhoz sziikséges vakuum fenntartasa miatt meg kell oldani
a nagy feleslegben 1évé vivogaz eltavolitasat, masrészt ossze kell hangolni a GC és az
MS mikodésének sebességét.

A kapillaris GC és az MS kozvetleniil 6sszekapcsolhaté, mert a 0,25-0,35 mm bels6
atméro kapillaris oszlopokon ataramldé vivégaz mennyiségét az MS vakuum rendszere
elbirja, tehat a kapillaris kozvetlenil bekothet6é a MS-be.

A GC-MS alkalmazasakor a GC-vel torténik a komponensek szétvalasztasa, majd a
térqﬂf@gspektrométerben az elkidlonult komponensek ionizalédnak, amelyek fajlagos

tomegik szerint elektromos vagy magneses térben egymdstél még jobban

7 TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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A tomegspektrométerben, mint detektorban mérjiik az ionaram-intenzitas — fajlagos
tomeg kapcsolatot, melynek eredménye a tomegspektrum, ami a mindségi és a
mennyiségi informacio alapja.

A gazkromatograf-tomegspektrométer késziilék vazlatos felépitése a kovetkez6:
a gazkromatograf egy illeszt6 egységen keresztul kapcsolddik az MS ionforrasahoz,
ahonnan az ionok a tomegfilteren elvalasztva a detektorba jutnak, mikdzben

a gazkromatografhoz és a tomegspektromeéter részeihez kapcsolt adatfeldolgozo és
vezérlo egység minden adatot feljegyez és értelmez, melynek

a végsO eredménye a tomegspektrum.

Kbozben egy el6vakuum és egy nagyvakuum pumpa biztositja a tomegspektrométer
kell6 nyomasat.

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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Egy 6980N tipusu gazkromatograf - 5895 tomegspektrométer

automata
mintabemérd
mintatarté — | .
R gazkromatograf |
i T
X,
- . ‘ |
r| 1:. “;“- e o
\\! _—— — =
LS -
o - kapillaris oszlop
ﬂ | = a kalyhaban
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Epit6anyagokbol és kézénséges haztartasi eszkézokbdl szarmazé illé
szerves komponensek analizise GC-MS-sel

GC-MS: Shimadzu Model QP-2010.
Kapillaris oszlop: 60 m x 0,25 mm, filmréteg: 1,0 um.

Homeérséklet: Detektor és injektor: 260 °C, oszlop 40 °C 10 percig, majd 8 °C/perc
felftési sebességgel 280 °C-ra.

Vivegaz: hélium 1,0 ml/perc dramldsi sebesség, elektronikus dramldsszabalyozassal.
Split arany: 10:1.
(EI)-MS: az inforrds hémérséklete 200 °C, az ionizacids energia 70 eV.

Detektalas: SIM (selected ion monitoring).

gi/
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Aminosak meghatarozasa husbol GC-MS-sel

Izotop higitdsos gazkromatografia-tomegspektrometria (ID-GC-MS) a kolbasz
aminosav osszetételének meghatarozasara Trace DSQ ThermoFinnigan Quadrupol MS
és Trace GC alkamazasaval.

A szarmazékokat butanol—acetil-klorid és trifluorecetsav alkalmazasaval kaptak.
Oszlop: Rtx-5MS, 30 m hosszu, 0,25 mm belsé atmérdjd, filmréteg: 0.25 um.

Az injektor homeérséklete: 200 °C, az ionforrasé 250 °C, splitter 10:1, az elektron
energia 70 eV, az aramerdsség 100 pA.

Az aminosavak elucids sorrendje: Ala, Gly, Thr, Ser, Val, Leu, lle, Pro, Hy-Pro, Met, Asp,
Phe, Orn, Glu, Lys, Tyr, His.

Homeérséklet program: 50 °C egy percig, 6 °C/perc 100 °C-ig, 4 °C/perc 200 °C-ig, 20
°C/perc 300 °C-ig.

Az ammosavakat Dowex 50W-W gyantan tisztitottak, az aminosavak azonositasat NIST
kci%/vtar és standardok segitségével végezték. A mennylse§| me%hatarozasra 50-500

MOP-4.171.C-12/1/KONV-2012-0014
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Aminosak meghatarozasa husbél GC-MS-sel
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Az aminosavak szétvalasztasanak kromatogrmja: Ala, Gly, Thr, Ser, Val, Leu, lle, Pro, Hy-
Pro, Met, Asp, Phe, Orn, Glu, Lys, Tyr, His. H6mérséklet program: 50 °C egy percig, 6 °C/perc 100
°C-ig, 4 °C/perc 200 °C-ig, 20 °C/perc 300 °C-ig.
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A marhahus és a kolbasz keverékhus (marhahus, sertéshus és zsiradék)

aminosav osszetételének osszehasonlitasa
Az aminosavak

elucids sorrendje: ™7 " ] »t e
Ala, Gly, Thr, Ser, — Marhahus TEF e
Val, Leu, lle, Pro,
Hy-Pro, Met, Asp, & ™
Phe, Orn, Glu, Lys, & ..
Tyr, His. £ ] A ™ .
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Hémérséklet g e _ .
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Csomagold anyagokbodl szarmazo szennyezések élelmiszerekben

A GC analizis koriilményei:

Oszlop: Rtx5MS, 30m x 0,25 mm x 1 pum.
Injektor: 250 °C, 20:1 Split.

Vivégaz: hélium, 1 ml/perc, allandd
aramlasi sebesség.

Termosztat: 50 °C - 92 °C-ig 3 °C/perc,
220 °C -ig 20 °C/perc.
Tomegspektrométer koriilményei:
H6mérséklet: 280 °C,

Mérési tartomany: 35-260 Da.

lonizacio: 70eV.

Xé?
0,

i/ A
Advanced Gas Chromatography — Progress in
Agricultural, Biomedical and Industrial

Applications. Edited by Mustafa Ali Mohd, 2012.
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Vizmintak teljes ionkromatogrammja kiilonbo6z6 el6készités utan

A mért komponensek: 1. Hexanal, 2. Limonén, 3. Etil-hexanoat, 4. Hexanol, 5. 3-
Hexanol, 6. Nonenal, 7. Etil-oktanoat, 8. Linalool, 9. Citronellol, 10. Fenil-etil-acetat, 11.
B-Damaszcenon, 12. Geraniol, 13. p-Cymen-8-ol, 14. Guajakol, 15. Fenil-etil-alkohol,
16. y-Nonalakton.

Késziilék: TD-GC-MS, TDU (Thermal Desorption Unit), MPS 2 autosampler, PTV
programozott hdmérsékletl parologtato, nitrogén-foszfor szelektiv detektor.

GC analizis: Injektalas: split, arany 1:15. Oszlop: DB-Wax , 30 m x 0,25 mm kapillaris
0,25 um filvastagsag. H6mérséklet: 40 °C két percig, majd 10 °C/perc 240 °C-ig, majd
10 percig 240 °C.

Msﬁg\fanall'zis: El: 70 eV, scannelés 29-300 m/z kozott, 2,68 skennelés/sec.
Pé{f'

uzamosan NPD és MS detektorok (split mindkét detektornal 1:1 aranyu).
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Vizmintak teljes ionkromatogrammja kiilonb6z6 el6készités utan

1. Hexanal, 2. Limonén, 3. Etil-hexanoat, 4. Hexanol, 5. 3-Hexanol, 6. Nonenal, 7. Etil-oktanoat, 8. Linalool, 9. Citronellol, 10. Fenil-etil-
acetat, 11. B-Damaszcenon, 12. Geraniol, 13. p-Cymen-8-ol, 14. Guajakol, 15. Fenil-etil-alkohol, 16. y-Nonalakton.
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Egy 12 éves wiskey teljes ionkromatogrammja kiilonb6zo eldkészités utan

1. Etil-izobutirat, 2. Etil-butirat, 3. Etil-izovalerat, 4. 2-Heptanon, 5. Furfuril-format, 6. Hexanol, 7. Oktanol, 8. Fenil-etil-
acetat, 9. Fenil-etil-alkohol, 10. y-Nonalakton, a. Etil-nonalakton, b. Etil-dekanoat, c. Izoamil-oktanoat, d. Etil-9-decenoat,
e. Dekanol, f. Etil-dodekanoat, g. Dodekanol, h. Nerolidol, i. Tetradekanol, j. Farnezol.
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A sorben lévo iz es aromaanyagokK v -MS-sel Stir Bar
Sorptive Extraction (SBSE) technika alkalmazasaval

1. Hexanal, 2. Izoamil-acetat, 3. Izoamil-alkohol, 4. Etil-hexanoat, 5. Hexil-acetat, 6. Hexanol, 7. Etil-oktanoat, 8. Linalool,
9. lzobutansav, 10. Etil-dekanoat, 11. Valeriansav, 12. a-Terpineol, 13. Cironellol, 14. Fenil-etil-acetat, 15. B-Damaszcenon,
16. Hexanoilsav, 17. Guajakol, 18. Fenil-etil-alkohol, 19. Oktanoilsav, 20. Vinil-guajakol, 21. Dekanoilsav, 22. Farnesol, 23.
Dodekanoilsav, 24. Indol.
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A sor E-2-nonenal illatanyaganak beazonositasa és mennyiségének
meghatdrozasa az NIST adatbazis segitségével

Egy z06ld levél kivonat tomegspektruma
NIST (National Institute of Standards and
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Abundance (total ion area counts)

Néhany hokezelt élelmiszer GC headspace analizisének teljes
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ionkromatogrammja

C2 Pyrazines
C3 Pyrazines

Coleman and Steichen: Sugar and
selected amino acids influences of
the sturcture of pyrazines in
microwave heat-treated
formulations. J. Sci. Food and Agric.,
2006. 86. 380-391.

i-Methylbutanal
Methylpyrazine

{3-Methylbutylipyrazine
2-Methyl-6-3-methylbutyljpyrazine
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C4 Pyrazines
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Az egres extraktum aromaanyagainak vizsgalata GS-MS technikaval

1. Kapronsav-etilészter, 2. 4-Metil-1,3-oxazinan-2-tion, 3. Butandionsav-dipentilészter, 4. Cisz-mirtanol, 5. B-Damaszcenon, 6. a-lzometil-
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jonon, 7. B-Jonon.

Preedy: Processing and
Impact on Antioxidants in
Beverages. Elsevier. 2014.

KONV-2012-0014
trondmia vonatkozasu
, DE-SZTE-EKF-NYME



GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

Az egres extraktumbol vizzel torténé higitassal kapott anyag
aromaanyagainak vizsgalata GS-MS technikaval

1. Kapronsav-etilészter, 2. 4-Metil-1,3-oxazindan-2-tion, 3. Butandionsav-dipentilészter, 4. Cisz-mirtanol, 5. B-
Damaszcenon, 6. a-lzometil-jonon, 7. B-Jonon, 8. ?

b
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GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

Aminosav standard teljes ionkromatogrammja az EZ Faast Kit-tel
torténo szarmazékképzés utan GC-MS technikaval, 10 m x 0,25 mm
kaplillaris oszlopon analizalva

TY®

300000 —

rer

70000 -

£00000

LS

CTH

i
i
iI.I‘.
PR
ar
-
arR

500000

L
B
ag
LT
HI=
Gz

wmi g

LA
eaia
- L
i
e

UL

300000 -

L

—— BRI

—
=
oL

100000 1N - il

4

=

-

| o
- G
=

280 3 00
Molnar-Perl, I.: Quantitation of Amino Acids and Amines by Chromatography. J. of Chrom., 70. Elsevier. 2005.
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Az aminosSa arom, ill. ON0izotoOpPos
megnevezése egybetlis tomeg (Da)
réviditése A fehérjeépitdé aminosavak
Glicin Gly (G) 57,021 P . o
— A A 105 neve, harom, ill. egybetiis
Szerin Ser (s) 87,032 roviditése és monoizotdopos
Prolin Pro (P) 97,053 .e
Valin Val (V) 99,068 tomege (Da)
Treonin Thr (T) 101,048
Cisztein Cys (C) 13,009
Izoleucin lle (1) 113,084
Leucin Leu (L) 113,084
Aszparagin Asn (N) 114,043
Aszparaginsav Asp (D) 115,027
Glutamin Glu (Q) 128,059
Lizin Lys (K) 128,096
Glutaminsav Glu (E) 129,043
Metionin Met (M) 131,040
| Hisztidin His (H) 137,059
JS Fenilalanin Phe (F) 147,068
/7 [Arginin Arg (R) 156,101
| Titozin Tyr (Y) 163,063 ~ TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014

o W




GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

Az aminosavak PFP/2-Prp

(pentafluorpropanol-2-

propilészter)
szarmazékainak fragmens

ionjai (m/z) GC-SIM-MS

meghatarozas soran

Aminosavak m/z

Ala 190 191 235

Asp 189 234 235 262
GABA 176 204 232 249
Glu 202 230 248 276
Gly 176 177

lle 203 221 232

Leu 190 232 233

Lys 176 230

Met 203 221 263

Nle 176 190 232

Phe 91 148 190 266
Pro 216

Ser 188 189

Thr 202 203

Tyr; 253 266

vdl/ 203 218 219

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014

I

Elelmiszerbiztonsdg és gasztrondmia vonatkozasu
egyetemi egylittm(ikodés, DE-SZTE-EKF-NYME



GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

% : z i D- és L-standard aminosavak
aF 5 | szétvalasztasa GC-SIM-MS
TIH i f8 e technikaval
“1 |z 1ls E N 5
1 112 £ | ?Iu,,-.-.
M, =5 i %| ﬁ'll sls  PFT-2-Prp szazmazékként,
ﬁ 1 FE !i ‘l -’; ? £21 f Chirasil L-Val (Varian, Garmstadt)
L 'l! Iy
['J_J_' 'Rl | - oM M |[ JJ allofazison,

GC 17A és QP5000 késziilékekkel,

hélium mozgofazissal.

g - £33 3 g P . 29 s Azinjektor és az interfész hGmerseklete
: Tk \ i 250 °C.
|
P \ 5
iZ J a. Standard aminosavak
i ; B ! |- kromatogrammja. D:L arany: 1:2.
. 2 | »
| . %H I_ E i | B Ej b. A Fino Sherry wine szabadaminosavai.
Ll

1| | |
[h:' _‘_'LJ,LLNJ_J A "--._.......l._.‘ln.._-'lIL llhl.l .
Elelmiszerbiztonsdg és gasztrondmia vonatkozasu

= = ' 3 e i e 5
Molnar-Perl, I.: Quantitation of Amino Acids and Amines by Chromatography. J. of Chrom., 70. BRI sgyaitmikodes, DE-SZTE-EKF-NYME
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GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

Szintetikus dipeptid sztereoizomerek standard keverékének szétvalasztasa GC-SIM-
MS technikaval TFA/OME észterek formajaban Chirasil-L-Val (Varian) all6fazison.
Késziilék: GC 17A és QP5000
Mozgofazis: hélium.
Az injektor és az interfész
hémérséklete 250 °C.

] & Hémeérséklet: 140 °C 10
g i . L percig, majd 5 °C/perc 150 °C-
g ch . 3 ig, 15 perc héntartas, majd 3
; 3 °C/perc 195 °C-ig, 13 perc
2 ,r ,
! | ﬂgﬂ | i i héntartas.
3 22 ' 4 % Nyomasprogram: 5 kPa 10
i LLE 1 il = ® percig, majd 1 kPa/perc 7 kPa-
313 i ; F | ig, 15 perc izobar, majd 0,5
' 3 i kPa/perc 15 kPa-ig, 12 perc
! izobar.
: |J| 1 -._-I- i | - "AMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
r.y = - - & -y szerbiztonsdg és gasztrondmia vonatkozasu

itemi egylttmikodés, DE-SZTE-EKF-NYME
Molnar-Perl, I.: Quantitation of Amino Acids and Amines by Chromatography. J. of Chrom., 70. Elsevier. 2005.



GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

Nem fehérjeépité6 aminosavak enantiomereinek szétvalasztasa

A kollagén eredetli cis és transz 4-hidroxi-DL-prolin és cisz és transz 3-hidroxi-DL-prolin
szétvalasztasa GC-SIM-MS maédszerrel, TFA/2-Prp észterek formajaban, Chirasil-L-Val all6fazison.
Injektor és interfész hdmérséklete: 250 °C . HOmérséklet: 165 °C, héntartas 20 percig, majd 5
°C/perc 190 °C-ig, 10 perc héntartas. Vivégaz: hellum Nyomasprogram: 5 kPa 20 percig, majd 2

kPa/perc 15 kPa-ig, 10 percig izobar. g

E 2 SIM = Selective
2 ! lon Monitoring
2 2

g S

S i

=

= 1

e s 3041y
lrans-3-L-Hyp
et (53 2HYD
£i-3H-Hyp
=t (i54.L-Hy7

(b) M

Molnar-Perl, I.: Quantitation of Amino Acids and Amines by Chromatography. J. of Chrom., 70. Elsevier. 2005.

ULo._ﬂ-h-—
28

1zasu
time {min) ME




GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

Nem fehérjeépité6 aminosavak enantiomereinek szétvalasztasa
Bakterialis eredetti LL-, DD- és mezo diamino-pimelinsavak szétvalasztasa

Bakterialis eredetli LL-, DD- és mezo
diamino-pimelinsavak szétvalasztasa

GC-SIM-MS mddszerrel,
TFA/2-Prp észterek formajaban,

= 1E50-D3)

Chirasil-L-Val alléfazison.
Injektor és interfész hdmérséklete: 250
°C.

H6omérséklet: 165 °C, hontartas 20
percig, majd 5 °C/perc 190 °C-ig, 10
perc héntartas.

detector response {GC-SIMMS)

e
]

=
[
[

©) A J

SIM = Selective lon Monitoring

Vivogaz: hélium.
Nyomasprogram: 5 kPa 20 percig, majd
2 kPa/perc 15 kPa-ig, 10 percig izobar.

e || .3

| 1 1 vonatkozasu
20 25 :-EKF-NYME
Molnar-Perl, I.: Quantitation of Amino Acids and Amines by Chromatography. J. of Chrom., 70. Elsevier. 2005. time ﬂ"l"ﬂ n}



GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia — tomegspektrometria
kapcsolt technika (HPLC-MS)

A HPLC-MS technika alkalmazasaval h6érzékeny vegyiiletek vizsgalata is elvégezheto,
hisz a folyadékkromatograf maximalis mikodési hémérséklete 50 °C korul van.

A HPLC-MS technika alkamazasanal megoldandé problémak:

A folyadékkromatograg viszonylag alacsony homérsékletét és légkori nyomasat ossze
kell hangolni az MS magas ionforras-h6mérsékletével és a rendszer alacsony
nyomasaval.

Mig a folyadékkromatografianal a vizsgalt minta illékonysaganak nincs szerepe, az MS-
nél az illékonysag alapvetd fontossagu.

A folyadékkromatografia soran nagy molekula tomeg( anyagok is analizalhatdk, mig az
MS-nél a detektalhato tomeg fliigg az analizator tipusatol.

A fqmlg’yadékkromatogréfiénél gyakran alkalmazott puffereket az MS illeszt6egység és az

MIS onforras nem tudja kezelni, ezért ezeket a kapcsolt technikaknal kerdilni kell.

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu
egyetemi egylttm(ikodés, DE-SZTE-EKF-NYME




GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

Manapsag a HPLC-MS kapcsolas nem kivanja meg a bonyolult illeszt6egységeket, és az
atmoszférikus  nyomason mikodé  technikaknal  (ESI, APCI, APPl) a
folyadékkromatograf eluensét kozvetlenil be lehet vezetni az MS-be.

Minden HPLC-MS alkalmazas esetén meg kell taldlni az optimalis illesztési
paramétereket, az analizator — ionforras kombinaciot.

Polaros mintaknal el6nyds az ESI, mig kevésbé polaros vegyiileteknél APCl ionizacio.

A mozgofazis dsszetétele és mennyisége megszabja az ionizacid hatékonysagat, mert
nano folyadékkromatografia esetében (10-1000 nl/perc dramldsi sebesség) nano ESI
ionforast kell alkalmazni, mig a hagyomanyos folyadékkromatografianal (0,5-2,0
ml/perc dramldsi sebesség) folyadékosztot is be kell illeszteni az ionforras elé.

A nehézségek ellenére a HPLC-MS egyre elterjedtebb olyan élelmiszer alkotok
analiziseben mint a vitaminok, iz- és zamatanyagok, természetes és mesterséges
antioxidansok, szénhidratok, aminosavak, peptidek és nukleinsavak.

3

15,

I TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
") Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu

egyetemi egylttm(ikodés, DE-SZTE-EKF-NYME
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Egy fehérje szerkezetének felderitése LC-MS-MS technikaval

FlfﬂtEln Peptide
mixture l'l'l':!‘”"e 1D ar MDLC separation of paptide mixture
=y -
v s 15t Dimension
\ — W Y

(repeated)

Digestion ™% 0 VN T~ 2nd Dimension
1l

e (rgpeated)

MS and MS/MS
data acquisition

Peptide fragmentation MS MS/MS
by tandem MS M3 | | |||| | | {repeated)
I Collected MS/MS spectra
Computational translation =

Lulll 1 correlation analysis

of tandem mass spectra to Database search
gmino acid sequences using

geNOMIC SeqUEnNces 3 Predicted spectra from
e . genomic database sequences
Identification of proteins 1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
. . . . .. Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu
Hc# mann és Stroolant: Mass Spektrometry. Principles and Applications. John egyetemi egyiittm(ikodés, DE-SZTE-EKE-NYME

Wiley and Sons Ltd. 2007.
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Az Rnaz A és az Rnaz B tripszines emeésztése soran kapott fragmensek
analizise 2D LC technikaval
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Comprehensive
Chromatography in
Combination with
Mass Spektrometry.
John Wiley and Sons
LtdD. 2007.
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A citokrom C ESI-IT MS spektruma

A citokrom C ESI-IT MS spektrumanak jellegzetes ionsorozata elektrospray ionizacios
technikaval késziilt, ahol a csucsok a fehérje kiilonb6z6 protonaltsagi allapotat mutatjak.
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Fenol meghatarozasa ipari szennyvizben
(GC-MS)

100 %

4367891.

Fenol
75 7 2-fluor-fenol

50 = \ |
3,5-xilenol

1| TN

| I I I | I I I I I
150 300 450 600 800

j 2.50 5.00 7.50 10.00 12.50

f&
( TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
) Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu

egyetemi egylttm(ikodés, DE-SZTE-EKF-NYME
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Varosi levegé jellemz6é aromas szennyezoi

3876427.

Kolonna: 30mx0,25

5 3 SPB-1, 0,25pm,

Det.: MSD,

7 Eluens: He,
Progr.hém.: 40-250T

9 * 5 C/min

Adsz.: aktiv szén

4 Des.: CS,
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1. benzol, 2. n-heptan, 3. toluol, 4. n-oktan, 5. etil-

benzol, 6. p+m-xilol, 7. o-xilol, 8. n-nonan, 9. n-

10P-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
dekan, 10. naftalin

rbiztonsdg és gasztrondmia vonatkozasu
ni egylttm(ikodés, DE-SZTE-EKF-NYME
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HPLC/MS alkalmazasa borok antocian tartalmanak
vizsgalatara a tarolasi ido fuggvényében, valamint

GC/MS alkalmazasa a tolgyfahorddbadl kioldédott
szerves komponensek analizisére

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu
egyetemi egylttm(ikodés, DE-SZTE-EKF-NYME

\@,g o
\%‘iﬁw@u



GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

Egy négy és egy nyolchonapos bormintaban levo antocianinok és azok
szarmazékai
mAU  (q) mAU (b
250' 30 250‘
200; gog_f 39
150] 7 | 1501
] ] 17 “
1004 26 5 100 28 111-113
] 87-93 i114 ]
: 105 : 72 1::}5114
i D [ B (P4 = ; J{ oo 12 A 110
ol o Nl wURN opetze 2l N AL 12
10 20 30 40 50 min 10 20 30 40 50 min

HPLC korilmeények: Oszlop: C18 (150 x 4.6 mm, 5 um) 35 °C-on; kétkomponens( gradiens:
trifluor ecetsav 0,1%-o0s vizes oldata (A) és acetonitril (B), gradiens program: 10% B izokratikus 5
percfg majd 10->15% B 15 percig, 15% B izokratikus 5 percig, majd 15-518% B 5 percig, majd 18

9?4 B 20 percig, aramlasi sebesség 0,5 ml/perc. TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014

Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu
Alcglde-Eon et al.: Changes in the detailed pigment composition of red wine during maturity anebageinged comfikehéndivesstitcy ANElytica
Chimica Acta, 2004. 240.
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Egy 13 és egy 16 honapos bormintaban levo antocianinok és azok

szarmazékai
mAU () mAU  (d)
250 2501
200" 200+
] 38 ]
1501 \7 150
] | :
{ 26 1
10(): 405 10'3“: 39 124,125
: . : 17 111—,113
50; SOj
op—ze- Ll WL L opdst e LN S it
10 20 30 40 50 min 10 20 30 40 50 min

HPLC korilmeények: Oszlop: C18 (150 x 4.6 mm, 5 um) 35 °C-on; kétkomponens( gradiens:

trifluor ecetsav 0,1%-o0s vizes oldata (A) és acetonitril (B), gradiens program: 10% B izokratikus 5
pergfg majd 10-15% B 15 percig, 15% B izokratikus 5 percig, majd 15->18% B 5 percig, majd 18
—>35% B 20 percig, dramlasi sebesség 0,5 ml/perc.

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu
Alcade-Eon et al.: Changes in the detailed pigment composition of red wine during maturity and@ageing. oXydampiehknsivie Sttd y.KAMytica
Chimica Acta, 2004. 240.
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Egy 23 honapos bormintaban lévo antocianinok és azok szarmazékai

AU (e)

250

2001

150:

100;
: 1117113 1247125

50 39 9293%14 |
bass o MAM o e "N\osfzi

o=
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10 20 30 40 50 min

HPLC korilmeények: Oszlop: C18 (150 x 4.6 mm, 5 um) 35 °C-on; kétkomponensi gradiens:

trifluor ecetsav 0,1%-os vizes oldata (A) és acetonitril (B), gradiens program: 10% B izokratikus 5
percfg majd 10->15% B 15 percig, 15% B izokratikus 5 percig, majd 15->18% B 5 percig, majd 18
—>33% B 20 percig, aramlasi sebesség 0,5 ml/perc.

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu
Alcade-Eon et al.: Changes in the detailed pigment composition of red wine during maturity andageing. oX\dampiehknsivie SEud y.KAMiptica
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GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

Egy négy, nyolc, 13, 16 és 23 hdnapos bor antocianin tartalma és annak
szarmazékai

HPLC korulmények: Oszlop: C18 (150 x 4.6 mm, 5 pum) 35 °C-on; kétkomponensii
gradiens: trifluor ecetsav 0,1%-0s vizes oldata (A) és acetonitril (B), gradiens program:
10% B izokratikus 5 percig, majd 10->15% B 15 percig, 15% B izokratikus 5 percig, majd
15->18% B 5 percig, majd 18 -35% B 20 percig, dramlasi sebesség 0,5 ml/perc.

MS mérés kortulményei: pozitivion moéd, gazelegy nitrogén és hidrogén, nitrogén
aramlasi sebesség: 1,2 L/perc, hidrogén: 6 L/perc, kapillaris fesziltség: 4 V, kapillaris
hémérséklet: 195 °C, normalizalt Gtkdzési energia: 45%.

Roviditések: Dp = delfinidin, Cy = cianidin, Pt = petunidin, Mv = malvidin, glc = glikdz,
p-coumglc = p-coumaroylglucoside, cafglc = caffeoylglucoside, acetylglc =
acetylglucoside, C = catechin, GC = gallocatechin, EC = epicatechin, ECG =
epigallocatechin.

A

TAMQP-4.1.1.C-12/1/KONY-2012-0014

Alcadg-Eon et al.: Changes in the detailed pigment composition of red wine during maturity::|gmsggpdngolééwggﬁqmmﬁgﬁl*%%[ytica
Chipnica Acta, 2004. 240. egyetemi egylittm(kddés, DE-SZTE-EKF-NYME



GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

Retecié | Komponen | Fragment ionok A, (nm) A bor kora (hdnap)
sido s (m/z)
(perc)
[M]* [ ms? [ ms3 a |8 [13 [16 [23
21,7 |[Dp-3-glc 465 |303 |303 |277 |342 |524 |x X X X X
26,1 |[Cy-3-glc 449 287 |287 |279 |516 X X X X X
28,1 |[Pt-3-glc 479 317 317 |277 |347 |525 |x X X X X
34,1 |[Pn-3-glc 463 (301 |301 |280 |517 X X X X X
35,5 [Mv-3-glc 493 |331 |331 |277 |348 |527 |x X X X X
38,3 |Dp-3- 507 |303 |303 [276 |346 [527 (x X X X X
acetyglc
41,0 |[Cy-3- 491 287 |287 |280 |523 X X X X X
acetylglc
23,2 M\‘/’i‘ni; -coumeic 1771 [463 [463 [312 511 X |x [x X
adduct
22U \“//ilr\{_fg_ﬁgjaéléol 639 (477 [477 [s11 x |x [x X
adduct
>4 Dfr‘]’fgaggg’é Ic4-1681 (477 [477 |514 nd [x [x X
adduct
22,/ L“('_\‘/’i‘rf;, g‘ﬁgjlg@o'c 785 (477 |477 [514 nd [x [x X
adduct
bg'ué\lxlr\\/-?églifcg:cechin 805 A Lo X
gi adduct
i

Egy négy, nyolc, 13, 16 és 23
honapos bor antocianin tartalma
és annak szarmazékai

Roviditések: Dp = delfinidin, Cy =
cianidin, Pt = petunidin, Mv =
malvidin, glc = gliikdz, p-coumglc =
p-coumaroylglucoside, cafglc =
caffeoylglucoside, acetylglc =
acetylglucoside, C = catechin, GC =
gallocatechin, EC = epicatechin,
ECG = epigallocatechin.

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
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GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

Kiégetett tolgy Nalizise GC/MS

SCAN modszerrel

Abundance a1 46 49 50, |51 53

550,000
500,000
450,000{ 10

25 52
400,0001 48
350,000
300,000
250,000+ 21 44

200,000 47

35 43 I q \
150,000+ 2% 42 J(
100,000 29 J,dk! '\ !
50,0001 e e 20281 125 7] o L
' 7s l 11k3'. 15, |k 131gjmﬂlﬂ?f

. 0- e — ; 1 ,
Time->20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00 75.00 80.00 min

A GC-MS analizis koriilményei:

A minta: 1 g szaraz fabrlemény szobah6émeérsékleten 30 percig extrahalva.

Deszarpcios hémeérseklet 250 °C, 5 percig.

GC qﬁzlop: Polietilénglikol (PEG) szilicium-dioxid allé fazison (50 m x 0.25 mm, 0.25 um filmvastagsag).

ction: Spitless.
Nérsélet program: 40 °C 5 percig izoterm, 3 °C/perc 230 °C-ig, izoterm

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
€ |sE)e%gtl(g1'ség és gasztrondmia vonatkozasu
/ egyetemi egylttm(ikodés, DE-SZTE-EKF-NYME
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GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

Kiégetett tolgyfahorddbdl kioldodott illé6 szarmazékok analizise GC/MS
SCAN maddszerrel

(A kromatogrammon lévé szamoknak megfelel6 vegyiiletek)

7 = 2,5-dimethylpirazine, 8 = 2,6-dimethylpirazine, 9 = acetic acid, 10 = furfural, 11 = furanyl-1-
ethanone, 12 = benzaldehyde, 13 = propionic acid, 14 = 5-methylfurfural, 15 = butyrolactone, 16
= hydroxybenzaldehide, 17 = 3,4-dimethylfuranone-2(5H), 18 = 2(3H)-furanone, 19 = cycloten,
20 = hexanoic acid, 21 = guaiacol, 22 = t-methyloctalactone, 23 = 2-phenylethanol, 24 =
benzothiazole, 25 = c-methyloctalactone-4-methylguaiacol, 26 = maltol, 27 = 2,5-diformylfuran,
28 = o-cresol, 29 = phenol, 30 = 4-ethylguaiacol, 31 = 1H-pyrolcarboxaldehyde, 32 = octanoic
acid, 33 = p-cresol, 34 = m-cresol, 35 = eugenol, 36 = isomaltol, 37 = 4- vinylguiacol, 38 =
syringol, 39 = decanoic acid, 40 = isoeugenol, 41 = 4-methylsyringol, 42 = dodecanoic acid, 43 =
5-hydroximethylfurfural, 44 = allilsyringol, 45 = vanillin, 46 = acetovanillon, 47 = tetradecanoic
acid, 48 = propiovanillon, 49 = butyrovanillon, 50 = syringaldehyde, 51 = acetosyringon, 52 =
progﬂﬁosyringon, 53 = coniferaldehyde.

/
TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
C net és mtsai.: Journal of Agricultural and Food Chemistry. 1997. 47. 4311. Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu
egyetemi egylttm(ikodés, DE-SZTE-EKF-NYME



GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

Roviditések
AC, affinitas folyadékkromatografia (Affinity Chromatography)
AMQ, 6-aminoquinolin
AQC, 6-aminoquilonin-N-hidroxi-szukcinimidil karbamat
APCI, atmoszférikus nyomasu kémiai ionizacio (Atmospheric Pressure Chemical

lonization)
API, légkori nyomason miikodd, atmoszférikus ionizacié (Atmospheric Pressure
lonization)

APPI, atmoszférikus nyomasu fotoionizacié (Atmospheric Pressure Photoionization)
BSA, N,O-bis(trimetilszilil)Jacetamid

BSTFA, N,O-bis(trimetilszilil)trifluoroacetamid

CC, kiralis folyadékkromatografia (Chiral Chromatography)

CD, vezet6képesség detektor (Conductivity Detector)

Cl, kémiai ionizacio (Chemical lonization)

ECQﬁeIektrokémiai detektor (Electro-Chemical Detector)

W ey 2 .
E(“%etllen—gllkol )
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GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

El, elektronitkoztetéses ionizacio (Electron Impact)

ELSD, elpdarologtatassal egybekotott fényszérasos detektor (Evaporative Light
Scattering Detector)

ESI, elektrospray ionizacio (Electrospray lonization)

FLD, fluoreszcencias detektor (Fluorescent Detector)

GC-MS, gazkromatograf tomegspektrométerrel (GC Mass Spectrometry)

GC-NDP, GC nitrogén foszfor detektorral (GC Nitrogen Phosphorus Detector)

GLC, gaz-folyadék kromatografia (Gas-Liquid Chromatography)

GSC, gaz-szilard kromatografia (Gas-Solid Chromatography)

HPLC-MS, HPLC tomegspektrométerrel (HPLC Mass Spectrometry)

IEC, ioncserés folyadékkromatografia (lon-Exchange Chromatography)

IT, ioncsapda tomeganalizator (lon Trap)

LLC, folyadék-folyadék kromatografia (Liquid-Liquid Chromatography)

LLOQ, mérési alsohatar (Lower Limit Of Quantitation)

LOD; kimutatdsi hatdr (Limit Of Detection)

LSC} folyadék-szilard kromatografia (Liquid-Solid Chromatography)

TAMOP-4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0014
Elelmiszerbiztonsag és gasztrondmia vonatkozasu
egyetemi egylttm(ikodés, DE-SZTE-EKF-NYME



GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

MALDI, matrix segitett |ézer deszorpcid és ionizacid (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization)

MSD, tomegspektrometrias detector (Mass Spectrometry Detector)

NP-HPLC, normal fazisu nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (Normal-Phase High
Performance Liquid Chromatography)

NSD, nitrogén-kén detektor (Nitrogen-Sulphur Detector)

PDMS, poli-dimetil-sziloxan

PFP, pentafluor-propanol

PLOT, pordzus felllet( nyitott csé (Porous Layer Open Tube)

Q, kvadrupol tomeganalizator (Quadrupol Mass Analyser)

RD, radiokémiai detektor (Radiochemical Detector)

RID, torésmutatd detektor (Refractive Index Detector)

RP-HPLC, forditott fazisu nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (Reverse-Phase HPLC)

RP-IP-HPLC, forditott fazisu ionpar kromatografia (Reverse-Phase lonpair HPLC)

SBSE, kever6rudas szorpcids extrakcié (Stir Bar Sorptive Extraction)

SCO‘I}Tg‘/ burkolt fellletl nyitott csé (Support Coated Open Tube)

SEC;'méretkizarasos folyadékkromatografia (Size Exclusion Chromatography)

1534
F
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GC-MS ES HPLC-MS ALKALMAZASA ELELMISZER-SZENNYEZ OK MEGHATAROZASARA

SIM, egy kivalasztott iont detektald Gzemmadd (Single (Selected) lon Monitoring)

TFE, trifluor-etanol

TFECF, 2,2,2-trifluoretil-kloroformat

TMS, trimetil-szilil

TMSM, trimetilszilil-metanol

TOF, replilési id6 analizator (Time Of Flying)

ULOQ, mérési fels6hatar (Upper Limit Of Quantitation)

UV-VIS, ultraibolya-lathaté abszorbancia detektor (Ultraviolet-Visible Absorbance Detector)
WCOT, wall coated open tube

A

Uiy

W7
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