Zadanie 3.
Analiza jakoSciowa auksyn metodg chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig mas (GC-MS).

WPROWADZENIE

Chromatografia jest metodg rozdzielania sktadnikow jednorodnych mieszanin w wyniku réznego
ich podziatu mi¢dzy faz¢ ruchoma i nieruchoma uktadu chromatograficznego. Fazag ruchoma moze by¢
gaz lub ciecz, a fazg nieruchoma ciato state lub ciecz. Jesli fazg ruchoma jest gaz, to chromatografia nosi
nazwe¢ gazowej, gdy zas$ fazg ruchoma jest ciecz to chromatografia taka nazywana jest cieczowa.

Analize technikg chromatografii gazowej (GC, Gas Chromatography) wykonuje si¢ zazwyczaj
w stosunkowo wysokich temperaturach, koniecznych do odparowania poddawanych analizie w fazie
gazowej substancji ciektych i stalych. W chromatografie gazowym, gaz no$ny ze zbiornika ptynie pod
cisnieniem do specjalnie skonstruowanego, umozliwiajacego wstrzykiwanie probek, dozownika a
nastepnie, juz razem z probka przez kolumne do detektora. Temperatura dozownika, kolumny i detektora
jest regulowana i moze wynosi¢ nawet 350 °C. Probke w postaci gazu, cieczy lub cieklego roztworu
ciata stalego wprowadza si¢ do dozownika mikrostrzykawka lub specjalnym zaworem dozujacym
(gtownie gazy). Probka w dozowniku zostaje przeprowadzona w stan gazowy (odparowana w wysokiej
temperaturze) i ze strumieniem gazu nos$nego przeniesiona do kapilarnej kolumny o dlugosci 20-30
metrow, gdzie nastepuje rozdzielanie sktadnikow probki. Rozdzielone sktadniki trafiaja kolejno do
detektora, generujac w nim odpowiedni sygnat, ktory po wzmocnieniu rejestrowany jest w postaci pikow
(chromatogramuy).

Chromatografi¢ gazowa substancji gazowych 1 lotnych rozpuszczalnikow przeprowadza si¢ w
niezmienionej postaci, jednakze w celu przeprowadzenia analizy organicznych substancji stalych i
nielotnych rozpuszczalnikow anality nalezy przeprowadzi¢ w odpowiednie pochodne (derywatyzowac).
Lotno$¢ substancji zwigksza si¢ poprzez zablokowanie ich polarnych grup funkcyjnych (-COOH, -OH, -
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Rys. 2.1. Schemat chromatografu gazowego

] — zbiornik lub wytwornica gazu no$nego, 2 — regulator przeptywu gazu no$nego.
3 — odtleniacz i osuszacz (oczyszczalnik) gazu noSnego, 4 — przeptywomierz gazu
no$nero. 5 — dozownik. 6 — kolumna. 7 — detektor. § — termostat kolumnv. 9 —
regulator temperatury dozownika, kolumny i detektora, 10 — urzadzenie dozujace,
11 — wzmacniacz sygnatu detektora, 12 — integrator lub komputer z drukarka albo
rejestrator



NH:). Derywatyzacj¢ przeprowadza si¢ takze w celu zwigkszenia trwatosci termicznej analizowanych
substancji. W przypadku analizy kwaséw karboksylowych, alkoholi, fenoli i amin najczg$ciej stosowang
metoda derywatyzcji jest metylacja i/lub sililacja.

Zastosowanie chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometriag masowa (GC-MS) w analizie
fitohormonow

W analizie zwigzkow organicznych szerokie zastosowanie znajduje spektrometr masowy
sprzezony z chromatografem gazowym, ktéry pozwala m.in. uzyska¢ jakosciowe informacje o
rozdzielanych zwigzkach oraz zapewnia specyficzno$¢ oznaczen ilo§ciowych.

Podstawowymi elementami spektrometru masowego sg: uktad wprowadzania probek (w
przypadku GC-MS jest to chromatograf gazowy), zrodto jonow, analizator kwadropulowy lub putapka
jonow, powielacz elektronowy petnigcy funkcje detektora oraz system przetwarzania danych.

Analizowana substancja (ABC) bombardowana jest elektronami w zrdédle jonow. W wyniku
wybicia elektronu powstaja jony wzbudzone, ktore z kolei mogg ulega¢ dalszym przemianom, jak
przedstawiono na schemacie:

ABC +e - ABC* + 2¢ (tworzenie jonu)
ABCY - AB*'+ C*; AB* = A'+B (fragmentacja)

ABCY - BC"+A*
ABC* - AC" + B* (fragmentacja z przegrupowaniem)

Wytworzone jony trafiajg do analizatora mas, ktory dziata jak filtr - przepuszcza do detektora
po kolei jony o zadanym stosunku masy do tadunku (m/z), co pozwala zarejestrowa¢ widmo masowe.
Rodzaj powstatych jonow oraz ich wzgledna intensywno$¢ sg charakterystyczne dla danych substancji i
stanowig podstawe do ich identyfikacji.

W analizie GC-MS spektrometr masowy spetnia dwie funkcje: rolg detektora chromatografu
gazowego (rejestruje tzw. prad jonowy) oraz rejestruje widma masowe co pozwala na identyfikacje
analitu. Dzigki analizie wyselekcjonowanych jonow (SIM) z zastosowaniem deuterowanych pochodnych
mozna przeprowadza¢ oznaczenia iloSciowe badanych substancji.

Wykonanie ¢wiczenia

Przygotowaé po 3-4 cm® metanolowego roztworu kwasu indolilooctowego (IAA),
indolilopropionowego (IPA) i indolilomastowego (IBA) o stezeniu 0,5 mg/cm®. W tym celu nalezy
odwazy¢ od 1-2 mg kazdego z odczynnikéw i przenie$¢ do buteleczek z zakretka, dodajac odpowiednia
(1?) ilo$¢ metanolu. Z przygotowanych w ten sposob roztworéw pobra¢ po 0.025 cm? roztworu i
przenie$¢ do naczyniek reakcyjnych (buteleczki z zakretka o poj. 2 cm®) oznaczonych odpowiednio jako
IAA, TPA oraz IBA. Do czwartego naczynka oznaczonego jako MIX doda¢ po 0.025 ml kazdego z
przygotowanych roztworow. Zawarto$¢ naczyniek wysuszy¢ przez odparowanie przez 5-10 min
strumieniem azotu w temp. 50°C i do kazdego dodaé po ok. 0,2 cm® odczynnika derywatyzujacego
(roztwor diazometanu w eterze etylowym). Suszenie prob i dodawanie odczynnika derywatyzujacego
oraz wszystkie dalsze z nim manipulacje przeprowadzamy BEZWZGLEDNIE pod wiaczonym
wyciggiem (dygestorium). Naczynka reakcyjne szczelnie zakrecamy, wytrzgsamy przez okres okoto 1
min i pozostawimy na okres 20-30 min w spokoju. Po tym czasie proby suszymy przez odparowanie w
strumieniu azotu i do kazdego z naczyniek dodajemy po 1 cm® metanolu (klasa czystosci ,,do analiz
GC”). Tak uzyskane probki poddajemy analizie chromatograficznej wg. zaprogramowanej wczesniej
przez prowadzacego metody chromatograficznej (temperatury, szybkosci przeptywu gazéw, itp) na
kolumnie SE-54, 30 m/0.32 mm/ 0.25 um. Analiz¢ chromatograficzng na GC przeprowadzamy wg.




osobnej instrukcji. Analizy oznaczone b¢da nazwami kolejno WMAMB1, WMAMB2, WMAMBS3 ... a
opisywane jako: I-1 — standard IAA, I-1 — standard IPA, I-1 — IBA, I-1 — MIX dla analiz pierwszego
zespolu, pierwszej grupy i podobne nazwy zaczynajace si¢ od I, dla analiz wykonywanych przez
kolejne zespoty drugiej grupy. Wyniki analizy zarejestrowane przez komputer zostang wydrukowane
przez prowadzacego lub dostarczone w postaci binarnej.

Zadania:

- Poréwnaj czasy retencji substancji analizowanych indywidualnie z ich czasami retencji uzyskanymi
podczas analizy mieszaniny i oznacz odpowiednimi nazwami piki na chromatogramie mieszaniny.

- Oblicz, jakie ilo$ci substancji byty poddawane analizie chromatograficznej (w pmolach/ul).

- Narysuj na wydruku wzory chemiczne analizowanych substancji (IAA i IBA) i przyporzadkuj
odpowiednim segmentom czasteczek obserwowane w widmie masowym jony fragmentaryczne.

Opracowanie wynikow
W sprawozdaniu z wykonanego zadania umieszczamy dostarczone przez prowadzacego chromatogramy.

Narysuj na wydruku wzory chemiczne analizowanych substancji (IAA i1 IBA) i1 przyporzadkuj
odpowiednim segmentom czasteczek obserwowane w widmie masowym jony fragmentaryczne.
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Godzina rozpoczecia zajec:

Imiona i Nazwiska

Grupa

Chromatogramy analiz

Whioski:




Instrukcja wykonywania analiz na chromatografie gazowym sprz¢zonym
ze spektrometrem masowym firmy PerkinElmer.

Do wykonania analizy konieczne jest zaprogramowanie aparatu polegajace na wpisaniu na liste
probek (Sample list) nazwy analizy (druga kolumna - File name), parametréw analizy i ewentualnie
dodanie jakiego$ komentarza w kolumnie File text (kolumna 4). Oprocz nazwy analizy konieczne jest
podanie nazwy pliku z parametrami pracy chromatografu (GC Method Inlet file) (3 kolumna), pliku z
parametrami pracy detektora mas (MS Method) (2 kolumna) i pliku dostrojenia detektora (MS Tune
File - kolumna 5). Mozna — nie trzeba — w ostatniej kolumnie wpisa¢ date analizy. Nazwy tych plikow
mozna po kolei wpisywa¢ lub wybiera¢ z rozwijanej listy w odpowiednich komorkach wiersza analizy
albo skopiowac caly poprzedni wiersz a nastegpnie (Koniecznie!) zmieni¢ nazwg analizy (kolumna 1).
Uwaga! Powtorzenie jakiej$ nazwy pliku spowoduje nalozenie pliku wynikéw wykonywanej analizy na
plik wynikéw poprzedniej analizy o tej samej nazwie, tym samym nieodwracalng ich utrate.

Najwygodniej jest jednak dopisa¢ analiz¢ do listy przez kliknigcie lewym klawiszem myszy na
szarym polu (kolumna 0) po lewej stronie w wierszu ostatniej analizy i nacis$nigcie ikonki Add
Sample (patrz rysunek). Spowoduje to powielenie parametrow poprzedniej analizy i jednoczesne
nadanie nowej nazwy programowanej analizy. Wystarczy wtedy tylko zmieni¢ komentarz (komentarz
jest gtowna cecha, po ktorej poznajemy proby na liscie) i ewentualnie date.

Zaprogramowane dane nalezy nastgpnie przesta¢ do aparatu. W tym celu klikamy lewym
klawiszem myszy na szarym polu po lewej stronie wiersza analizy, ktora chcemy wykonaé (caty wiersz
powinien si¢ wyrdzni€) i naciskamy ikonk¢ Run (patrz rysunek). Na ekranie pojawia si¢ kolejno dwa
okna, ktore nalezy zatwierdzi¢ wciskajac przycisk OK. Spowoduje to przestanie parametrow analizy do
chromatografu i detektora i umozliwi wykonanie analizy. Prawidlowe przestanie danych analizy do
aparatu sygnalizowane jest zielonym koteczkiem na szarym polu po lewej stronie obok nazwy aktualnie
programowanej analizy.
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Analiz¢ proby wykonujemy przez wstrzyknigcie do chromatografu (Uwaga! Dozownik jest
goracy) za pomoca mikrostrzykawki 1 pl roztworu probki i naci$nigciu zielonego przycisku Run na
klawiaturze chromatografu. Wstrzyknigcia proby mozemy jednak dokona¢ dopiero po pojawieniu si¢ na
panelu okna programu po lewej stronie listy probek komunikatoéw General status Ready i GC status
Ready.

Po wstrzyknigciu probki do chromatografu strzykawke trzeba 10 krotnie przeptuka¢ metanolem,
wypuszczajac kazdorazowo naciagnigty rozpuszczalnik na papierowy recznik.

Podgladu rozdzialu chromatograficznego mozemy dokonywa¢ po kliknigciu na szarym polu po
lewej stronie wiersza analizy a nast¢pnie kliknieciu ikonki View Chromatogram (patrz rysunek).

Podgladu widma masowego danego piku dokonujemy przez ustawienie kursora na tym piku na
chromatogramie i a nastepnie kliknieciu ikonki Podglad widma masowego (patrz rysunek) lub
nacis$nigciu prawego przycisku myszy.

Po wykonaniu analizy program zapisuje wszystkie dane w komputerze a chromatograf powraca
do stanu wyj$ciowego i mozna programowac kolejng analize¢

Aby okresli¢ powierzchnig jakiegos$ piku nalezy wybraé z paska narzedzi ikong¢ chromatogramu,
wybra¢ wybrane jony poprzez dwukrotne kliknigcie mysza i nastgpnie wceisnigcie ikony chromatografu,
ktérego $rodek jest wypelniony kolorem zielonym. Pojawi si¢ okno chromatogramu z pikami oraz
zaznaczonym czasem retencji i powierzchnig piku (dane umieszczone nad pikiem).



