chromatograficky systém Agilent Infinity 1290/1290 I s DAD detekci

a hmotnostnim spektrometrem Agilent 6460 QqQ




1290 Infinity DAD detektor
G4212A
HPLC /UPLC A ) diodové pole 1024 prvki
Ferererare rychlost sbé&ru dat 160 Hz
moznost sbéru dat pti 8 vinovych délkach
cela 10 mm
rozsah 190 - 640 nm

1290 Infinity kolonovy termostat
G1316C

dveé oddelené temperované zony
teplotni rozsah 10 - 100°C

1290 Infinity Il multisampler
G71167B

tlakovy rozsah az 1200 bar
externi oplach jehly

0,10 - 120 pL

temperace od 4 - 40°C

108 pozic pro 2 mL vialky

1290 Infinity II binarni erpadlo tlakové
G7120A

rozsah 1200 bar do 2 mL/min

800 bar do 5 mL/min

rozsah prutoku MF 1uL -5 mL/min
vysokotlaky bindrni mixer

vakuovy Ctyikanalovy degaser

selek¢ni ventil- vybér slozek MF ze 4 zasobnikl
automaticky a programovetelny oplach pistt
rozsahpH 1-12,5




Agilent Jet Stream (AJS) iontovy zdroj

Therma! energy is
focused to the nebuiizer
Thermal focusing
produces the most
efficient desolvation and
ion generation possible

nebuiizer spray and creates higher ion
density in front of the capillary

Resistive sampling
capiliary

o M e technologie AJS zaloZena na tradi¢nim Agilent ESI iontovém zdroji

' 10x ' S orthogonalnim uspotadanim,
‘ enhanced | kromé& zmlzovaciho plynu okolo sprejovaci kapilary zaveden
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kapildrou —
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porovnani citlivosti klasického elektrospreje a Agilent AJS iontového zdroje



ionizace elektrosprejem (ESI; Electro Spray lonization)

mékka ioniza¢ni technika, k ionizaci dochazi pomoci vysokého napéti (2 —SkV) za atmosférického tlaku

do kapilary vstupuji analyty v mobilni fazi,

aplikace silného elektrického pole na elektrodu — vznik nabitych ka
(tvorba aerosolu podporovana koaxialn¢ proudicim zmlzujicim plynem)
rozpousStédlo z nabitych kapic¢ek rychle odpareno proudem plynu o

— zvySeni povrchového naboje,

— souhlasné¢ nabité ndboje se odpuzuji — prekonani povrchového napéti — exploze nabitych kapicek,

uvolnéni iontii z povrchu kapi¢ek do plynné faze

picek — aerosolu na hrotu elektrody,

zvysené teploté (susici plyn)

analyzator
R zmlzujici pl suSici N
analyty v mobilni faz J >pyn “ K/ 2
o SRR o
-+
ﬁ._:__._ iv +++ [\
nabitd kapilara < LA
(elektroda) _pf You
+ 4+
Foom  * +++
[y 4+ 004 *
f—’ IR > ‘S-’“'"" By > tE
<7 7 S
analyty o
+
nabité kapitky aerosolu nabité ionty analytu

nevyhoda - potla¢eni tvorby ionti analytu (ion supression)
tj. ve stejném okamziku vznikaji konkurencni ionty
ze slozek vzorku ptitomnych ve vysoké koncentraci

eliminace jevu:

separaci cilovych analyti od slozek snizujicich iontovy
vytézek na LC-koloné a soucasné

pouziti internich standardi znacenych stabilnimi izotopy




tandemovy hmotnostni spektrometr s analyzatorem typu QQQ Agilent 6460 CA
a detektorem na principu elektronového nasobice

Quad Mass Filter (@1) Quad Mass Filter (G3)

oam'eﬁ\::n:hu: n
\:Uj — /==y £

||||| Detector

{LJJVLAL

Rough Turbo 1 Turbo 1 Turba 1 Turbo 2
Pump

"vys$si stfedni tfida" portfolia fady 6400

diky technologii AJS_ma dosahovat mezi detekce na urovni desitek

femtogramli i ve slozitych matricich —
idealni pro rutinni aplikace ultrastopové analyzy

rozsah méfeni hmot 5 az 3000 amu (pro oba Q)

doba pfepinani polarity béhem méteni max 30 msec

minimalni doba métfeni prechodu 1 ms

rychlost scanu 12500amu/s

rychlost cisténi kolizni cely <1 ms

MRM ptechodi v jedné analyze >40000

dynamickych ptechodi v jedné metodé 4000
dynamicky rozsah 6-108

automatické ladéni (tune)

systém umoznuje:

MS SCAN

MS SIM

MS/MS MRM

MS/MS neutralni ztraty

MS/MS sken produktovych ionti
MS/MS sken prekurzorovych iontt
dynamicky MRM

triggered MRM

automaticka optimalizace MRM metody
automaticka optimalizace iotového zdroje

(kombinace MRM metody s genergvanim hmotnostmho spektra)

softwarové vybaveni - MassHunter

——————


http://hpst.cz/agilent-jet-stream-ajs-iontovy-zdroj

kvadrup(’)l — selekce ionti dle poméru m/z v plynné fazi za vakua na zdklad¢ stability oscilace iontl

ionty s nestabilni trajektorii

ionty z iontového zdroje g Q e 3] ionty se stabilni trajektorii
> T < i S e N e S S <> NG A S >
: @ y  detektor nebo jind Cast analyzatoru
Q —

Ctyf1 paralelnich tyCe kruhového nebo hyperbolického prifezu,

na které je privedena kombinace stfidavého a stejnosmérného napéti,

protilehlé elektrody maji stejnou polaritu,

z iontového zdroje vstupujici ionty osciluji,

ionty s urcitou hodnotou m/z se pohybuji po stabilni trajektorii smérem k detektoru
na zakladé

velikosti stejnosmérného napéti a amplitudy stiidavého napéti v daném okamziku,

ionty s nestabilni trajektorii jsou vychyleny a zachyceny na tycCich

analyzator pracuje v rezimech:

SCAN celektrické pole se kontinudlné¢ meéni

— proméfeny vSechny hodnoty m/z — kvadrupol propusti na detektor vSechny ionty — celkové hmotnostni spek.
SIM (Selected Ion Monitoring) elektrické pole se nastavi tak, aby prochazely ionty se zvolenou hodnotou m/z

— kvadrupol propusti pouze ionty se zvolenym m/z — kvantitativni stanoveni analytu se znamou chem. strukturou



trojity kvadrupol

v rezimu SIM v rezimu SCAN
Q1 Q2 Q3
TS reeoats eranyan ) +
AT -+ > e+ <: , > By e N

Q2 kolizni cela - kolizné indukovana disociace (CID)

do Q2 ptivadén kolizni plyn (N,, Ar)
zvySeni tlaku a urychleni iontu elektrickym polem — kolize iontu s atomy kolizniho plynu —>

roste vnitini energie iontu —> fragmentace ——> specifické produktové ionty do Q3



Q1 propousti iont s definovanou hodnotou m/z sken produktovych iontu

Q2 fragmentace definovan¢ho iontu
Q3 v rezimu skenovani v definovaném rozsahu hodnot m/z .

— fragmenty zaznamenany detektorem |onty @g 9 f"f — detektor

— informace o fragmentaci vybraného iontu >

— identifikace latek nebo @g) @—®;> o@

urceni prechodli vhodnych pro kvantifikaci

sken prekurzorovych ionti

Q1 v rezimu skenovani v definovaném rozsahu hodnot m/z

Q2 fragmentace iontl se zvySujici se hodnotou m/z ionty g~ Qg Jg Jetektor

Q3 do detektoru propousti pouze jeden specificky fragment X
b s T SRS — - - e 4

— detekce vybrané¢ funkcni skupiny, detekce latek s — e

podobnou funk¢ni skupinou s typickou fragmentaci e Qg) OE

SRM (MRM) sledovani rozpadu ionti

Q1 propousti iont s definovanou hodnotou m/z (prekurzorovy)
Q2 fragmentace definované¢ho iontu za optimalni kolizni energie

pro vznik nejintenzivnéjsiho produktu (produktovy iont) ionty _ , 09 @g sele]
Q3 projde iont (produktovy)s definovanou hodnotou m/z b

— kvantifikace o"@;) - @

>

sken neutralni ztraty

QI a Q3 skenuji ionty s konstantnim rozdilem hodnot m/z, @9 Jg & E

ktery ptedstavuje neutrdlni fragment vznikly v Q2
—  detekce latek se stejnou funkéni skupinou >

par hodnot m/z odpovidajici prekurzorovému a produktovému iontu
tj. iontovy piechod vybér vhodné kombinace prekurzorovych

a produktovych ionti — vysoka selektivita — kvantitativni analyza SRM Selected Reaction Monitoring
MRM Multiple reaction Monitoring



r

pracovni itenerar

pfiprava zasobnich roztokl kazdého analytu v CH;OH 1g/L
priprava standardniho smésn¢ho roztoku 1 ug/L v UPW

R .

o o
Zeus gy obecny gradient, separac¢ni kolona (2.1 x 50 mm;’ 1,8-jum)

metoda ladéni ESI-

automaticka optimalizace MRM metody -
(prekurzorové ionty, produktové ionty, kolizni energie, napéti na konci rezistivni kapilary, gradient napéti v kolizi cele)

vyhodnoceni vysledkti ladéni v programu Quolity

prevedeni vysledki optimalnich vysledkii ladéni do MRM metody
vyvoj MRM metody na pozadované kolon¢ z hlediska ucinnosti separace (slozky mobilni faze, gradient, ...)
automaticka optimalizace iontového zdroje

(teplota a priitok susictho plynu, tlak zmlzujiciho plynu, teplota a priitok piehiatého plynu, napéti na hrotu zmlzujici kapilary, napéti

pred rezistivni kapilarou) PR AN
ptevedeni MRM metody na dynamickou MRM metodu e

v'.A ;“J E PR
kalibrace, mez detekce a mez stanovitelnosti pro riizné matrice, piistrojova mez detekce | i e e

validace metody



analyzované matrice / cilové analyty

analyza raznych druht vod z hlediska identifikace a predev§im kvantifikace polutantt

(v pavodni formé nebo ve formé nékterych jejich transformaénich produkti)

ze skupin organickych latek:

(nesteroidni antirevmatika, antiepileptika, cytostatika),

(anti/estrogeny, anti/androgeny),

moznymi cilovymi analyty jsou

dizerta¢ni prace
bakalaiska prace
diplomova / dizertacni prace
diplomova prace
diplomova prace

uc¢innost eliminace vybranych jodovanych kontrastnich latek po ozonizaci
kvantitativni stanoveni vybranych estrogent, androgenu a antiandrogenti
uc¢innost biotransformace vybranych I€Civych latek mikroorganismy
ucinnost eliminace vybranych lé¢ivych latek membranovymi procesy
ucinost eliminace vybranych 1éCivych latek fytoremediaci



DEKUJI Z& POZORNOST



stanoveni cilovych analyti - instrumentalni analytickad koncovka
detekce DAD

DAD detektory celé spektrum v realném Case

» zafeni ze zdroje (1) (deuteriova vybojka) proslé Stérbinou (2), ¢ockou (3), clonou (4), mérnou celou (5),
se spektraln¢ rozklada holografickou mtizkou (6)
=> na kazdou fotodiodu (7) dopadd zativy tok ® o ur€ité A zeslabeny absorpci v cele

* kazd4 fotodioda spojena s pfedem nabitym kondenzitorem, po dopadu zéfeni na fotodiodu vznikajici
fotoelektricky proud kondenzéator vybije - imérné intenzité dopadajiciho zareni,
v dal$i fazi se kondenzator dobiji a mérise proud potiebny na dobiti

* sequence vybiti / nabiti se rychle opakuje (10 ms/ 190 — 600 nm) =>

udaje o A pri kazdé A v kazdém okamziku



po selekci v hmotnostnim analyzatoru ionty dopadaji do detektoru — detektor generuje signal

elektronovy nasobic

ionty dopadaji na dynodu, ze které vyrazi 1 az2 elektrony,
elektrony jsou zesileny systémem dynod,
zesileni az 108x

signal

. e
g \rxw
—>(\/ NS




Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

pro Sirokou oblast stfedné¢ polarnich i1 nepolarnich tékavych analyti s M < 1 500,

nevhodnd pro nestabilni analyty

ve vyhtaté komoie zmlzeny cilové analyty 1 MF zmlZeny,

na vybojovou jehlu vlozeno vysoké napéti — koronovy vyboj ionizuje molekuly MF a

nasledné molekuly analytu ion - molekuldrnimi reakcemi s reakénim plynem,

vznikl¢ ionty elektrodami usmérnény do hmotnostniho analyzatoru

\Vstu D
eduatu

Zmlzovac (spre
Zmizujici plyn - preg)

Vyhiivana zona

Susici piyn
|2 /
- Vibojova k1

jehla Kapkira



Abundance

U.S. EPA predepisuje pro odhad IDL a MDL statisticky pfistup

Ustiedni véstnik Evropského spoledenstvi (Rozhodnuti komise ze dne 12.srpna 2002, Provadéci smérnice Rady 96/23/ES)
o provadeéni analytickych metod a interpretaci vysledkii predepisuje

béZny standard pro stanoveni IDL a MDL pouZivany v Evropé

oba postupy identické:

204

miz 272.00

4 Peak area = 810 counts
STD 41.3 counts

Peak arca RSD = 5.1%

8 nastiiki roztoku standardu
200 fg standardu v objemu nastiiku, tj. 200 fg na kolonu

8 elucnich kiivek v jednom zaznamu

204

(n—1) stupiit volnosti = 7

na 99% hladiné spolehlivosti = 2,999 kritickd hodnota

Studentova rozdéleni

¢ ) D] [¥] o

Time (min)

IDL = (relativni smérodatna odchylka plochy piku ziskana z 8 méfeni/ 100) - 2,999 - nastfikové mnozstvi standardu

IDL = (5,1 / 100) - 2,999 - 200 = 31 fg

IDL [ng/L] matrice: pitna voda

EE2 0,78
17p-E2 0,20
E3 0,17

El 0,04







