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Roviditésjegyzék

2,4-TDA: 2,4-diamintoluol

AM2NA: 4-metil-2-nitroanilin
2,4-DNT: 2,4-dinitrotoluol

2,6-DNT: 2-,6-dinitroltoluol

AM3NA: 4-metil-3-nitroanilin
2M5NA: 2-metil-5-nitroanilin
2M3NA: 2-metil-3-nitroanilin

MDI: Metil-difenil-diizocianat

TDI: toluol-diizocianat

DNAT: 2,2'-dinitro-4,4'-azoxitoluol
4AHA2NT: 4-hidroxilamon,2-nitrotoluol
2A4NT: 2-amino-4-nitrotoluol
4A2NT: 4-amino,2-nitrotoluol

MeOH: Metanol

GC: gazkromatograf

HPLC: folyadékkromatograf

FID: langionizacios detektor

GC-MS: gazkromatografia-tomegspektrometria
80/20 DNT: 80%-ban 2,4-DNT-b6l, 20%-ban 2,6-DNT-bdl késziil
rpm: percenkénti fordulatszam

TCD: hdvezetd-képesség érzékeld detektor
NPD: nitrogén-foszfor detektor

ECD: elektronbefogo6 detektor



FPD: langfotometrias detektor

XCD: kemilumineszcens detektor

MSD: tomegszelektiv detektor
LOD: kimutatasi hatar

LOQ: meghatarozasi hatar



Absztrakt

A diplomamunkam f6 célja a 2.4-dinitrotoluol (2,4-DNT) hidrogénezésének kovetésére
hasznalt jelenlegi GC-MS (tomegspektrometrids gazkromatografia) modszer atirasa GC-FID
(langionizacios detektorral szerelt gazkromatograf) rendszerre €s ezen feliil az (j modszer
validalasa is terveim kozott szerepelt. A modszeratirdson beliill modszerfejlesztést hajtottam
végre, melynek sordn kiilonbozo bedllitasi paramétereket valtoztattam a megfeleld eredmény
eléréséig. Ilyen példaul a kolonna hémérséklet, detektor hdmérséklet, injektor hdmérséklet,
injektalasi térfogat €s a futasi id6. Ezeket szakirodalmi adatokkal, ezen beliil is publikaciokkal,
szabadalmakkal, kutatasokkal, orai tananyaggal, valamint a GC-MS-rdl atvitt beallitasokkal
tamasztottam ald. Elso 1épésben egy kalibracios sort (0,5; 1; 2; 5; 10; 20 és 50 mmol/l)
készitettem ¢€s azon kisérleteztem, amint ez megfeleld eredményeket produkalt, validalasi
vizsgalatokat készitettem. Ezen beliill linearitds-, ismételhetdség-, reprodukélhatosag-,
robusztussag-, rendszeralkalmassag-vizsgalatokat folytattam. Mindegyik vizsgalatnal 3
koncentracioban (0,5; 5 és 50 mmol/l) 5-5 db mérést végeztem azért, hogy bizonyitsam a
modszer alkalmassagat a FID rendszeren. A valasztott koncentraciok a kalibracios oldatsoron
Osszes validalasi protokollnal sikeriilt megfeleld eredményt elérnem, igy a diplomamunkam
befejeztével elmondhatom, hogy a 2,4-dinitrotoluol modszerét sikeresen atirtam GC-MS-r6l,

GC-FID rendszerre, valamint a validalasi vizsgalatok is sikeresen zarultak.



1. Bevezetés

A halvanysarga szind, kristalyos, szilard 2,4-dinitrotoluol (2,4-DNT) egy széles korben hasznalt
szerves vegyiilet, melyet szinezékek, pigmentek, gydgyszerek, festékek, robbandanyagok,
valamint miibér eléallitasahoz egyarant alkalmaznak. Rakkeltd, mutagén tulajdonsagokkal
rendelkezik, ezaltal az Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Ugynoksége elsGbbségi szennyezd
anyagnak mindsitette. A DNT hosszu tartozkodasi id6vel rendelkezik a vizben, igy amennyiben a
megfeleld lebontas eldtt bekeriil a talajvizbe, karos hatdssal van a vizi koérnyezetre és az emberi
egészségre, akar teljesen elszennyezheti a kornyezetet. A 2,4-dinitrotolul (2,4-DNT, IUPAC név:
1-metil-2,4-dinitrobenzol, CAS-szam: 121-14-2, 6sszegképlet: C7HsN204, molaris tomeg: 182,13
g/mol) a dinitrotoluolok koz¢ tartozo {6 alkoto, a 2,4,6-trinitrotoluol (TNT) ipari szintézise soran
keletkezik, igy a trinitrotoluol, vagyis a TNT prekurzoraként ismert, de f6leg toluol-diizocianat
prekurzoraként allitjdk eld. A trinitrotoluol egy nagyon széles korben hasznalt robbandanyag,

melyet szinezékek, festékek eldallitdsa mellett a katonai szektorban is eldszeretettel hasznaltak.

[1-4]

Diplomamunkamat a 2,4-DNT szakirodalmi kutatdsa utdn a modszeratirassal folytattam a GC-
tomegspektrometrids késziilékrél a GC-langizonizacios detektorral rendelkezé késziilékre.
Vizsgalataimat a Miskolci Egyetem Kémiai Intézetében végeztem a kromatografias laborban a
GC-FID gazkromatografon (Agilent 8890) Dr. Muranszky Gabor egyetemi docens feliigyelete
mellett. Els6 1épésben kalibrald oldatokat készitettem a 2,4-TDA, 4AM2NA, 2M3NA, 2,4-DNT,
AM3NA, 2M5NA alkotokbol 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 és 50 mmol/l-es koncentraciokban (Ez megfelelt
a linearitds vizsgalatnak is). Ezt Ggy készitettem el, hogy egy 20 ml-es lombikba mértem be a
komponenseket annak megfeleléen, hogy 0,05 mol/dm3-es oldatot kapjak, majd ezt higitottam
tovabb a kiilonboz6é koncentraciok eléréséhez. A szakirodalom tanulméanyozésa utan készitettem
egy modszert és futtattam egy kalibraciot a kromatografon a GC-MS-rdl atvett nagyjabdl azonos
beallitasi paraméterekkel. A modszer beallitasait addig valtoztattam, amig egy R?=0,99 feletti
korrelacios koefficienst nem kaptam az analitikai fiiggvény tekintetében. Azt kovetden, hogy ez
sikeriilt, elkezdtem a validalasi vizsgalatokat, mely rendszerezett vizsgélatok segitségével
alatdmasztja, hogy a modszer teljesitményjellemzdi megfelelnek-e az analitikai modszer altal

eléirt kovetelményeknek. Ezen beliil linearitdst, ismételhetdséget, robusztussagot,



rendszeralkalmassagot ¢és reprodukalhatésagot mértem. A kalibracion beliill hat féle
koncentracioban készitettem oldatokat, hogy a teriilet fliggvényében egy linearis gorbét kapjak
minden komponens esetében. Az ismételhetéség soran harom koncentracidban (0,5; 5; 50 mmol/l)
5-5-5 db mérést végeztem, hogy megvizsgaljam a kozel azonos idépontban, egymas utan felszuart
mérések eredményeinek hasonldsagat. A célom az volt, hogy a mérések soran kapott koncentracioé
kozel legyen az elméleti koncentracidohoz, valamint az egymas utan felszurt mérések koncentracioi
is szintén jol viszonyuljanak egymashoz. A reprodukalhatdsag volt a kovetkezo vizsgalat, melynek
soran egy csoporttarsammal 0sszedolgozva készitettiink el kiilon-kiilon 3-3 koncentracioban 5-5-
5 db mérést, melyeket a kiértékelés utan Osszehasonlitottam. Itt a célom az volt, hogy minél
kozelebb legyenek az eredményeink, ezzel kikiiszobdlve az emberi hibabol adodéd pontatlansagot,
valamint bizonyitani azt, hogy tobb ember is képes a mérésre. Természetesen ezt a vizsgalatot mas
eszkOzzel, mas laborban is el lehetett volna végezni. A robusztussagi vizsgalat soran valtoztattam
az aramlasi sebességet (1,5 ml/percrél 1,3 ml/percre és 1,7 ml/percre), a detektor hémérsékletet
(360°C-16l 350°C ¢és 370°C-ra), az injektor hdmérsékletét (280°C-rol 270°C és 290°C-ra) ¢és a
valtoztatott bedllitasokkal végeztem el szintén harom koncentracidoban 5-5-5 db mérést. Az
aramlasi sebesség valtoztatdsanal eldszor 0j kalibraciot kellett készitenem, ugyanis az aramlasi
sebesség valtoztatasaval a komponens csucsok mas iddpillanatban jelentek meg, igy ezek retencios
ideje eltér a kiindulasi modszerben tapasztaltaktol. A robusztussag vizsgalat soran a célom szintén
az volt, hogy minimalis valtoztatasokkal is megfelelden miikddjon a rendszer. Nem utols6 sorban
pedig rendszeralkalmassagi vizsgalatot is végeztem, ahol a szimmetria faktort elemeztem,

melynek 0,75 és 1,6 kozott kell lennie az el6irasok szerint. [1-4] [38]



2. Irodalmi attekintés

A diplomamunkamban felhasznalt szerves vegyiilet a 2,4-DNT halvanysarga szinii, kristalyos
szilard, széles korben hasznalt szerves vegylilet, a nitrobenzol vegyiiletek csaladjaba tartozik,
melyet szinezékek, pigmentek, mlianyagok, gyogyszerek, festékek, robbandanyagok, vagy mibor
eléallitdsdhoz egyarant alkalmaznak, valamint rakkeltd, mutagén tulajdonsagokkal is rendelkezik.
A DNT hosszu tartézkodasi idével rendelkezik a vizben, igy amennyiben a megfeleld lebontas
elott bekeriil a talajvizbe, karos hatdssal van a vizi kdrnyezetre €s az emberi egészségre, akar
teljesen elszennyezheti az egész kornyezetet. A 2,4-dinitrotolul (2,4-DNT, IUPAC név: 1-metil-
2,4-dinitrobenzol, CAS-szam: 121-14-2, osszegképlet: C7HsN204, molaris tomeg: 182,13 g/mol)
a dinitrotoluolok kozé tartozd 6 alkotd, a 2,4,6-trinitrotoluol (TNT) ipari szintézise soran is
keletkezik. A trinitrotoluol egy nagyon széles korben hasznalt robbandanyag, melyet a szinezékek,
festékek eldallitasa mellett a katonai szektorban is eldszeretettel hasznaltak. A 2,4-DNT katalitikus
hidrogénezése egy nagyon fontos, az egyik leggyakrabban alkalmazott eljaras a vegyiparban nagy
mennyiségii toluiléndiamin (TDA) eldallitasa soran. A folyékony kiinduldsi anyagok
hidrogénezését a vegyiparban legfoképp szuszpendalt katalizator jelenlétében, vagy szilard-agyon
hajtjak végre. A hidrogénezd reakcid egy nagyon gyors és exoterm folyamat, amit altalaban kevert
tartalyreaktorban, csékoteges reaktorban, autoklavokban vagy reaktorkaszkadokban végeznek.
Katalizatorként f6leg aluminiumot és nikkelt (Raney-nikkelt) hasznalnak ezekben az eljarasokban,
ami adott esetben adalékolva lehet kiilonb6z6 fémekkel, pl. vassal vagy krommal. A hidrogénezési
eljarasban 4ltalaban olyan hidrogént alkalmaznak, melynek tisztasaga 99,99% térfogatszazaléknal
nagyobb, igy a lehetd legkisebb mennyiségii inert gaz keriil a hidrogénez6 reaktorba. [1-4] [25-
26]

A 2,4 DNT-t sokféleképpen eld lehet allitani, ebbdl mégis kiszeretnék egyet emelni. A dinitrotouol
egy heterogén, erésen exoterm reakcid soran jon létre, a toluol vegyes savban torténd kétlépcsds
nitralasanak végtermékeként. Jelenleg a 80/20 DNT el6allitasa egy ist tipusu kétlépcsds nitralasi
eljaras alkalmazasaval valosul meg, de ez hosszu reakcididét, a reakcid soran felszabaduld nagy
hémennyiség okozta biztonsagi problémakat, alacsony folyamatbiztonsagot ¢és gyenge
termékszelektivitast tesz csak lehetdvé. Ehhez képest egy masik, 4j eljaras szerint mikroreaktorban

végzik ezt a reakciot, melynek elonye a nagy tomegatadasi egyiitthatd, a jobb reakciosebesség és



a rovidebb reakcididd. A reakcidfolyamat tomeg- ¢és hoatadasi-képességei a mikroreaktor
hatékonysaganak ¢s véges térhatasanak felhasznaldsaval javithatok, ennek kdszonhetéen javul a
termékszelektivitas és a folyamat biztonsdga. Mindemellett a mikroreaktor kevesebb anyag
mellett, biztonsdgosan és jol szabalyozhatdé formdban valosul meg, valamint nagyobb fajlagos
feliilettel, nagyobb hdcsere hatékonysaggal, orientacidval, elrendezéssel, a reaktdns molekulara
gyakorolt korlatozo hatassal rendelkezik, €s javitja a termék szelektivitasat. Egy kinai szabadalom
szerint egy olyan rendszert biztositanak a 80/20 DNT folyamatos eldallitasara, ami toluol
segitségével egy mikroreaktoron keresztiil torténik. Kétlépcsos eljarasbol all, ahol az elsé egy
mikroreaktort tartalmaz, ami nem mas, mint egy mikrohdcseréldvel ellatott tobbcsatornas
mikrokeverd reaktor. A masodik 1épcsé pedig hdcserélé berendezést és toltdanyagot (haromszog
alaku spiralis rozsdamentes acélt) is tartalmaz. A két reaktor hdmérsékletét a hocseréld berendezés
(hiitokozeg-keringetd) szabalyozza, valamint ezeket egymdés utan sorba kapcsoljak egy
szekvencidlis gylijtéedénnyel. Ez a hdcseréld egy lamellas hdcseréld, ahol a csatorna szélessége
1-2 mm nagysagu, hidraulikus atmérdje pedig nem tobb, mint 0,1-3 mm. Elsd 1épésként elkészitik
a vegyes savoldatot. A masodik 1épésben a toluol és a kevert sav (salétromsav és kénsav) 75°C-on
egy tobbcsatornds- €s egy cséreaktorban reagal egymassal, a felszabadul6 hot a reaktoron keresztiil
hdcserével eltavolitjdk, az anyagokat Osszekeverik, majd a gylijtéedénybe folyik a
reakciofolyadék, vizzel és luggal mossak, végiil kinyerik a dinitrotoluol terméket. Fontos
megemliteni, hogy a dinitrotoluol a vegyiparban a poliuretdn egyik nagyon fontos nyersanyaga,
ahol els6sorban toluol-diizocianat eléallitasara hasznaljak. Az izocianatok az izociansav
kiilonb6z6 észtereinek gylijtoneve, melyeket alifas és aromads izocianatokra lehet bontani, koziiliik
az aromasok felhasznalasi mennyisége jelenleg a legnagyobb. Ilyen példaul a vegyiparban az MDI
(metil-difenil-diizocianat) és a TDI (toluol-diizocianat). Két nitrocsoport talalhato a dinitrotoluol
szerkezetében, melyek a benzolgylirtin eltérd helyzetben allnak, ennek koszonhetden haromféle
TDI allithat6 el6. A legkiemelked6bb a piacon az a DNT, ami 80%-ban 2,4-DNT-bél, valamint
20%-ban 2,6-DNT-b6l késziil, amit az iparban 80/20 DNT néven ismernek. A kidolgozott
reakcidban a résztvevd kiindulasi molekulak meghatarozott orientacioval és elrendezéssel
rendelkeznek, de a mikroreaktor jelentds mértékben korlatozza a reaktansok és a reakcid kozbensd
termékeinek mozgasat, igy az orientacid, elrendezés és a korlatozo hatds meghatdrozza majd a
reakcio iranyat és sebességét. A toluol €s a mononitrotoluol (MNT) konverzids ardnya tobb mint

99,9%, a dinitrotoluol hozama t6bb mint 99%, ahol a 2,4-DNT ¢és a 2,6-DNT szazalékos aranya
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tobb mint 96% és a 2,4-DNT/2,6-DNT teljesen megfelel a vallalkozasok 80/20
termékszabvanyainak. Elonyei koz¢ tartozik a magas nyersanyagatalakitisi-arany, magas
termékhozam, stabil folyamat, optimalizalds, nagy tOmegataddsi egyiitthatd, javitott
reakciosebesség, rovidebb reakcioidd, rovidebb tartozkodasi idO, kevesebb mellékreakeio, jobb
reakcid szelektivitds, nagyobb biztonsag, nagy fajlagos feliilet, valamint a nagy hdcsere

hatékonysag. Az els6 abra a 2,4-DNT szerkezetét mutatja be. [1-5]

1. dbra: 2,4-dinitrotoluol szerkezete [28]

A DNT hidrogénezése 0Osszetett reakcidmechanizmussal jellemezhetd, amely részleges
hidrogénezést és kondenzacios vegyiileteket is magaban foglal. G. Neri, M.G. Musolino, C.
Milone, A.M. Visco, és A. Di Mario szakirodalmukban leirtak a 2,4-DNT Kkatalitikus
hidrogénezését 5%-os Pd/C katalizatort alkalmazva. F6 cél a koztitermékek azonositasa, ami a
AHA2NT (4-hidroxilamin,2-nitrotoluol), és még két masik fontos intermedier a 4A2NT (4-
amino,2-nitrotoluol) és a 2A4NT (2-amino,4-nitrotoluol). Ezen folyamatot a 2,4-toluol-diamin
eléallitdsara hasznaljak a vegyiparban, amely a poliuretan eldallitdsahoz hasznalt toluoldiizocianat
képzddésének koztes terméke. A reakciokoztitermékek kimutatasat tanulmanyoztak ebben a

cikkben, melynek soran a gdzkromatograf hasznalata nehézségekbe iitkozott, ugyanis néhany


https://patents.google.com/patent/CN109085331A/en?q=(DNT)&before=priority:20241028&after=priority:20180101

koztitermék bomlik a gazkromatogratban (pl.4HA2NT), mivel az injektorban magas
hémérsékletet alkalmaznak a magas forraspontu vegyiiletek elparologtatasahoz. Igy sajnos tobb
koztiterméket nem tudnak azonositani gazkromatograffal, mas megoldasra is sziikség van. G. Neri
¢s tarsai rajottek arra, hogy a kimutatdshoz és az elemzés rovid idon beliili elvégzéséhez, a
gazkromatografia (GC) és a folyadékkromatografia (HPLC) kombinacidjara is sziikség lehet. A
reakciot egy 100 ml-es 6tnyaka lombikban végzik, melyhez egy visszafolyo hiit6 és egy termoelem
is tartozik, ahol az dlland6 homérsékletet szilikonolaj keringetésével tartjak fenn. A katalizatort 25
ml etanolhoz adjak és 323 Kelvinen 1 6ran keresztiil hidrogén dram mellett redukaljak, majd a
lombik egyik agan hozzaadjak a 25 ml 0,1 molos DNT-t (97%-os tisztasag), ami hexadekant
tartalmaz belsé standardként. A reakcidelegyet 500 rpm (percenkénti fordulatszdm) sebességgel
kevertetik, atmoszférikus nyomason, hidrogén aramlas mellett. A reakcio elorehaladasat a
reakcidelegybdl vett minta elemzésével kovetik egy langionizacios detektorral felszerelt
gazkromatograffal, melyet én is hasznaltam a diplomamunkdm sordn. A kvantitativ elemzést a
kromatografids cstcsok teriiletének elektronikus integratorral torténd kiszamitasaval végzik. A
reakciomintak tovabbi elemzését pedig UV detektorral felszerelt folyadékkromatograffal végzik,
acetonitril-viz eluens felhasznalasaval forditott fazist oszlopon. A hidrogénezés soran a GC 5 6
csucsot észlel, 2,4-diamintoluol (TDA), 2,4- dinitrotoluol (DNT), 4-amino,2-nitrotoluol (4A2NT),
2-amino-4-nitrotoluol (2A4NT) és a 6,3 perces retencios idejii csticsot, amit a 4-hidroxilamon,2-
nitrotoluol (4HA2NT) GC késziilékben torténd lebomlasanak tulajdonitottak. A hexadekéannal
torténd mennyiségi elemzeEs negativ tomegegyenletet mutatott, ami a GC langionizacios detektor
altal nem kimutathaté termékeknek koszonhetd, mivel a kromatografids oszlop erdsen
visszatartotta Oket. A 4HA2NT lebomlik a GC injektorban, melynek soran 4A2NT és egy
azonositatlan csucs keletkezik, ami megfelel a 6,3 perces csticsnak. A tudoméanyos munkdban
leirjak, hogy hasonld koriilmények kozott a nitrobenzol hidrogénezése soran keletkezo
hidroxilaminobenzol a GC-ben nitrobenzolra és anilinre bomlik. Ebbd] arra lehet kovetkeztetni,
hogy ebben a tanulmanyban is lehet az azonosithatatlan cstics egy nitrozo vegyiilet. A mennyiségi
elemzésbdl az is kidertil, hogy tobb valdsziniileg nagy molekulatermékekrdl is sz6 lehet, pl. 2,2'-
dinitro-4,4'-azoxitoluol (DNAT) is képzédhet. A 4HA2NT bomlasa soran keletkez6 4A2NT
problémakat okoz a reakciotermékek kvantitativ meghatarozéasaban, és az analitikai eredmények
korrekcidja sziikséges a valés 4A2NT-koncentraci6 meghatdrozdsahoz. Tobb mint 10 dra

elteltével az azonositatlan 6,3 perces retencios idovel rendelkezd cstcs eltlint. A DNT, TDA ¢s
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2A4NT mennyisége valtozatlan maradt, a 4A2NT/2A4NT arany csokkent. Ez azért lehetséges,
mert a 4HA2NT nagy molekulatomegl vegyiiletekké alakul at, amelyek nem mutathatok ki ilyen
analitikai koriilmények kozott. Tobb informécié megszerzése céljabol HPLC-vel torténd elemzést
is végeztek a szakirodalom szerint. A GC-vel azonositott paramétercken kiviill még 2 tovabbi
komponenst is azonositottak, a 4HA2NT, a masik 2 cstcs pedig a DNAT cisz-transz izomerek. Ha
a mintat azonnal befecskendezik a HPLC-be, a DNAT mennyisége nagyon kicsi lesz, 1% alatti.
Levegdvel valo érintkezés utan a 4HA2NT koncentracidja csokken, DNAT csucsai ndvekednek,

a 4HA2NT lebomlasa miatt.

CHs H3 CHj
NO, Hy NO, " NH,
. 2
NO2 NH, NH,
X L. S
NH;
NO,

2. abra: Reakciout a DNT TDA-va torténd hidrogéenezésere [27]

Kovetkeztetések: A 2,4-DNT  2,4-TDA-va torténd  hidrogénezése egy  Osszetett
reakcidmechanizmus, melyben csak harom relevans intermedier, a 4HA2NT, 4A2NT ¢s a 2A4NT

vesz részt.



A reakci6 soran nem keletkeznek kondenzacioés termékek. Ehelyett a hidroxilamin bomlasa soran
a GC késziilékben ¢€s a reakciomintakban levegon vald reagalas utdn a DNAT azoxivegyiiletet

talaltak.

A 4HA2NT bomlédsa a gazkromatografban problémakat okoz a reakcidtermékek mennyiségi
elemzésében. Az eljarast, amelyet a 4HA2NT zavardasa nélkiili GC-analizis elvégzésére

fejlesztették ki, tesztelték és HPLC-vel végzett elemzéssel igazoltak.

A kapott eredmények alapjan a 2. dbran keresztiil bemutatott reakciout javasolt a DNT TDA-va

torténd hidrogénezésére. [27]



3. A langionizacios detektorral szerelt gazkromatograf

Diplomamunkamban a 3. abran feltiintetett langionizaciés detektorral rendelkezd

gazkromatografot (Agilent 8890) hasznaltam a modszeratiras és validalasi méréseim soran.

—

Automata injektor

mlntatarté = |
- I ﬁ |

Jelfeldolgozé egység

3. abra: Ldngionizdcios detektorral szerelt gazkromatograf [sajat dbra]

A kromatografia a nagyhatékonysagu, dinamikus elvéalasztasi modszerek gytijténeveként ismert a
szakirodalomban. A gazkromatografiat nagyon széles korben alkalmazzak a vegyiparban, célja a
tobbkomponensii termikusan stabil, illékony, szerves €s szervetlen vegyliletek, gaz, géz vagy
folyadékelegyek dsszetevoinek megfelel6 modon torténd elvalasztasa. Masképpen egy ismeretlen
vegyiilet vagy elegy Osszetételének meghatarozasara szolgald mérési modszer. Az elvalasztasban
jelenlévo tazisokbol egyik a mozgdfazis, vagy masnéven mobilfazis (vivogaz), ami mozgasban
van, a masik pedig az allo6fazis, ami helyhez kotott (szilard vagy folyadék halmazéllapotu),
természetesen ez a fazis nem mozog. Fontos, hogy csak olyan vegyiiletek esetében alkalmazhato,
melyek bomlés nélkiil elparologtathatéak, ugyanis, ha mégis bomlik az adott anyag, a kapott
eredmények nem fogjak tiikkrozni a vizsgalt anyag valddi Osszetételét. Alkalmas gyogyszerek
Osszetételének, kozmetikumok adalékanyagainak, kabitoszerek, vegyi anyagok, valamint

szénhidrogének és szdrmazékainak meghatarozasara. A gazkromatograf hasznalata soran elsd



1épésként fel kell oldani a mintat egy olyan olddszerben, ami biztosan nem ér at egyszerre a
kolonnan a minta egyetlen fontos komponensével sem, majd el kell késziteni fiolakba a mintakat
¢s bejuttatni az injektorba. amely torténhet automatikusan vagy kézi fecskendezéssel is egy
szilikon tomitést atszirva. Az injektorban a minta elparologtatasa zajlik, majd az analitikai
oszlopra valo juttatasa a vivogaz (inert gaz) segitségével, ami folyamatosan aramlik egy csévon
keresztiil. A vivogaz altaldban nagynyomasu palackban helyezkedik el, megvalasztasa az éppen
hasznalt detektor tipusatol fligg, de leggyakrabban hidrogén, hélium, nitrogén vagy argon, mely
nyomascsokkenton keresztiil jut be a rendszerbe. A mozg6fazis és a benne taldlhatd minta
komponensek a kolonndba jutnak, melynek két csoportja van: toltetes és kapillaris oszlopok. Ez a
rész végzi az elvalasztast. A toltet lehet szilard, vagy szilard hordozo feliiletén megkdotott fazis,
ahol a mechanikai szilardsagot az acél- vagy iivegesé biztositja, melybe a szilard halmazallapota
allofazis van betdltve. A kapillaris oszlopok vékony kvarckapilldrisok, melynek mechanikai
hajlékonysagat a kiviilrél védd poliimid réteg adja. Belsd falan pedig a megosztotazis talalhato,
ami szerint beszélhetiink gaz-folyadék megoszlasi kromatografiarol, valamint gaz-szilard
adszorpcids kromatografiarol. Az elvalasztast befolydsold tényezok, a vivogaz mindsége,
sebessége, homérséklet, oszlop hossza, belsé atmérdje, allofazis tipusa és vastagsaga. A kolonna
a légtermosztatban helyezkedik el, ahol az intenziv levegdé-ventillacid biztositja az egyenletes
héeloszlast és pontos homérsékletet. A detektorok az oszloprol elualddé anyagok mennyiségével

aranyos elektromos jelet adnak. [29-33] Altalanos GC detektorok:

- langionizacios detektor (FID)

- hdvezetd-képesség érzékeld detektor (TCD)
- nitrogén-foszfor detektor (NPD)

- elektronbefogo detektor (ECD)

- langfotometrias detektor (FPD)

- kemilumineszcens detektor (XCD)

- tomegszelektiv detektor (MSD) [10]

Az adatfeldolgoz6 egység ezt a jelet értelmezi és értékelhetd informdaciova alakitja at. A
detektorbol érkezd jeleket a szamitogép feldolgozza, amibdl egy kromatogramot kapunk
(detektorjel az id6 fiiggvényében). A modern adatfeldolgozo rendszerek mar alkalmasak az adatok

gyljtésére, feldolgozasara, valamint tarolasara is egyarant. A detektor altal eléallitott €s tovabbitott
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jel lehetové teszi az elvalasztott komponensek kvantitativ és kvalitativ meghatdrozasat. A
kromatogramon megjelend cstcsok jellemzésére hasznalt legfontosabb paraméterek: (4. abra) [6]

[13] [29-33]

e tr: retencios id6, amely a minta adagolasatol egészen a cstcs intenzitds maximumaig eltelt
1do

e to: holtidd, amely a nem visszatartott anyagok esetében az injektortol a detektorig valo
atjutasahoz sziikséges.

e h: csicsmagassag, a csiics maximuma ¢€s az alapvonal kozott 1€vo fliggdleges szakasz

e A: csucsteriilet, amely a csucs és az alapvonal altal bezart teriilet. [13]

e tR —
a Cslcs
g
c E fr : Retencids idé
] 0 -
= f, : Holtidé
o ) "
= 4 : Csucsterilet
g : Csucsmagassag
] s 2
(o

Alapvonal

Idé

A minta befecskendezése a kolonnara - elindul az analizis

4. abra: A kromatografias csucsok jellemzésére szolgalt legfontosabb paraméterek [13]

A gazkromatografiaban az egyik leggyakrabban hasznalt detektortipus a langionizacios detektor,
amely a gazaramban 1év6 analitokat méri. Diplomamunkam soran langionizacios (FID) detektort

alkalmaztam, melynek vazlatos felépitését az 5. abra mutatja be.

11



-- * katéd (-
sliritett levegd | - )
, —
B |
hidrogén o
tomités

oszlop

5. dbra: Langionizdcios detektor vazlatos felépitése [30]
Az elsd langionizacids detektorokat egyidejlileg €s egymastol fliggetleniil fejlesztették ki 1957-
ben McWilliam és Dewar egy Uj-Zélandi Kutatolaboratoriumban. Elészeretettel hasznaljak
sokoldalisdga, megbizhatdsaga, gyors adatgytiijtési sebessége, alacsony zajszintje, alacsony
karbantartasi igénye, robusztus felépitése, széles dinamikatartomanya, linearitdsa, észlelési
tartomanya miatt. Nagy az érzékenysége minden olyan anyagra, mely szenet tartalmaz (kivéve
szervetlen szénvegyiiletek, hangyasav és formaldehid). Ezt a detektortipust gyakran alkalmazzak
a vérben vagy mads viz alapt mintdkban 1évo etanol és maés illékony anyagok GC-analizise soran,
hulladéklerakobol szarmazo gazok ellendrzésére, belsd égésti motorok kibocsatasanak mérésére
helyhez kotott vagy hordozhatdé miiszerekben, valamint az iparban szénhidrogéngazok
nullaval inert gazok, er6sen halogénezett vegyiiletek, pl. H2S, CCls vagy NHs esetében, valamint
az is, hogy a lang oxidalja az dsszes oxidalhato vegyiiletet, amely keresztiil halad a detektoron. Az
idéegységre jutd ionok mérése miatt tomegérzékeny, de nem koncentraciéérzékeny, ezért a
detektor valaszat kevésbé befolyasoljak a vivogaz dramlasi sebességének valtozasai. A

langionizacios detektalds érzékenysége fligg a hordozdgaz aramlasi sebességétol, az égést taplalod
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gaz aramlési sebességétol, az égofej és a kollektor relativ helyzetétdl, valamint kismértékben a

detektor hémérsékletétdl is. [7-12] [33-37]

A GC-FID (6. abra) detektorok langot haszndlnak fel a széntartalmu szerves vegyliletek
ionizalasara, melyet levegdvel és hidrogénnel keverve allitanak eld. A hidrogén erésen gyulékony
¢s sulyos robbanast okozhat, ezért soha nem szabad kikapcsolni a hidrogénaramlast anélkiil, hogy
a detektor talapzatdhoz oszlopot vagy lires szerelvényt csatlakoztatndnk. A szerves vegyliletek
égésének kovetkeztében elektronok és ionok keletkeznek (negativ polarizald fesziiltséget
alkalmazva), melyek a langon keresztiil vezethetik az elektromossagot (7. abra). A langban a
szénhidrogének égése soran keletkezo elektronokat az elektromos tér hatasara 6sszegyujtik, és a
keletkez6 aramot egy elektrométerrel fesziiltséggé (elektromos jell¢) alakitjak. A langionizacids
detektor mitkkddése tehat a szerves vegyiiletek langban torténd égése soran keletkezd ionok
kimutatdsan alapul, amelyeket hidrogén és levegd general, ezen ionok kimutatisara két elektrodat
hasznélnak, amelyek potencialkiilonbséget biztositanak. A pozitiv elektrod a fuvokafej, ahol a lang
keletkezik, a masik pedig a negativ elektroéd, amely a lang folott helyezkedik el. Ezt az d&ramot egy
elektrométerrel mérik, amelyet megfeleld fesziiltséggé erdsitenck és egy integratorba vezetnek. A
végsd adatok megjelenitésének maddja a szamitdgépes szoftveren alapul és a jelenlévd csucsok
szama jelzi, hogy minimum hény 6sszetevd van a keverékben. A kromatogramon a retencios 1d6
fliggvényében abrazoljuk a mért detektor jelet. A retencids id6 pedig nem mads, mint az, hogy
mennyi 1d6 alatt haladnak 4t az analitok az oszlopon és érik el a detektort. Az egyes komponensek
mennyiségét pedig a csucsmagassag vagy a csucs teriilete tikkrozi. A szabvanyos FID favokak
kilépési atmérdje 0,5-0,7 mm, ami a legtobb modszerhez megfeleld. Az érzékenység novelése
érdekében kapillaris oszlopokhoz kisebb, kb. 0,3 mm bels6 atmérdjlii fuvokat hasznalnak. Toltott
oszlopok esetén a vivogazaram altalaban nagyobb, mint 8-10 ml/perc, ami nagyon fontos a
detektor érzékenysége szempontjabol. Ha az dramlas 40 ml/perc alatt van, a hidrogénaramot nem
kell megvaltoztatni, ha mar nagyobb, akkor stabil lang eléréséhez sziikség van a hidrogénaram

novelésére. [7-12] [33-37]
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hatsé detektor
(nem lathato)
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7. abra: Langionizdcios detektor miikodése [10]

14



4. Validalas

Mis néven megfeleloség vizsgalatnak is nevezziik, amely sordn minden analitikai modszer
esetében el kell végezni a modszer validalasat a megfelelé mindségi €s mennyiségi elemzésekhez.
Egy adott analit elemzésére szolgdldo moddszer kifejlesztése a matrix tipusatdl, a
koncentraciotartomanytol €és az elemzés céljatol is fiigg. A moddszer kidolgozasat kovetden meg
kell allapitani annak érvényességét. Az ISO/ICE 17025 eldirja, hogy validalni sziikséges a nem
szabvanyos ¢és a laboratorium altal kifejlesztett, vagy a tervezett alkalmazasi koron kiviil eso
modszereket is. A validalas rendszerezett vizsgalatok segitségével alatamasztja azt, hogy a
modszer teljesitmény-jellemzdi kielégitik-e az analitikai modszer altal eldirt kdvetelményeket.
Egyben a mindségbiztositasi rendszer része is, tulajdonképpen egy eljaras annak bizonyitasara és
dokumentéléasara, hogy az adott elemzési eljaras barmilyen koriilmények kozott olyan eredményt
ad, amely megfelel az eredménnyel szemben eldzetesen tdmasztott mindségi €s mennyiségi
kovetelményeknek. Ehhez sziikség van objektiv bizonyitékokra is, hogy az adott szandék szerinti
hasznalathoz vagy alkalmazashoz el6irt kovetelmények teljesiiltek-e, amit az MSZ EN 1SO
9000:2001 szabvany 3.8.5. fejezete foglal Ossze. Ezt a kdvetelményt gy lehet elérni, ha a
laboratérium miiszaki hatterét, mérdeszkozeit, berendezéseit, dolgozoéinak munkdjat,
munkautasitsait, és milkodtetését nemzetkézi tapasztalatok alapjan kidolgozott elveknek
megfelelden alakitjak ki. Validalni természetesen nem csak egy modszert lehet, hanem akéar
mérdberendezés milkodését, vagy akar egy gyartdsi folyamatot is. A validalashoz feltétleniil
sziikség van az adott reagalé molekuldkra, analitikai mérlegre, mérdéeszkozokre, ezek megfeleld
kalibralasara, karbantartasdra, adott hOmérsékleten valo tartdsara. Ezen vizsgalat soran
tanulmanyozzuk a mddszer teljesitményjellemzdit €s igazolni tudjuk azt, hogy az adott modszer
alkalmas az analitikai feladatat ellatni. Minden ilyen analitikai mérésnek az a feladata, hogy
megfeleld eredményt kapjunk, ami akkor valosulhat meg, ha torzitatlanul, tehat pontosan a valodi
értéket mérjiik, megfeleld precizitassal. A validalasi folyamatot ) rendszer bevezetésénél, igazolt
modszer 1) feladatra valé kiterjesztésekor, (1j mérést végzd személy, vagy miiszer esetén €és nem
utolso sorban akkor kell elvégezni, ha a modszer nem bizonyul megfelelének az ellendrzés sordn.
Tobbek kozott végeznek a validalas sordn rendszeralkalmassag- és linearitas-, reprodukélhatdsag-
, ismételhetdség-, kimutatasi- és meghatarozasi hatar-, robusztussag-, pontossag-, precizitas-

vizsgalatokat is. [14-23]
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4.1 Linearitas vizsgalat

Egy modszer linearis tartomanya az a koncentraciotartomany, amelyben a mért jel és az analit
koncentracidja kozott egyenes aranyossag all fenn, tehat ebben a tartomanyban az adott gorbe
egyenesnek tekinthetd. Ezen koncentracié a mérési tartomanyt lefedd koncentraciot jelenti. A
legkisebb négyzetek modszerével kiszamithat6 az eredményekbdl a regresszios egyenes a reagald
nulla vonal koriil, igy ennek megfeleléen a korrelacios koefficiensnek 0,99 felettinek kell
mutatkoznia. A linearitas vizsgalatot érdemes tobb koncentracioban mérni, hogy minél tobb pontot
kapjunk, ami biztosabb eredményt ad. A kalibracios gorbe elkészitésekor legalabb 3 standardot
kell elkésziteni, hogy megfeleld korrelacios koefficiens értéket kapjunk. Ha a kalibraci6 sikeres,

akkor lehet csak a mintakat elemezni a méréberendezéseken. [15-17] [24]

4.2 Precizitas vizsgalat

A modszer vagy masnéven elemzés akkor nevezhetd preciznek, ha kicsi a véletlen hibaja, tehat ha
a mérési eredmények szorasa megfelel a tamasztott kovetelményeknek. Altaldban a korrigalt
tapasztalati szorassal kifejezhetd, értéke fligg a komponens koncentraciojatol. Igazolasa
ugyanazon mintaoldat injektalasanak és elemzésének tobbszori megismétlésével lehet. A

megfeleld precizitas eléréséhez alkalmazhat6 a belsé standard, vagy nagyobb mintakoncentracio.

8. abra: A precizitas és pontossag szemléltetése [14]

A 8. abran az a. jel6lésii abra helyes, de nem preciz, a b. jelolésii preciz, de nem helyes, végiil a .

abra helyes, valamint preciz is egyarant, ez a megbizhatd. [14] [17]

16



4.3 Ismételhetdség vizsgalat

Az ismételhetdségi vizsgalat a precizitdsnak egy alfaja, melynek 1ényege az, hogy az elemzést
azonos személy, azonos anyagokkal, azonos laboratdériumban, azonos miiszerrel, azonos
méréezkozokkel, azonos sorozatbol, fliggetlen bemérésekbél ugyanazon a napon rovid
iddintervallumban legalabb 5x megismétli, és ezen mérések szorasat kell kiszdmitani. Ha a szoras
megfelel az eldirt kritériumoknak, akkor a mérés megismételhetd. (Ez atlagosan a valds

koncentraciok 2% alatti RSD értékét jelenti) [14] [15] [17]

4.4 Reprodukalhatosag vizsgalat

A reprodukalhatosagi vizsgéalat a precizitds masik fajtija, ahol szintén legalabb 5x kell
megismételni a méréseket. Kiilonbség koztiik az ismételhetdségi vizsgalattal, hogy itt kiillonbozd
laborban, kiilonb6z6 mérdeszkozokkel, kiillonbozo személyekkel (pl. puffer- vagy standardoldat
készités) hosszu iddintervallumban végezziik a vizsgalatokat, csakis a modszer az, ami azonos,
ami nem valtozik. Ezzel bizonyithat6 az, hogy nem csak azonos feltételek mellett megbizhat6 az
adott modszer, hanem atvihetd a laboratoriumok €s a meghatarozast végzo személyek kozott, igy
a modszer nem kivan specialis koriilményeket. A mérések kiértékelése szorassal hatarozhaté meg,
ha az eltérés nagy a reprodukélhatdsag és ismételhetdség kozott, kutatni kell a hiba feltarasanak

okat, ami lehet akar kezeld, vegyszer, mérdeszkoz, berendezés stb. [14] [15] [17]

4.5 Pontossag vizsgalat

Ennél a vizsgélatnal a valddi értéket kell 6sszehasonlitani a kapott értékkel, mely tobbféleképpen
is vizsgalhat6. Ha ez a két érték megegyezik, vagy kozel esik egymashoz, akkor kimondhat6, hogy
az elemzési modszer helyes. Vizsgalhatd referenciaanyaggal, mintaerdsitéssel, vagy kisérd

standard hozz4adasaval is egyarant. Szamitdsa a standardra mért koncentracié és a standard valodi

crer

visszanyerés. [14] [17]

4.6 Kimutatasi hatar vizsgalat

crer

kiilonboz6 szennyezO6k meghatarozasadhoz. Definicid szerint az a legkisebb koncentracid, amit még

megbizhatéan meg lehet hatdrozni, vagyis melynek mérése sordn kapott valaszjel mar
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egyértelmiien megkiilonboztethetd a hattértél. Angol nevén Limit of detection, vagyis roviditve

LOD-ként emlegetjiik. [15]

Kiszamitasa:

LoD =38
S [15]

S- az analitikai érzékenység [15]

4.7 Meghatarozasi hatar vizsgalat

Szintén nagyon fontos a szennyezOk meghatarozasadhoz, valamint a mintak elemzésénél a limit of
quantification, vagyis az LOQ, ami azt a legkisebb mennyiséget jelenti, ami még megfeleld
precizitassal, megbizhatosaggal és helyességgel hatarozhatdo meg. Ezesetben a valaszjel varhato
értekének egyenlének kell lennie a vakminta vélaszjelének varhatd értéke plusz a valaszjel
szordsanak tizszeresével. Ez a szdm nem minden esetben 10, fiigg az adott feladattol,

hibahataraitol. [15]

Kiszamitasa:

10-s
LOQ=—=
Q S

[15]

S- az analitikai érzékenység [15]

4.8 Robusztussag vizsgalat

A validélasi vizsgalatok részei kozeé tartozik még a robusztussag, melynek célja kideriteni azt,
hogy az analitikai paraméterek kismértékii valtoztatasa befolyasolja-e, - ha igen mennyire -
befolyasolja az adott analitikai modszert, vagyis mennyire ellenalld. Ezt a zavartlirési vizsgalatot
célszerli mar a modszer fejlesztésének korai szakaszaban elvégezni, hogy minél hamarabb
kideriiljon, hogy az adott modszer milyen valtoztatasi kritériumokat enged meg maganak.
Viltoztathato példaul az injektalasi térfogat, detektalasi hullamhossz, detektaldsi homérseklet,
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kolonna hdémérséklet, és egyéb mas paraméterek attél fiiggben, hogy gaz- vagy
folyadékkromatografot hasznalunk. A mddszer akkor robusztus, ha a mérési eredményt nem, vagy
csak nagyon kismértékben, elhanyagolhatéan befolyasolja a valtoztatas. Altalaban a relativ

standard deviacio szazalékos értékével megallapithato. [14] [15-17]

4.9 Rendszeralkalmassag vizsgalat
A rendszeralkalmassagi vizsgalat soran kiilonboz6 elvalasztasi paraméterek vizsgalatat végzik el,
pl. felbontas (Rs), szimmetria faktor (As), valamint az elméleti tanyérszam (N). Ezek a

paraméterek szoftveres elemzéssel meghatarozhatok, melyeknél az elfogadasi kritériumok:

Rs>1,45; 1,60>As>0,75; N>5000

A rendszeralkalmassagi paraméterek szamitasahoz az alabbi dsszefliggések hasznalatosak:
tR, Ry

Felbontas: R w-+w,;
2

AWo,05—BWp 05
2AWy 05

Szimmetria faktor: A, =
Elméleti tAnyérszam: N = 5,54(VtV—Rh)2 [38]

tp = retencios 1d0

tr,; tr, = két egymas mellett elualodo vegyiilet retencids ideje
W), = a csucsmagassag felénél mért csticsszélesség

AW, o5 = a csiicsmagassag 5%-anal mért jobboldali csticsszélesség

BW, o5 = a csicsmagassag 5%-anal mért baloldali csticsszélesség [38]
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5. MoOdszeratiras

A langionizacids detektorral szerelt gazkromatografra torténd modszeratiras elsé lépéseként
elkészitettem a vizsgalt komponensekbdl, a 2,4-TDA, 4AM2NA, 2,4-DNT, 2M3NA, 4M3NA ¢s
2MS5NA kiilon-kiilén 0,5 mol/dm® koncentracidju oldatat 25 ml-es lombikokba. A bemérés
komponensenként valtozott a molaris tomegek fiiggvényében (1. tablazat), majd jelre toltottem
mintaoldéval a lombikokat (HPLC tisztasagu metanollal) és jol Osszeraztam, hogy teljesen

homogén oldatokat kapjak.

1. tablazat: A modszeratirds soran bemért tomegek

Komponens Bemért tomeg (g)
2,4-DNT 0,2236
4M3NA 0,1923
2M3NA 0,1906
4M2NA 0,1904
2M5NA 0,1919
2,4-TDA 0,1529

A kalibréacios oldatokat a 9. abra szemlélteti, ahol szépen latszik a kiilonb6z6 komponensek

szineinek kiilonbsége. A kalibracios oldatokra a cstcsok azonosithatosaga végett volt sziikkségem.
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9.abra: Kalibracios oldatok elkészitese

Amikor elkészitettem ezeket az oldatokat, 1,5 ml-es fiolakba toltottem ki, majd egymas utidn
injektaltam a mintakat a kromatografias késziilékre, hogy azonositsam a csucsokat. El6szor a GC-
MS-rdl atvitt paramétereket hasznaltam fel, majd folyamatosan véltoztattam addig, amig

megfeleld eredményt értem el.

A valtoztatott paramétereket a kovetkezd tablazat tartalmazza (2. tablazat). Négy alkalommal
valtoztattam a bedllitdsi paramétereket tigy, hogy minél megfelelobb eredményeket kapjak. A
legpontosabb, legmegfelelobb eredményeket a 4. beallitassal rendelkez6 paraméterek hoztak, igy

azzal végeztem a kalibraciot és a validalasi vizsgalatokat.
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2. Tablazat: Modszeratiras paraméterei

Moddszeratiras | 1.beallitas | 2.beadllitas | 3.beallitas | 4.beallitas
Split 50:1 100:1 200:1 300:1
Aramlasi 1,3 ml/perc | 1,7 ml/perc | 1,5 mi/perc | 1,5 ml/perc
sebesség
Injektalasi 1ul 1ul 0,5l 05
térfogat
Detektor 340 (°C) 350 (°C) 370 (°C) 360 (°C)
homérséklet
Injektor 270 (°C) 280 (°C) 280 (°C) 280 (°C)
homérséklet
Futasi ido 15 perc 20 perc 30 perc 25 perc
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6. Kisérleti rész

Ebben a fejezetben betekintést nyujtok az altalam elvégzett validalasi folyamatokba. Munkam
soran pontosan dokumentaltam, hogy hogyan, milyen paraméterekkel, milyen bemérésekkel

végeztem el a kutatast. A vizsgalat soran kapott eredményeket a 8. fejezetben részletesen taglalom.

6.1 Kromatografias koriilmények

A validalasi vizsgalat sordn az ujonnan kifejlesztett modszer kromatografias koriilményeit vettem

alapul.

Kromatografias koriilmények:
Késziilék: Agilent 8890 GC System
Kolonna: Agilent DB-5 kolonna, 30 m x 0,32 mm x 0,25 um
Eluens: Metanol

Detektalas: FID

Split arany: 300:1

Aramlasi sebesség: 1,5 ml/perc
Injektalasi térfogat: 0,5 pl

Detektor hdmérséklet: 360°C
Injektor hémérséklet: 280°C

Futési id6: 25 perc

Mintaoldo: Metanol
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6.2 Kalibralas ¢s linearitas vizsgalat

Amikor sikeriilt elérni a csucsok azonosithatdosdgat a modszeratiras sordn, megkezdddhetett a
validalasi folyamat, a validdlashoz haszndlt torzsoldatot igy mértem Ossze, hogy az 0Osszes

komponensre nézve 50 mmol/l-es legyen a koncentracio, ez lett a mixem. (10. 4bra)

10. dbra: Kalibracios oldat

A 3. tablazat tartalmazza a kalibracids oldatokhoz (egyben linearitasi vizsgalathoz) kapcsolodo
beméréseket, mind a mixbdl, mind a metanol térfogatab6l (ami a mintaold6), valamint a
nitrobenzolbdl is, amely ebben az esetben a belsd standard szerepét toltdtte be. A nitrobenzolbol
minden koncentraci6 esetében 2 pl-t mértem be kb. 1 ml mintdhoz. A beméréseim tehat 0,5; 1; 2;
5; 10; 20 és 50 mmol/l-es koncentracidval rendelkeznek, annak érdekében, hogy tobb, dsszesen
hét kalibralosor tag esetében is vizsgalni tudjam a validalasi paramétereket. Mindezt a
torzsoldatbdl (mix) higitottam a 3. tdblazatnak megfelelden. Lathat6 a 11. abran, hogy a leghigabb
oldatom a legvilagosabb szinli sargas, ugyanis ez tartalmazza a legtobb mintaoldot és a

legkevesebb torzsoldatot, az oldat tdményedésével parhuzamosan az oldat szine is egyre sotétebb

24



barna arnyalatot vett fel, mert ez mar a legkevesebb metanolt, de a legtobb tdrzsoldatot

tartalmazza.

3. Tablazat: A kalibracios oldatok elkészitése

Koncentracio MIX térfogata Metanol Nitrobenzol
(mmol/l) térfogata térfogata
50 1ml - 2 ul
20 400 pl 600 ul 2 ul
10 200 pl 800 pl 2 ul
5 100 pl 900 pl 2 ul
2 40 pl 960 pl 2 ul
1 20 pl 980 l 2 ul
0,5 10 990 nl 2 ul
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6.3 IsmételhetOség vizsgalat

Az ismételhetOség vizsgalat soran az elkészitett torzsoldatbol (mix) 0,5; 5 és 50 mmol/l-es
es lombikba bemértem a sziikséges mennyiségli torzsoldatot, majd a mintaoldoval jelre allitottam,
ami ezesetben metanol volt €s mindezt homogenizaltam. A vizsgalatot azért végeztem el, hogy
bebizonyitsam a tObbszori injektalassal kapott eredmények megfeleloségét. A higabbtol a
toményebb elegyek felé haladtam, igy els6ként a 0,5 mmol/l-es oldatot, majd az 5 mmol/l-eset,
végil az 50 mmol/l-es oldatot szartam fel a langionizaciés detektorral rendelkez6
gazkromatografra. Mindharom oldatot 5x injektaltam egymas utdn a parhuzamos eredmények
elérése végett. Az injektalast kovetden az oldatot a hiitébe tettem, hogy jra felhasznéalhat6 és stabil

maradjon. A sziikséges beméréseket a 4. tablazat mutatja be.

e rer

0,5 mmol/l 5 mmol/l 50 mmol/Il
10 pl torzsoldat 100 pl térzsoldat 1 ml torzsoldat
990 pul metanol 900 pl metanol 0 ml metanol

6.4 Reprodukalhatosag vizsgalat

A reprodukalhatosag vizsgalat elvégzése soran szerettem volna bizonyitani, hogy kiilonb6z6
laboratoriumokban, kiilonb6zd szakemberekkel, kiillonbozo késziilékeken is elvégezhetd az adott
vizsgalat ugyanazon eredményekkel. A vizsgalat elsddleges célja természetesen az, hogy a
moddszer atvihetd legyen a laboratériumok, kromatografids késziilékek, valamint a vizsgalatot
végzd személyek kozott. A reprodukalhatosag soran Szegedi Maté Péter kollégamtdl kaptam
segitséget, melynek soran kiilon-kiilon elkészitettiik 3-3 koncentracioban az oldatainkat, majd
szintén 5x injektaltuk 6ket, hasonloan az ismételhetdség vizsgalathoz. Miutan a kromatogramjaink

elkésziiltek, kiértékeltem Sket és sszehasonlitottam. Ennél a vizsgalatnal ugyanazokat a bemérési
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aranyokat ¢és oldat elkészitési protokollt hasznaltuk, amit az ismételhet6ség vizsgalat soran, ez

lathato az 5. tablazatban.

s

0,5 mmol/l 5 mmol/I 50 mmol/l
10 pl torzsoldat 100 pl térzsoldat 1 ml torzsoldat
990 pul metanol 900 pul metanol 0 ml methanol

6.5 Robusztussag vizsgalat

A robusztussag vizsgalat soran kiilonb6z6 paramétereket valtoztattam annak érdekében, hogy
kideritsem, az analitikai paraméterek kismértékii valtoztatasa befolyasolja-e a modszert és ha igen,
mennyire. Ezen belill vizsgdltam az 4ramladsi sebességet, majd elemeztem a detektor
homérsékletének valtoztatdsaval jard eredményeket, és végiil az injektor hdmérsékletét

modositottam a lentebb lathato tdblazatnak (6. tdblazat) megfelelden.

Az 1. robusztussagi kisérlet alatt az dramlasi sebességet valtoztattam 1,5 ml/percrdl 1,3 ml/percre,
majd szintén az aramlasi sebességet valtoztattam (2. valtoztatas), de ezattal nem alacsonyabb,
hanem magasabb iranyba, 1,7 ml/perc sebességre. Az 1-2. valtoztatas alatt fix értéken hagytam a
detektor és az injektor homérsekletét (360°C és 280°C). A 3. valtoztatds soran a detektor
hémérsékletét vittem lejjebb 10°C-kal, 350°C-ra az eredeti 360°C-r6l, majd noveltem 370°C-ra
(4. valtoztatas). Ezesetben az aramlasi sebesség és az injektor hdmérséklete maradt az eredeti
bedllitasok szerint. Az utolsd véltoztatasi paraméter az injektor hdmérséklete volt szintén két
iranyban, = 10°C, 270°C és 290°C-ra, ahol a detektor homérsékletét az eredeti 360°C fokon
hagytam, valamint az aramlési sebességen sem valtoztattam, az eredeti beallitas szerint hagytam
1,5 ml/perc sebességnél. A robusztussagi vizsgalat soran valtoztatott paramétereket és értékeket a

6. tdblazat mutatja be.
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6. tablazat: A robusztussagi vizsgalat soran valtoztatott paraméterek

Paraméterek

Eredeti

1.valtoztatas

2.valtoztatas

3.valtoztatas

4.valtoztatas

5.valtoztatas

6.valtoztatas

Aramlasi
sebesség

(ml/perc)

15

1,3

1,7

15

15

1,5

1,5

Detektor
hémérséklet

O

360

360

360

350

370

360

360

Injektor
hémérséklet

O

280

280

280

280

280

270

290

6.5.1 Aramlasi sebesség valtoztatasa

A robusztussdg vizsgalat sordn az aramlasi sebességet valtoztattam az eredeti 1,5 ml/percrdl

eldszor 1,3 ml/percre, végiil 1,7 ml/percre. Arra voltam kivancsi, hogy a modositas mennyire

befolyasolja a modszeremet. Ezesetben készitenem kellett egy 01 kalibralot az 1,3 és az 1,7 ml/perc

sebességhez, ugyanis dramlas valtoztatdsanal a komponensek retencios idejei megvaltoznak. A

valtoztatott modszerekhez elkészitettem a kalibracios sort (ugyanazokkal a bemérésekkel, amit a

legelsd kalibracional hasznaltam), majd amikor ez sikeres volt, felszarhattam a mintdimat szintén

5-5 parhuzamos alkalmazasaval.

6.5.2 Detektor homérsékletének valtoztatasa

A robusztussag vizsgalat soran elészor az alacsonyabb homérséklettel dolgoztam, 360°C-rél

350°C-ra valtoztattam meg a detektor hdmérsékletét. Ezek utan a hémérséklet 370°C-ra vald

novelésével vizsgaltam a paramétereket.
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6.5.3 Injektor homérsékletének valtoztatasa

A robusztussagi vizsgalat sordn az utolso valtoztatott paraméterem az injektor hdmérséklete volt.
Az eredeti modszer szerint ez a hdfok 280°C, de én szerettem volna megnézni, hogyan viselkedik
egy alacsonyabb, valamint egy magasabb hOmérsékleten is, hogy mennyire robusztus a
modszerem. Mindezeket szem el6tt tartva a 270°C és a 290°C-ot valasztottam és ennek

megfelelden végeztem el a parhuzamos méréseket.
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7. Eredmenyek

Ebben a részben a 2,4-DNT hidrogénezésének nyomon kovetésére fejlesztett analitikai modszer
validalasa soran elvégzett vizsgalatok eredményei keriilnek kifejtésre. A GC-FID rendszerre
felszurt mintak kromatogramjait elemeztem, kiszamitottam az eredményeket, kiértékeltem, végiil

levontam a kovetkeztetéseket, melyek bebizonyitottdk, hogy a validalasi folyamat sikeres volt.

7.1 Kalibralas és linearitas vizsgalat

A kalibralas (egyben linearitas vizsgalat) soran 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 és 50 mmol/l-es koncentracidban
szurtam fel minden komponensbdl a GC-FID rendszerre, azért, hogy minél linearisabb egyenest
kapjak a teriilet és a mért koncentracid fliggvényében. Az eredmények alapjan jol lathatd, hogy a
korrelaciés koefficiens értéke minden komponens esetben 0,99 feletti, igy a kalibracid és a
linearitas vizsgalat sikeresnek mondhatd. A 12. dbran a 2,4-TDA, a 13-on a 4M2NA, majd a
2M3NA, 15-en a 2,4-DNT, a 16. abran 4M3NA és az utolson pedig a 2M5NA kalibracios és a

linearitas vizsgalat soran kapott diagramja lathato.

2,4-TDA kalibracio

140

120 )
20100 e
<
S 80 e
B ....... B
% 60 y = 2,2866Xx

L 2 —

LT S R>=0,9994

20 e .

.
0o o®
0 10 20 30 40 50 60

Mért koncentracido [mmol/l]

12. abra: A 2,4-TDA kalibracios diagramja
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4M2NA kalibracio
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13. dbra: A 4M2NA kalibracios diagramja
2M3NA kalibracio
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14. dbra: A 2M3NA kalibracios diagramja
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Teriilet [pA*s]

Teriilet [pA*s]

2,4-DNT kalibracio
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15. dbra: A 2,4-DNT kalibraciés diagramja
4M3NA kalibracié
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16. abra: A 4M3NA kalibracios diagramja
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2M5NA kalibracio
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17. dbra: A 2M5NA kalibracios diagramja

7.2 Ismételhetdség vizsgalat

crer

oldatok eredményeit tartalmazza, melyeket az ismételhetdség vizsgalat soran kaptam. Az
eredmények alapjan jol lathat6, hogy még kis koncentraciondl magasabb a relativ standard
deviacio értéke, de ahogy fokozatosan toményedik az oldat, egyre kisebb lesz az eltérés mértéke,
az RSD%. Mig a leghigabb esetében akar a 6,5%-0t is meghaladja a tényleges koncentraciok
egymashoz képesti RSD%-a, addig a legtoményebbnél még a 0,3%-ot sem éri el. Ennek oka az
lehet, hogy a higabb mintaknal sokkal nagyobb az emberi, valamint az analitikai mérdéeszkdzok

pontatlansaganak lehetdsége a nagyon minimalis mennyiségek bemérése miatt.
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7. tablazat: Ismételhetoseg vizsgalat (0,5 mmol/l)

mért koncentracié (mmol/l)

Elméleti
koncentracio 2,4 TDA 4M2NA 2M3NA | 24DNT | 4M3NA 2M5NA
(mmol/l)
0,5 0,486 0,425 0,413 0,417 0,477 0,435
0,5 0,433 0,405 0,440 0,406 0,414 0,457
0,5 0,431 0,417 0,466 0,423 0,432 0,441
0,5 0,429 0,416 0,440 0,419 0,436 0,429
0,5 0,409 0,406 0,455 0,425 0,430 0,445
atlag 0,438 0,414 0,443 0,418 0,438 0,441
széras 0,029 0,008 0,020 0,007 0,023 0,011
RSD% 6,56 2,02 4,50 1,77 5,36 2,41
8. tablazat: Ismételhetoség vizsgalat (5 mmol/l)
mért koncentracié (mmol/l)
Elméleti
koncentracio 2,4 TDA 4M2NA 2M3NA 2,4ADNT AM3NA 2M5NA
(mmol/l)
5 5,046 5,046 5,072 5,053 5,060 5,074
5 5,039 5,059 5,068 5,047 5,072 5,074
5 5,049 5,074 5,065 5,048 5,052 5,048
5 5,049 5,065 5,065 5,041 5,046 5,078
5 5,067 5,071 5,082 5,06 5,076 5,074
atlag 5,050 5,063 5,070 5,050 5,061 5,070
Szoras 0,010 0,011 0,007 0,007 0,013 0,012
RSD% 0,20 0,22 0,14 0,14 0,25 0,24
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9. tablazat: Ismételhetbség vizsgalat (50 mmol/l)

mért koncentracié (mmol/l)
Elméleti
koncentracio 2,4 TDA 4AM2NA 2M3NA 2,4ADNT 4M3NA 2M5NA
(mmol/l)
50 48,662 48,708 48,703 48,635 48,635 48,724
50 48,477 48,519 48,523 48,436 48,474 48,545
50 48,377 48,465 48,43 48,284 48,35 48,42
50 48,524 48,569 48,565 48,429 48,511 48,552
50 48,454 48,510 48,500 48,365 48,477 48,534
atlag 48,500 48,554 48,544 48,430 48,490 48,555
szoras 0,110 0,094 0,101 0,130 0,102 0,109
RSD% 0,22 0,19 0,21 0,27 0,21 0,22
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A fenti abra (18. abra) a 0,5 mmol/l koncentracidji oldat kromatogramjat mutatja be a retencios
id6 (perc) és a detektorjel (pA) fiiggvényében. A kromatogramon, valamint a 10. tablazatban is jol
lathat6, hogy a komponensek teriiletei még nagyon minimalisak, szinte alig lathatéak (<0,5%103%),
ami a kis koncentraciéval magyarazhatdo. A kromatogram végén minimalis szennyezddések

figyelhetOk meg, ami nem befolyasolja az eredményt.

A 10., 11., és 12. tdblazatban jol lathato, hogy a 0,5; 5; 50 mmol/l koncentracidju oldatok esetében
a mért koncentraciok kozelitenek az elméleti koncentracidhoz, valamint a szimmetria faktorok
minden komponensnél 1,6 alatti értéket mutatnak, ami azt jelenti, hogy a méréseimmel megfeleld

eredményeket értem el.

10. tablazat: Ismételhetbség vizsgalat soran kapott eredmények a 0,5 mmol/l-es koncentracidju

oldat esetén

# Name RT (min) Area(pA-s) Height(pA) Concentration S/N Symmetry
1nitrobenzol 5.227 28.497 15.299  20.000 mmol/l 0.97188
22,4-TDA 10.809 0.866 0.290  0.486 mmol/l 1.05754
3AM2NA 13.726 0.756 0.274  0.425 mmol/| 0.84993
42M3NA 13.923 0.740 0.271  0.413 mmol/l 0.83942
52,4-DNT 14.196 0.734 0.271  0.417 mmol/l 0.899777
64M3NA 14.399 0.864 0.281  0.477 mmol/l 0.99735
72M5NA 15.619 0.788 0.268  0.435 mmol/l 0.85134

11. tablazat: Ismételhetoség vizsgalat soran kapott eredmények az 5 mmol/l-es koncentracioju

oldat esetén

#  Name RT (min) Area (pA-s) Height (pA) Concentration S/N Symmetry
1nitrobenzol 5.223 34.626 18.570 20.000 mmol/I 0.96534
22,4-TDA 10.796 10.983 4309  5.046 mmol/l 0.88341
34M2NA 13.724 10.975 4.079  5.046 mmol/l 1.00327
42M3NA 13.921 11.095 4109  5.072 mmol/l 0.99735
52,4-DNT 14.192 10.870 4.133  5.053 mmol/Il 0.94806
64M3NA 14.398 11.197 4.190  5.060 mmol/l 0.93577
72M5NA 15.616 11.217 4.147  5.074 mmol/l 1.00200
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12. tablazat: Ismételhetoség vizsgalat soran kapott eredmények a 50 mmol/l-es koncentracioju

oldat esetén

# Name RT (min) Area (pA-s) Height(pA) Concentration S/N Symmetry
1nitrobenzol 5.223 35.077 18.859  20.000 mmol/I 0.97007
22,4-TDA 10.803 113.305 44.754 48.662 mmol/| 1.15678
3 12.999 0.589 0.202 0.64120
44M2NA 13.730 113.088 41.204 48.708 mmol/| 1.12745
52M3NA 13.931 113.559 41.591 48.703 mmol/| 1.22556
62,4-DNT 14.202 112.179 41.775 48.635 mmol/| 1.18913
74M3NA 14.411 115.072 42.202 48.635 mmol/l 1.26495
82M5NA 15.630 114.687 42.025 48.724 mmol/| 1.31649

A téblazatok is jol szemléltetik, hogy a mért koncentraciok elég kozel éallnak az elméleti

koncentraciokhoz, tehat az ismételhetdség vizsgalatrél elmondhato, hogy sikeres volt.

7.3 Reprodukalhatosag vizsgalat

Ebben a fejezetben a reprodukalhatosag vizsgalat eredményeinek kiértékelését mutatom be. A 13.
tablazat a 0,5 mmol/l, a 14. tdblazat az 5 mmol/l, valamint a 15. tdblazat pedig az 50 mmol/I
koncentracioji vegyiilet eredményeit tartalmazza a reprodukélhatosdg vizsgélat soran. Az
eredmények alapjan jol lathatd, hogy a segitd kolléga (Maté) és az én méréseim eredményei kozel
esnek egymashoz, a kettonk mérései kozotti eltérés %-ban megadva 0-t6l 2,03%-ig terjed, ami
szinte tokéletesnek mondhatd. Az eredmények alapjan elmondhatom, hogy a modszer atvihet6 a

mérést végzo személyek kozott, az eltérés mértéke nagyon minimalis, szinte elhanyagolhato.
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13. tablazat: A reprodukalhatosag vizsgalat eredményei (0,5 mmol/l)

Meért koncentracio (mmol/l)

Elméleti
koncentriaciéo | 2,4 TDA | 4AM2NA | 2M3NA | 24 DNT | 4M3NA | 2M5NA
(mmol/l)
0,5 0,486 0,425 0,413 0,417 0,477 0,435
0,5 0,433 0,405 0,440 0,406 0,436 0,457
0,5 0,431 0,417 0,466 0,423 0,432 0,441
0,5 0,429 0,416 0,440 0,419 0,436 0,429
0,5 0,409 0,406 0,455 0,425 0,430 0,445
atlag 0,438 0,414 0,443 0,418 0,442 0,441
0,5 Maté 0,426 0,417 0,436 0,407 0,424 0,431
0,5 Maté 0,452 0,416 0,439 0,416 0,421 0,434
0,5 Maté 0,420 0,411 0,426 0,406 0,426 0,449
0,5 Maté 0,422 0,404 0,434 0,425 0,444 0,435
0,5 Mité 0,431 0,421 0,435 0,400 0,462 0,435
atlag 0,430 0,414 0,434 0,411 0,435 0,437
eltérés 0,007 0,000 0,009 0,007 0,007 0,005
eltérés (%) 1,83 0,00 2,03 1,67 1,58 0,91

14. tablazat: A reprodukalhatosag vizsgalat eredményei (5 mmol/l)

Mért koncentracio (mmol/l)

Elméleti
koncenctracié | 2,4 TDA | 4M2NA | 2M3NA | 2,4 DNT | 4M3NA | 2M5NA
(mmol/l)
5 5,046 5,046 5,072 5,053 5,060 5,074
5 5,039 5,059 5,068 5,047 5,072 5,074
5 5,049 5,074 5,065 5,048 5,052 5,048
5 5,049 5,065 5,065 5,041 5,046 5,078
5 5,067 5,071 5,082 5,060 5,076 5,074
atlag 5,050 5,063 5,070 5,050 5,061 5,070
5 Maté 5,086 5,042 5,022 4,999 5,012 5,042
5 Maté 5,075 5,043 5,012 5,075 4,865 5,222
5 Maté 5,068 5,048 5,037 5,096 4,978 5,120
5 Maté 5,067 5,096 5,078 5,078 5,023 5,098
5 Maté 5,012 5,032 5,069 4,985 5,100 5,065
atlag 5,062 5,052 5,044 5,047 4,996 5,109
eltérés 0,012 0,011 0,027 0,003 0,066 0,040
eltérés (%) 0,24 0,22 0,52 0,06 1,28 0,77
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19. dbra: Reprodukalhatésag vizsgalat sordn kapott kromatogram az 5 mmol/l-es koncentracioji

oldat eseteben (Maté mérése)
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20.dbra: Reprodukalhatosag vizsgalat sordan kapott kromatogram az 5 mmol/l-es koncentracioju

oldat esetében (sajat mérésem)

A 19. és 20. dbra az 5 mmol/l-es koncentracidju reprodukalhatosag vizsgalat kromatogramjait

mutatja be a sajat méréseim, és Maté esetében. JoOl lathatd, hogy a két kromatogram nagyon
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hasonld, mind a teriiletek, mind a retencios idok ¢és a tablazatok alapjan a koncentraciok

tekintetében egyarant.

15. tablazat: A reprodukalhatosag vizsgalat eredményei (50 mmol/l)

Mért koncentracio (mmol/l)
Elméleti
koncenctriacié | 24 TDA | 4M2NA | 2M3NA | 24 DNT | 4M3NA | 2M5NA
(mmol/l)
50 48,662 48,708 48,703 48,635 48,635 48,724
50 48,477 48,519 48,523 48,436 48,474 48,545
50 48,377 48,465 48,430 48,284 48,350 48,420
50 48,524 48,569 48,565 48,429 48,511 48,552
50 48,454 48,510 48,500 48,365 48,477 48,534
atlag 48,499 48,554 48,544 48,430 48,489 48,555
50 Maté 49,322 49,313 49,477 49,317 49,436 49,508
51 Maté 49,336 49,362 49,393 49,213 49,369 49,403
52 Maté 49,428 49,533 49,549 49,330 49,508 49,519
53 Maté 49,361 49,492 49,454 49,169 49,428 49,475
54 Maté 49,441 49,545 49,522 49,256 49,490 49,551
atlag 49,378 49,449 49,479 49,257 49,446 49,491
eltérés 0,879 0,895 0,935 0,827 0,957 0,936
eltérés (%) 1,78 1,81 1,89 1,68 1,94 1,89

A tablazatok alapjan is jol lathatd, hogy a bemért koncentraciok nagyon hasonloak, visszahozzak
mindharom esetben az elméleti koncentraciot. Az egymashoz képesti koncentraciok szazalékos
eltérése minimalis, 0,5 mmol/l koncentracidju oldatnal maximum 2,03 % az eltérés mennyisége,
5 mmol/l-nél 0,06%-t61 kozel 1,28%-ig terjed, végiil az 50 mmol/l koncentracioju oldatok esetében
maximum 1,94% az eltérés. A mérések sikeresek voltak, igy elmondhatom, hogy a moddszer

biztonsaggal atvihetd a mérést végzd személyek kozott.

7.4 Robusztussag vizsgalat
A robusztussag vizsgalat soran valtoztattam a detektor hdmérsékletet, az injektor hdmérsékletet,
valamint az 4ramlési sebességet is egyarant. Ebben a részben ezen vizsgalatok eredményei

kerilnek kiértékelésre és bemutatasra.
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7.4.1 Detektor hOmérsékletének valtoztatasa

A 16. tdblazat esetében jol lathatd, hogy a legkisebb koncentracio esetében a legmagasabb a relativ
standard deviaci6 szazalékos értéke, kozel 8%, de még ez is megfeleld eredménynek tekinthetd,
mig a legmagasabb koncentracio esetében az RSD értéke még a 2,5 %-ot sem éri el (pontosan
2,46%). Ezesetben kijelentheté, hogy nagyobb koncentraciok esetében sokkal pontosabb
eredményt kaphatunk, igy tehat a modszer robusztus, minimalis detektor hémérsékletvaltoztatasok
nem befolyasoljak szdmottevoen az eredményeket. A detektor hdmérsékletének valtoztatasaval

kapott valos koncentraciokat a 16-18. tdblazat tartalmazza.

16. Tablazat: A 0,5 mmol/l-es oldat mért koncentrdacioi a robusztussag vizsgalat soran

0,5 mmol/l-es oldat mért koncentracio komponensekre bontva (mmol/l)
detektor
24 TDA | 4AM2NA | 2M3NA | 24DNT | 4M3NA 2M5NA
homérséklet (°C)
360 0,438 0,414 0,443 0,418 0,438 0,441
350 0,452 0,445 0,470 0,436 0,460 0,468
370 0,480 0,480 0,490 0,451 0,496 0,500
RSD% 4,77 7,42 5,07 3,76 6,34 6,14

17. Tablazat: Az 5 mmol/l-es oldat mért koncentrdcioi a robusztussag vizsgalat soran

5 mmol/l-es oldat mért koncentracio komponensekre bontva (mmol/l)
detektor
2,4 TDA 4M2NA 2M3NA 2,4 DNT 4M3NA | 2M5NA
homérséklet (°C)
360 5,050 5,063 5,070 5,050 5,061 5,070
350 5,089 5,105 5,102 5,045 5,107 5,111
370 5,336 5,353 5,345 5,269 5,356 5,356
RSD% 3,00 3,03 2,90 2,51 3,07 2,99
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18. Tablazat: Az 50 mmol/l-es oldat mért koncentracioi a robusztussag vizsgalat soran

50 mmol/l-es oldat mért koncentracio komponensekre bontva (mmol/l)
detektor(l:zr)nérséklet 2,4TDA |4M2NA | 2M3NA | 24DNT | 4M3NA 2M5NA
360 48,499 | 48,554 48,544 48,430 48,490 48,555
350 49,347 | 49,573 49,532 49,427 49,483 49,523
370 47,168 | 47,200 47,195 47,380 47,160 47,221
RSD% 2,27 2,46 2,42 2,11 2,41 2,39

7.4.2 Injektor hémérsékletének valtoztatasa

A kovetkezo valtoztatott paraméter az injektor hdmérséklet volt, amely az eredeti modszerben
280°C. Eloszor kisebb, 270°C-on végeztem méréseket, majd 10°C-kal magasabb, 290°C-on
vizsgaltam a modszert. A 19. tdblazatban Gsszehasonlitottam a hdrom hémérséklet altal kapott
koncentraciokat a 0,5 mmol/l-es oldat esetében. Nagyon jol szemlélteti a tablazat, hogy hasonld
eredményeket kaptam minden komponensnél, példaul a 2,4 TDA-nal 280°C-on 0,438 mmol/l,
270°C-on 0,443 mmol/l, végiil 290°C-on a, 0,430 mmol/l értéket kaptam. A 20. tdblazatban az 5
mmol/l-es oldat esetében szintén lathato, hogy az eltérések kozotti differencia mértéke nem olyan
magas, hogy az ne lenne elfogadhato. Itt példaul a 4M2NA esetében 280°C-on 5,063 mmol/I,
270°C-on 5,298 mmol/l és 290°C-on 5,498 mmol/l eredményeket kaptam. Végiil a 21. tablazat
tartalmazza a legnagyobb koncentracio, az 50 mmol/l-es értékeket. Ezesetben is minden érték

RSD%-a minimalis volt, igy a robusztussagi vizsgalat ezen részét sikeresen zartam.

19. Tablazat: A 0,5 mmol/l-es oldat mért koncentracioi az injektor homérséklet valtoztatds soran

0,5 mmol/l-es oldat tényleges koncentracio komponensekre bontva (mmol/l)
injektor(l:('él;lérséklet 24TDA | 4M2NA 2M3NA | 24DNT | 4M3NA 2M5NA
280 0,438 0,414 0,443 0,418 0,438 0,441
270 0,443 0,434 0,459 0,402 0,454 0,452
290 0,430 0,421 0,447 0,382 0,444 0,443
RSD% 1,54 2,42 1,89 4,48 1,89 1,26

42




20. Tablazat: Az 5 mmol/l-es oldat mért koncentrdcioi az injektor hémérséklet valtoztatds sordan

5 mmol/l-es oldat tényleges koncentriaciéo komponensekre bontva (mmol/l)
injektor
2,4TDA | 4M2NA 2M3NA | 2,4DNT | 4M3NA 2M5NA
homérséklet (°C)
280 5,050 5,063 5,070 5,049 5,061 5,069
270 5,274 5,298 5,294 5,200 5,314 5,290
290 5,476 5,498 5,503 5,376 5,509 5,490
RSD% 4,05 4,13 4,1 3,14 4,25 3,99

21. Tablazat: Az 50 mmol/l-es oldat mért koncentrdcioi az injektor hémérséklet valtoztatas sordan

50 mmol/l-es oldat tényleges koncentracié komponensekre bontva (mmol/l)
injektor h6mérséklet
0) 24TDA | 4AM2NA | 2M3NA | 24DNT | 4M3NA 2M5NA
280 48,501 48,552 48,544 48,431 48,494 48,552
270 50,632 50,801 50,740 50,470 50,690 50,761
290 51,125 51,340 51,282 51,218 51,232 51,301
RSD% 2,78 2,94 2,89 2,88 2,89 2,90

7.4.3 Aramlasi sebesség valtoztatasa

Az utolsé valtoztatott paraméter a robusztussag vizsgalat soran az aramlési sebesség volt, ami az
eredeti modszerbeallitas szerint 1,5 ml/perc. Mivel ez volt az eredeti paraméter, igy a kalibracio is
ehhez a bedllitashoz késziilt el, de ha modositom az aramlési sebességet, akkor uj kalibraciora van
szlikség, ugyanis a komponensek retencios idejei megvaltoznak, nem lesznek felismerhetdek, mert
nem ahhoz a retencios id6hoz lettek bekalibralva. Igy tehat a modifikalt 1,3 és 1,7 ml/perc aramlési
sebességgel eldszor egy kalibracids sort készitettem. Ezt ugyantgy tettem meg, ahogy az eredeti
beallitasnal, csak az &ramlasi sebességet valtoztattam meg. Az eredményeket a 22. és 23.

tablazatok szemléltetik.
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22. tablazat: A kalibrdcios sorra mért koncentraciok az aramlasi sebesség valtoztatasa soran

(1,3 ml/perc)
aramlasi sebesség 1,3
ml/perc mért koncentracio (mmol/l
E‘mé‘egn';’gf/f)“t”"d(’ 24TDA | 4M2NA | 2M3NA | 24DNT | 4M3NA | 2M5NA
05 0,515 0,516 0,532 0,465 0,524 0,518
1 0,949 0,046 0,955 0,909 0,966 0,956
2 1,909 1,939 1,930 1,853 1,935 1,913
5 4,909 4,917 4,910 4,854 4,929 4,941
10 9,853 9,851 9,859 9,840 9,856 9,853
20 20,43 | 20137 | 20134 20,182 20,128 | 20,130
50 49,986 | 49986 | 49,987 49,981 49,987 | 49,987

23. tablazat: A kalibrdcios sorra mért koncentraciok az aramlasi sebesség valtoztatdsa sordn
(1,7 ml/perc)

aramlasi sebesség 1,7
ml/perc mért koncentracié (mmol/l)

Elmélet(inl]‘r‘:]‘;clz‘)‘“rédé 24TDA | 4M2NA | 2M3NA | 24DNT | 4M3NA | 2M5NA

0.5 0,458 0,448 0,485 0,603 0,473 0,467

1 1,038 1,021 1,086 0,097 1,044 1,057

2 2,028 2,002 2,041 1,997 2,016 2,036

5 5,186 5,181 5,189 5,155 5,206 5,199

10 9,479 9,495 9,483 9,451 9,467 9,473

20 20274 | 20271 | 20263 | 20306 | 20275 | 20.271

50 49,975 | 49974 | 49976 | 49971 | 49.975 | 49975

Az aramlasi sebesség kalibracios sordnak felvétele utan elkezdtem a validalast az 1,3 ml/perc és
1,7 ml/perc valtoztatasi paraméterekkel. A 24. és 25. tdblazat tartalmazza a mért koncentraciokat,
ahol szintén 5-5 mérést végeztem mind a 0,5; 5 és az 50 mmol/l-es koncentraciok esetében. A
diplomamunkdm ezen részében az 5 mmol/l-es oldatok eredményei keriilnek bemutatasra, de
mindharom eset megfelelt a kritériumoknak. A tablazatok alapjan jol lathatd, hogy a relativ
standard deviaci6 értéke kifejezetten alacsony. Az 1,3 ml/perc esetben 0,17% a 4M2NA ¢és a 2,4-
DNT is, ezt koveti 0,18%-al a 2M3NA, majd a 2,4-TDA 0,22-vel, végiil a 4AM3NA és a 2MSNA

0,26 és 0,38 RSD%-al.
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24. tablazat: 1,3 ml/perc aramlasi sebesség esetén kapott koncentraciok

aramlasi sebesség 1,3
ml/perc mért koncentracié (mmol/l)
Elméleti koncentriacié | 2 4 TDA | 4AM2NA | 2M3NA | 2,4 DNT | 4M3NA | 2M5NA
(mmol/l)
5 5,142 5,168 5,126 5,136 5,155 5,138
5 5,147 5,163 5,149 5,151 5,144 5,16
5 5,132 5,162 5,139 5,138 5,173 5,143
5 5,150 5,152 5,142 5,156 5,155 5,125
5 5,123 5,146 5,131 5,141 5,138 5,108
dtlag 5,139 5,158 5,137 5,144 5,153 5,135
széras 0,011 0,009 0,009 0,009 0,013 0,020
RSD% 0,22 0,17 0,18 0,17 0,26 0,38

25. tablazat: 1,7 ml/perc aramlasi sebesség esetén kapott koncentraciok

aramlasi sebesség 1,7
ml/perc mért koncentracio (mmol/l)
Elméleti koncentracio | 2 4 TDA | 4M2NA | 2M3NA | 24 DNT | 4M3NA | 2M5NA
(mmol/l)
5 4,634 4,628 4,64 4,542 4,628 4,643
5 4,629 4,629 4,63 4,536 4,619 4,647
5 4,616 4,615 4,633 4,583 4,62 4,615
5 4,620 4,631 4,637 4,582 4,629 4,628
5 4,639 4,644 4,634 4,583 4,641 4,635
atlag 4,628 4,629 4,635 4,565 4,627 4,634
SzOoras 0,010 0,010 0,004 0,024 0,009 0,013
RSD% 0,21 0,22 0,08 0,53 0,19 0,27

7.5 Szimmetria faktorok

7.5.1 Ismételhetdség vizsgalat soran kapott szimmetria faktor

A szimmetria faktorokat is vizsgaltam a validalasi protokoll alatt. A megfeleldséghez a szimmetria
faktor értékének 0,75 és 1,6 kozott kell lennie. A 26. tablazat az ismételhetéség vizsgalat soran
kapott szimmetria faktorokat mutatja be (atlagban az 5-5 mérésé), ahol jol lathato, hogy mindegyik

komponens esetében a jellemzd érték 0,8 és 1,3 kozotti.

45



26. Tablazat: Ismételhetoség vizsgalat soran kapott szimmetria faktorok

szimmetria faktor

Elméleti
koncentracio | 24 TDA | 4M2NA | 2M3NA | 24DNT | 4M3NA | 2M5NA
(mmol/l)
0,5 0,874 0,943 0,927 0,894 0,824 0,884
5 0,915 1,003 0,979 0,999 1,000 0,988
50 1,173 1,172 1,220 1,203 1,252 1,305

7.5.2 Reprodukalhatdsag vizsgalat soran kapott szimmetria faktor

A kovetkez6 tablazat (27.) mar a reprodukalhatosagi vizsgalat soran kapott szimmetria faktorokat
mutatja be Maté mérései soran. Szintén itt is 0,75 és 1,6 kozottiek a kapott értékek, melyek
megfelelének szdmitanak a kromatografiaban. Megfigyelhetd a tdblazat alapjan az, ahogyan
novekszik a koncentracid, ugy aranyosan nd a szimmetria faktor értéke is. Példaul a 2,4 TDA
esetében 0,5 mmol/l koncentracional még csak 0,882; 5 mmol/I-nél mar nagyobb valamivel, 0,955;

értéke.

27. Tablazat: Reprodukalhatosag vizsgalat soran kapott szimmetria faktorok

szimmetria faktor
Elméleti
koncentracié | 2,4 TDA | 4AM2NA | 2M3NA | 2,4 DNT | 4M3NA | 2M5NA
(mmol/l)
0,5 0,882 0,890 0,935 0,889 0,950 0,910
5 0,955 0,985 0,972 0,983 0,949 0,957
50 1,155 1,151 1,195 1,164 1,242 1,318

7.5.3 Aramlasi sebesség valtoztatasaval kapott szimmetria faktor

A 28. tablazat az 1,7 ml/perc és 1,3 ml/perc d&ramlasi sebesség esetén mért kalibralo sor szimmetria
faktorainak atlagat abrazolja, ahol a legalacsonyabb érték 0,984, a legmagasabb pedig 1,047 volt,
ami szintén a kritériumba tartozik (0,75-1,6). Ezekbe az értékekbe beletartoznak a 0,5; 1; 2; 5; 10;

crc
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28. Tdbldazat: Aramldsi sebesség valtoztatdsa sordn elkészitett kalibrdlé sor szimmetria

faktorainak atlaga
szimmetria faktor
Elméleti koncentracio | 2 4 TDA | 4M2NA | 2M3NA | 2,4 DNT | 4M3NA | 2M5NA
(mmol/l)
atlag 1,3 ml/percnél 0,984 1,019 1,013 1,032 1,028 1,020
atlag 1,7 ml/percnél 0,990 1,047 1,031 0,994 1,049 1,023

A 29. tablazat mutatja az 1,3 ml/perc esetén mért szimmetria faktorok eredményeit. A tablazat
alapjan jol lathatd, hogy hatarértéken beliil (0,75-1,6) vannak a kapott eredményeim, igy ezen
vizsgalati rész sikeres volt. Megfigyelhetd példaul a 2,4-TDA esetében, hogy a koncentracid
novekedésével a szimmetria faktorok is nének, vagy masik példa a 2M3NA esetében 0,5 mmol/I-
nél 0,933; 5 mmol/l-nél 0,986; végiil a legtoményebb oldatnal, az 50 mmol/l koncentracional 1,185

értékeket kaptam. A tablazatban mindegyik koncentracional az 5 mérés atlaga lathato.

29. Tablazat: Aramldsi sebesség valtoztatdsaval kapott szimmetria faktor 1,3 ml/perc esetén

szimmetria faktor
Elméleti
koncentracio | 2,4 TDA | 4AM2NA | 2M3NA | 2,4 DNT | 4M3NA | 2M5NA
(mmol/l)
0,5 0,923 0,859 0,933 0,878 0,946 0,852
5 0,954 0,978 0,986 0,902 0,951 0,956
50 1,102 1,123 1,185 1,152 1,166 1,236

A 30. tablazatban lathatoak az 1,7 ml/perc esetén mért szimmetria faktorok eredményei, ahol az
értekek 0,806 és 1,333 kozott valtoztak, igy ezen vizsgalati rész is sikeres volt. Egy példan
keresztiil abrazolva a 4M2NA esetében 0,875; 0,964; végiil 1,113-as eredményeket kaptam a

szimmetria faktorok tekintetében.

47



30. Tabldazat: Aramldsi sebesség valtoztatdsdaval kapott szimmetria faktor 1,7 ml/perc esetén

szimmetria faktor
Elméleti
koncentracio | 2,4 TDA | AM2NA | 2M3NA | 2,4 DNT | 4M3NA | 2M5NA
(mmol/l)
0,5 0,942 0,875 0,877 0,806 0,806 0,859
5 0,963 0,964 0,953 0,901 0,907 0,978
50 1,122 1,113 1,232 1,032 1,136 1,333

7.5.4 Detektor hOmérséklet valtoztatasaval kapott szimmetria faktor

A 31. tabldzat szintén a robusztussagi vizsgalat soran kapott értéket mutatja be, méghozza a
detektor hdmérsékletének valtoztatasaval, ami ezesetben 360°C helyett 350°C. Ebben az esetben
a szimmetria faktorok atlagai lathatéak 0,5; 5 €s 50 mmol/l koncentracio esetén, melyek 0,75 és

1,6 kozotti értéket mutatnak, igy a vizsgalat eleget tesz a feltételeknek.

31. Tablazat: 350°C-os detektor homérséklete soran kapott szimmetria faktorok

det. hém.350°C szimmetria faktor
. 24TDA | 4M2NA | 2M3NA | 24 DNT | 4M3NA | 2M5NA
koncentracio 0 2
(mmaol/l)
05 0,867 0941 | 1,014 0,930 0892 | 0,952
5 0,958 0955 | 0,956 0,976 0975 | 0,941
50 1,144 1245 | 1181 1,209 1243 | 1,235

A 32. tdblazatban a 370°C-os detektor hdmérsekletének valtoztatasaval kapott szimmetria faktorok

atlagai lathatoak egészen 0,853-t6l 1,312 értékig, ami szintén kovetelményen beliili.

32. Tablazat: 370°C-os detektor homérséklete soran kapott szimmetria faktorok

det. hém.370°C szimmetria faktor
e 24TDA | 4M2NA | 2M3NA | 24 DNT | 4M3NA | 2M5NA
koncentracio ! !
(mmaol/l)
05 0,853 0987 | 0971 0,897 0894 | 0948
5 0,960 0933 | 0974 0,943 0979 | 0988
50 1,174 1170 | 1,218 1,206 1234 | 1312
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7.5.5 Injektalasi homérséklet valtoztatasaval kapott szimmetria faktor

A 33. tablazat a 270°C-os injektalasi homérséklet soran kapott szimmetria faktorokat abrazolja,
ahol a legalacsonyabb érték a 2,4-TDA esetén mutatkozott, 0,76-es faktor értékkel, a legmagasabb
pedig a 2,4-DNT esetében volt, 1,278-as értékkel. A tablazat az atlagokat mutatja, ahol a legkisebb
a 0,850; a legmagasabb pedig az 1,277 szimmetria faktor volt. A 34. tablazat a 290°C-0s
valtoztatas soran kapott értékeket mutatja, ahol latahatdan az értékek kritériumon beliiliek, igy ez

a vizsgalat is sikeres volt.

33. Tablazat: 270°C-os injektor homérséklet soran kapott szimmetria faktorok

inj.hém.270°C szimmetria faktor
LLOG 2. 4TDA | 4M2NA | 2M3NA | 24 DNT | 4M3NA | 2M5NA
koncentracio J J
(mmol/l)
05 0,850 0862 | 0,935 0,941 0948 | 0,891
5 0,916 0996 | 0,945 0,949 0961 | 0,991
50 1,160 1,198 | 1,247 1,223 1229 | 1,277

34. Tablazat: 290°C-os injektor homérséklet soran kapott szimmetria faktorok

inj.hém.290°C szimmetria faktor
. 24TDA | 4M2NA | 2M3NA | 24 DNT | 4M3NA | 2M5NA
koncentracio 2 :
(mmol/l)
05 0,902 0911 | 0,947 0,893 0978 | 0,885
5 0,927 0969 | 0,969 0,969 0970 | 0,954
50 1,185 1170 | 1,215 1,220 1258 | 1,311
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8. Osszefoglalas

Kutatasi munkam sordn célom volt a 2,4-dinitrotoluol hidrogénezésének kovetésére hasznalt
jelenlegi GC-MS modszerrdl GC-FID rendszerre torténd modszer atirasa és fejlesztése, valamint

az eljaras validalasa.

A modszeratiras 1ényege az volt, hogy az eredeti GC-MS paramétereket atvittem az j
langionizécios detektorral rendelkezd gazkromatografra, majd addig modositottam a beallitasi
paramétereket, mig a legmegfelelobb eredményeket nem értem el a vizsgalatok soran.
Valtoztattam a kromatografids koriilményeket, ezaltal az injektor hdmérsékletét 280°C-ra, a
detektor homérsékletet 360°C-ra, aramlasi sebességet 1,5 ml/percre, az injektalasi térfogatot 0,5
ul-re, végiil a futasi id6t 25 percre. A detektalast FID detektorral végeztem el, mintaoldoként pedig
nagy tisztasagli (HPLC tisztasagu) metanolt alkalmaztam és késziilékként egy Agilent 8890 GC
rendszer allt rendelkezésemre. Igy kialakult az Gj modszer, 1j beallitasi paraméterekkel, melyekkel

megfeleld eredményt produkaltam, ezéltal a modszeratiras sikeresen megtortént.

A modszeratirds utdn validalasi vizsgalatokat végeztem azért, hogy az eljaras
teljesitményjellemzdi kielégitik-e az analitikai modszer altal eldirt kovetelményeket. Ez egyben
egy mindségbiztositasi rendszer része is, tulajdonképpen egy eljards annak bizonyitdsara €s
dokumentalasara, hogy az adott elemzési metddus barmilyen koriilmények kozott olyan eredményt
kovetelményeknek. A validalasi vizsgalatok soran elsdsorban kalibracios sort készitettem 0,5; 1;
2; 5; 10; 20 és 50 mmol/I-es koncentraciokban - ez jelentette egyben a linearitas vizsgalatomat is
- hogy azonositsam a jelenlévé komponensek csucsait, mely sikeresen visszahozta megfelelo
értekekkel a komponenseket. Ezt kovetden ismételhetdség vizsgalatot folytattam, ahol harom
koncentraciot kivalasztottam, a 0,5; 5 és 50 mmol/l-es koncentraciokat, és ezeket az oldatokat
szurtam fel a kromatografias késziilékre, 5-5-5 alkalommal annak bizonyitdsara, hogy azonos
személy, azonos anyagokkal, azonos laboratériumban, azonos miiszerrel, azonos
mérdeszkdzokkel, azonos sorozatbodl, fiiggetlen bemérésekbdl ugyanazon a napon beliil rovid
iddintervallumban azonos mérési eredményeket kapjon. Az ismételhetdség vizsgalatom
sikeresnek bizonyult. Ezt kdvette a reprodukélhatosagi vizsgalat, ahol egy kollégamtol, Szegedi

Maté Pétertdl kaptam segitséget. Az elvégzett mérések azt hivatottak bizonyitani, hogy nem csak
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azonos feltételek mellett megbizhatdo az adott mddszer, hanem atvihetdé laboratoriumok ¢€s
meghatarozast végzo személyek kozott is, igy a moddszer nem kivan specialis jellemzoket. A mérés
soran az ismételhet6ség vizsgalathoz hasonldan 0,5; 5 és S0 mmol/l-es koncentracioban végzett 6,
és én is 5-5-5 db mérést. A validalasi vizsgalat sikeresnek bizonyult. A kovetkez6 vizsgalatom a
robusztussagi vizsgalat volt, melynek célja kideriteni azt, hogy az analitikai paraméterek
kismértékli valtoztatasa befolyasolja-e, ha igen mennyire, az adott analitikai modszert, vagyis
mennyire ellendllo. Ezen beliil valtoztattam az dramlasi sebességet 1,5 ml/percrdl 1,3 ml/percre,
valamint 1,7 ml/perce. Itt elsdként egy Uj kalibralot Kellett készitenem, ugyanis az aramlas
valtoztatasaval elcstiszhatnak a komponensek retencios idejei. Miutan a kalibralas sikeres volt, itt
is az eldz6ekhez hasonldan harom koncentracidoban szirtam fel mintdkat egymas utan tobbszor. A
robusztussagon beliil a masik paraméter, amelyet valtoztattam, a detektor hdmérséklet volt, amit
360°C-r6l 350°C-ra és 370°C-ra valtoztattam, szintén 5-5-5 db méréssel. Az utolsé vizsgalati
paraméter ezen beliil pedig az injektor hémérséklet volt, amit 280°C-r6l 10°C-kal alacsonyabban,
azaz 270°C-on és 10°C-al magasabban, azaz 290°C-on vizsgaltam. A robusztussagi vizsgalatok
koziil mind sikeres volt. Az utolsé validalasi vizsgalatom a szimmetria faktor meghatarozasa volt,
melynek a szakirodalmi kutatasaim alapjan [38] elfogadhatonak tartott értékének 0,75 és 1,60
kozott kell lennie. Ezt az értéket minden valtoztatas ellenében mutatta a GC-FID rendszer a
kromatogram értékelésénél, igy lathattam, hogy minden komponens esetében minden validalasi

vizsgalat megfelelt az eldirt kritériumoknak.

Osszefoglalasul megallapithato tehat, hogy kutatomunkam sikeres volt. Teljesitettem a kutatas
kezdetén megfogalmazott célomat mely, a 2,4-dinitrotoluol (2,4-DNT) hidrogénezésének
kovetésére hasznalt jelenlegi GC-MS modszer atirasa GC-FID rendszerre és ezen feliil az uj
modszer validalasa volt. A kutatdbmunka soran kapott eredményeket szamos méréssel

tamasztottam ala, melyek a jovobeni kutatdsok alapjaul is szolgalhatnak.
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