Wysokorozdzielcza
spektrometria mas czasu przelotu
w oznaczaniu dioksyn

W ostatnich latach naukowcy
zwrocili szczegdlng uwage na
zwigkszajace sie zanieczysz-
czenie Srodowiska natural-
nego oraz jego negatywny
wplyw na organizmy zywe.
Zaobserwowano, ze niektore
zwigzki chemiczne, jak kse-
nobiotyki czy dioksyny, prze-
dostajace sie do srodowiska,
powodujg znaczne obnizenie
ptodnosci u ludzi i zwierzat.
Szczegéblnie niebezpieczne
sg dioksyny (polichlorowane
dibenzo-para-dioksyny oraz
polichlorowane dibenzofurany)
i polichlorowane bifenyle (PCB),
ktére kumulujac sie w tkance
tluszczowej, zaktdcajg wydzie-
lanie hormondéw sterydowych,
co w konsekwencji prowadzi
do bezptodnosci. Substancje
te wykazujg takze negatyw-
ny wptyw na proces replikacji
kodu genetycznego w rozmna-
zajacych sie komérkach [1].

Bezposrednim zrodtem diok-
syn sa przestarzate spalarnie
odpadéw, huty zelaza i me-
tali kolorowych, przetwoérnie
surowcow wtoérnych, procesy
spalania $mieci na wolnym
powietrzu lub w piecach do
ogrzewania domow, a takze
podczas sktadowania odpa-
déw na wysypiskach. Niebez-
pieczne dioksyny oraz PCB
przedostaja sie woéwczas do
atmosfery, wéd gruntowych

i gleby, a ze srodowiska trafiaja
do ludzi i zwierzat, kumulujac
sie w tkance ttuszczowej. Sub-
stancje te stabo rozpuszczaja
sie w wodzie, stad szacuje sie,
ze w wodzie pitnej jest ich od
0,005 do 0,1 pg-TEQ/L (ang.
toxicequivalency, TEQ odnosi
sie do poziomu toksyczno-
sci dioksyn i PCB). Zawartos¢
dioksyn w tkance ludzkiej zale-
zy przede wszystkim od diety
i sposobu zycia. Wykazano, ze
Sredni okres wydalania poto-
wy masy dioksyn z organizmu
zwierzat statocieplnych i ludzi
wynosi od 7 do 10 lat. Przy
czym nalezy wzig¢ pod uwage,
ze stezenie dioksyn w tkance
zwieksza sie wraz z wiekiem,
poniewaz codziennie z pozy-
wieniem przyjmuje sie nowa
dawke tych substancji [1].

Oznaczanie dioksyn jestbardzo
trudnym zadaniem, poniewaz
wystepuja one w przyrodzie w
Sladowych ilosciach. Wyzwa-
nie stanowi takze ich ogromna
réznorodnos¢. Istnieje w sumie
75 tzw. kongeneréw polichlo-
rowanych dibenzo-p-dioksyn
(ang.  polychlorinateddiben-
zo-p-dioxins, PCDDs) i 135
polichlorowanych dibenzofu-
ranéw (ang. polychlorinateddi-
benzofurans, PCDFs) zaklasyfi-
kowanych do grupy trwatych
zanieczyszczen  organicznych
(ang. persistentorganicpollu-
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tants, POPs), z ktérych 17 stwa-
rza zagrozenie pod wzgledem
toksykologicznym.  Polichlo-
rowane bifenyle (ang. poly-
chlorinetedbiphenyls,  PCBs)
stanowig grupe 209 réznych
kongeneréw, ktére mozna po-
dzieli¢ na dwie grupy, biorac
pod uwage ich wiasciwosci
toksykologiczne: 12 konge-
neréw wykazuje wiasciwosci
toksykologiczne podobne do
dioksyn, przez co czesto okre-
slasie je jako ,polichlorowane
bifenyle o dziataniu podob-
nym do dioksyn” (ang. dioxin-
-likePCBs, DL-PCBs). Pozostate
polichlorowane bifenyle nie
wykazuja toksycznosci podob-
nej do dioksyn, ale maja inne
wiasciwosci
i sg okreslane jako ,polichlo-
rowane bifenyle o dziataniu

toksykologiczne

niepodobnym do dioksyn”
(ang. non-ioxin-likePCBs,NDL-
-PCBs). Kazdy kongener diok-
syn lub polichlorowanych bi-
fenyli o dziataniu podobnym
do dioksyn wykazuje nieco
inny poziom
Wprowadzenie koncepcji tzw.
wspotczynnikéw toksycznosci

toksycznosci.

(TEF) umozliwia sumaryczne
wyrazenie toksycznosci tych
ré6znych kongeneréw i ufa-
twia ocene ryzyka oraz urze-
dowg kontrole. Dlatego tez
wyniki badan analitycznych
odnoszace sie do wszystkich
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dioksyn oraz kongeneréw po-
lichlorowanych bifenyli o dzia-
taniu podobnym do dioksyn
stanowigcych zagrozenie
toksykologiczne sg wyrazone
w  policzalnych jednostkach
zwanych
toksycznosci [2].

Badanie zawartosci
i dioksynopodobnych konge-
neréw PCB wymaga wyizolo-

rownowaznikami

dioksyn

wania ich zbadanej probkiiwy-
eliminowania zanieczyszczen
utrudniajacych oznaczenie, co
stanowi dla analityka nie lada
wyzwanie, poniewaz stezenie
dioksyn waha sie poziomie ng.
Istotnym problemem s3 takze
straty dioksyn z badanej prébki
podczas jej przygotowania do
analizy. W celu kontroli tego
procesu, do prébki wprowa-
dza sie wzorce odzysku, s3 to
bardzo kosztowne wzorce zna-
czone izotopowo: '3C-PCDDs,
13C-PCDFs i '3C-PCBs. W zwiaz-
ku z tym, przygotowanie
probki do analizy jest dtugo-
trwatg i kosztowng procedurg
analityczna. Oznaczanie diok-
syn prowadzone jest w nielicz-
nych laboratoriach, specjalizu-
jacych sie gtéwnie w tego typu
oznaczeniach i wyposazo-
nych w wysoko wyspecjalizo-
wany sprzet, najczesciej sg to
wysokorozdzielcze spektrome-
try mas sprzezone z chromato-
grafig gazowa.
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Tabela 1. Obserwowane zdolnosci analityczne Pegasus
GC-HRT wzgledem kryteriow zawartych w dyrektywie EPA
1613b [3]

Atrybut metody

Wymagania EPA

Pegasus GC-HRT

Rozdzielczo$¢é MS

Nie nizsza niz
10 000 w 10%
dolinie dla m/z 304

>10 000
dla m/z 303,9016
oraz 305,8987

Wzgledna

abundancja izotopu 85-115% 103%
Stabilnos¢ Wariancja nie < 5%
»lock mass” wyzsza niz 20%

Czutosé Minimum 0,5 ppb < 0,05 ppb
Energia jonizacji 28 - 40 eV 40 eV

Nominal

High Resolution

Ultra-High Resolution

L=2m L =20m L =40m
R =1,500 R = 25,000 R = 50,000
Rys. 1. Trzy tryby rozdzielczosci Pegasus GC-HRT,

w przypadku kazdego z nich aparat rejestruje 200 widm
mas w ciggu sekundy, L - dtugos¢ toru przelotu jonéw,

R - rozdzielczos¢ (FWHM) [3]

Do tej pory do analizy diok-
syn powszechnie stosowano
spektrometry mas z sektorem
magnetycznym, w przypadku
ktérych najtatwiej byto osia-
gna¢ wysoka rozdzielczosc.
Jednakze sektory magnetycz-
ne charakteryzuja sie mafg
szybkoscia akwizycji danych,
co zmusza analitykéw do pra-
cy w trybie monitorowania
wybranych jonéw (ang. selec-
tedion monitoring, SIM), aby
uzyskac pozadany wynik ana-
lizy. W 2011 roku firma LECO
Corporation
na rynek wysokorozdzielczy
spektrometr mas czasu prze-
lotu sprzezony z chromato-
grafia gazowa (GC-TOFMS)
o nazwie Pegasus GC-HRT,
ktéry wedtug przeprowadzo-
nych testéw, spetnia kryteria
analityczne zawarte w dyrek-
tywie EPA 1613b (Amerykan-

wprowadzita

12

skiej Agencji Ochrony Srodo-
wiska) dotyczacej oznaczania
dioksyn. Dzieki zastosowaniu
technologii Folded Flight Path
i wyposazeniu Pegasus GC-
-HRT w wieloodbiciowy ana-
lizator czasu przelotu (ang.
multi-reflecting TOF), uzyska-
no wydtuzenie toru przelotu
jondéw do 40 m i polepszenie
rozdzielczosci wzgledem li-
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Rewrm = 21568 303,90121
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niowego analizatora TOF. Apa-
rat moze pracowaé w trzech
trybach rozdzielczosci: nomi-
nalnej, gdzie R = 1000, wyso-
kiej R =25 000 oraz maksymal-
nej R = 50000, zachowujac
w przypadku kazdej z nich
duza szybkos¢ rejestrowania
danych réwng 200 widm/s.
Na rys. 1 zobrazowano sche-
mat przelotu jonéw w wielo-
odbiciowym analizatorze cza-
su przelotu w zaleznosci od
zastosowanej rozdzielczosci.
Wedtug wymagan EPA, system
wykorzystywany do analizy
dioksyn musi charakteryzo-
wac sie jednoczesnie wysoka
rozdzielczoscig, duzg czuto-
$cig (ponizej 0,5 ppb), odpo-
wiednig wartoscig wzglednej
abundangji izotopu, stabilno-
$cig wskazan detektora pod-
czas wykonywania analiz oraz
odpowiednig energig joniza-
cji. Pegasus GC-HRT pomysl-
nie przeszedt badania majace
na celu sprawdzenie jego pa-
rametréw technicznych pod
katemoznaczania dioksyn
i PCB[3].W tabeli 1zebrano wy-
tyczne zawarte w dyrektywie
EPA 1613b dotyczace aparatu-
ry oraz parametry uzyskane za
pomocga Pegasus GC-HRT.
Okazato sie, ze w przypad-

ku warunku rozdzielczosci
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R;09%=10000dla jonum/z=304,
a doktadnie m/z 303,9016 oraz
305,8987, Pegasus GC-HRT po-
zwala na uzyskanie znacznie
lepszych wynikéw, niz wyma-
gane przez EPA (patrz rys. 2).
Wedtug dyrektywy EPA, dla
dioksyn zawierajacych 8 ato-
méw  chloru w  czasteczce,
czyli OCDD i OCDF, wzgledny
stosunek jonow (M+2) i (M+4)
powinien zawierac sie od 0,76
do 1,02 (wartos¢ srednia 0,89).
Zmierzone za pomoca Pega-
sus GC-HRT $rednie wartosci
stosunkéw dla OCDD i OCDF
wynoszg odpowiednio 0,916
i 0,910. Aparat ten wykazuje
takze duza stabilno$¢ sygna-
téw pochodzacych od sub-
stancji stosowanej do kalibracji
systemu (ponizej 5%) [3].

W przyrodzie istnieje ogrom-
na ilos¢ substancji zaliczanych
do grupy trwatych zanieczysz-
czen organicznych (POPs),
m.in. PCDDs, PCDFs, PCBs oraz
polibromowane etery difeny-
lowe (PBDEs). Na rys. 3 przed-
stawiono wzory strukturalne
substancji nalezacych do gru-
py POPs. Oznaczenie wiekszo-
$ci tych substancji obok siebie
w jednej prébce jest bardzo
trudne, poniewaz rozwaza-
ne zwigzki chemiczne moga
wystepowac w bardzo szero-

10%valley = 10576 I

Rewhm = 21152 305,89808
R A

305,86 30587 30588 30589 3059 30591 30592 30593 30594

Rys. 2. Widmo mas TCDF (m/z=303,9016 oraz 305,8987) wykonane w trybie wysokiej
rozdzielczosci obrazujace izotopy M i M+2 z obliczonymi rozdzielczosciami dla obu jo-
néw: 10784 i 10576 (w 10% dolinie) [3]
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PCDD

PCB

PBDE

Rys. 3. Struktury substancji zaliczanych do trwatych za-
nieczyszczen organicznych (POPs) [4]

kim zakresie stezen, przez co
obecnos$¢ jednych moze ma-
skowac inne. Ponadto, halo-
genowe pochodne zwigzkéw
organicznych nalezace do tej
samej klasy chemicznej daja
bardzo podobne widma mas,
powodujac niekiedy ogromne
trudnosci w ich jednoznacz-
nej identyfikacji. W prébkach,
oprocz POPs, moga wyste-
powac réwniez ich produkty
rozpadu oraz inne halogeno-
pochodne [4].

Pegasus GC-HRT wykorzysta-
no do ukierunkowanej anali-
zy PCBs w osadzie rzecznym.
Przed badaniem, probke osa-
du poddano ekstrakcji mie-
szaning rozpuszczalnikow: di-
chlorometan/heksan (1:4 v/v),
oczyszczono na zelu krzemion-
kowym i odmyto za pomo-
€3 wspomnianej mieszaniny
rozpuszczalnikdw [4]. Ekstrakt
odparowano do objetosci Tml
i poddano analizie za pomoca
systemu GC-HRT przy zastoso-
waniu wysokiej i ultra-wysokiej
rozdzielczosci aparatu (odpo-
wiednio R=25 000 i R=50 000).
W ekstrakcie z osadu wykryto
trzy kontenery PCBs: CB 47, CB
162 i CB 209. Na rys. 4 zapre-
zentowano uzyskane widma
mas tych kongeneréw z opi-
sanymi wartosciami obliczo-
nej masy jonu molekularnego,
zmierzonej eksperymentalnie

masy jonu molekularnego
oraz dokfadnosci pomiaru
mas dlaCB47,CB 162iCB 209.
Wykonane widma mas PCBs
wykazuja bardzo dobre dopa-
sowanie z widmami zamiesz-
czonymi w bibliotece NIST,
ich podobienstwo wynosito
odpowiednio: 953, 826 oraz
865. Doskonatej jakosci widma
mas rejestrowane za pomoca
GC-HRT wykazuja bardzo duza
korelacje pomiedzy oczekiwa-
nymi i obserwowanymi warto-
sciami stosunkéw wzglednej
abundancji klastrowych jonéw
molekularnych PCBs.

Analogiczne badania z zasto-
sowaniem maksymalnej roz-
dzielczosci Pegasus GC-HRT
(R = 50 000) wykonano dla
ekstraktu z tkanek ryb w celu
oznaczenia substancji naleza-
cych do POPs[4]. W badanych
probkach zidentyfikowano
70 substancji nalezacych do
grupy polichlorowanych bife-
nyli oraz 7 innych substancji
chloroorganicznych, ktére zali-
cza sie do POPs. Sredni biad po-
miaru mas wynosit 1,01 ppm.
Wytacznie dzieki zastosowaniu
aparatu o wysokiej rozdziel-
czosci mozliwe byto rozdzie-
lenie i zidentyfikowanie frag-
mentéw jonu o nominalnej
masie 324, ktéra odpowiada
jonowi [M-Cl,+2]*" dla CB 180
i jonowi [M-Br,]*" dla BDE 47

(patrz rys. 5). Wedtug Alaee
i wsp., rozdzielenie tego typu
izobaréw wymaga zastosowa-

dokonano z duzg doktadnoscia
(£1,2 ppm). Podczas identyfi-
kacji zastosowano poréwnanie
widm z bibliotekg NIST, gdzie
wspotczynnik  dopasowania

nia aparatu o rozdzielczosci nie
nizszej niz 25 000 (m/Am) [5].
eksperyment
wyraznie wskazuje na fakt, ze

wynosit zawsze powyzej 800.
W prébce wykryto takze chlo-
rowane wielopierscieniowe

Prezentowany

stosowanie Pegasus GC-HRT
weglowodory aromatyczne
oraz wielopierscieniowe we-
glowodory aromatyczne (ang.
polycyclicaromatichydrocar-
bons, PAHs), ktére wystepowaty
w prébce na znacznie wyzszym

pozwala na
identyfikowanie
¢ji nalezacych do grupy POPs
obecnych w prébce na réznym

jednoznaczne
substan-

poziomie stezen, jak réwniez
w obecnosci réznego rodzaju
poziomie stezen, niz dioksyny.
Oprécz dioksyn w lotnym po-
piele zidentyfikowano jeszcze
4 substancje nalezace do gru-
pyPAHs oraz 5 chlorowanych
PAHs. W przypadku tych ostat-
nich bardzo tatwo dokonano
identyfikacji, poniewaz btad
pomiaru mas wynosit od 0,35
- 0,13 ppm, zas dopasowanie
z bibliotekg mas od 821 do 918.
Na rys. 6 zamieszczono chroma-

zanieczyszczen.

Celem kolejnego badania byto
wykonanie nieukierunkowanej
analizy substancji zawartych
w popiele lotnym za pomoca
Pegasus GC-HRT przy wykorzy-
staniu wysokiej rozdzielczosci
aparatu (R=25 000) [6]. W bar-
dzo ztozonej prébce popiotu
wykryto 76 dioksyn, wéréd kto-
rych byty PCDDs i PCDFs, a tak-
Ze substancje heterocykliczne
togram wybranych jonéw (ang.
chromatogram,

zawierajgce atom tlenu w cza-

steczce. Pomiaru masy jonéw extractedion
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Rys. 4. Widma mas kongeneréw: CB 47, CB 162 | CB 209
z zaznaczonymi wartosciami obliczonej masy jonu mole-
kularnego, zmierzonej masy jonu molekularnego oraz do-
ktadnosci pomiaru mas [4]
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XIC) PAHs oraz chlorowanych
i heterocyklicznych substancji
wykrytych w prébce lotnego
popiotu.
Stosowanie  wysokorozdziel-
czej spektrometrii mas czasu
przelotu do analizy prébek $ro-
dowiskowych jak réwniez bio-
logicznych, pozwala na czute
i selektywne oznaczanie diok-
syn w réznego rodzaju matry-
cach zgodnie z wymaganiami
EPA. Pegasus GC-HRT umoz-
liwia kompletng analize jako-
$ciowq i ilosciowa substancji
wystepujacych na $ladowym
poziomie stezen w prébkach
o bogatej matrycy. System
ten moze zastgpic spektrome-
try mas wyposazone w sektor
magnetyczny, ktore ze wzgle-
du na wysoka rozdzielczo$¢
sg stosowane w laboratoriach
analitycznych  gtéwnie do
oznaczania dioksyn.
Wychodzac naprzeciw stale
rosngcym wymaganiom ana-
litycznym, firma LECO Cor-
poration prowadzi prace nad
systemem kompletnej dwu-
wymiarowej  chromatografii
gazowej sprzezonej z wysoko-
rozdzielcza spektrometriag mas
czasu przelotu (GCxGC-HRT).
Takie potgczenie pozwoli na
znaczne zwiekszenie pojem-
nosci pikowej ukfadu, a co za
tym idzie polepszenie rozdzie-
lenia i obnizenie granic wykry-
walnosdci analitéw. Umozliwi
tez w pewnym stopniu wyeli-
minowanie
procesu wstepnego oczyszcza-
nia probki. Nowoczesny sys-
tem GCxGC-HRT bedzie taczy¢
ze sobg wysoka rozdzielczos¢,
duzg szybkos¢ rejestrowania

czasochtonnego

danych, doskonate rozdziele-
nie analitdw oraz niskie gra-
nice ich wykrywalnosci. Czy
mozna chcie¢ wiecej ...?
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Rys. 6. Chromatogram wybranych jonéw PAHs (od gory) oraz chlorowanych i heterocy-
klicznych substancji (na dole) wykrytych w probce lotnego popiotu [6]
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