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Separacni metody
|

Zadny analyticky signal neni jedinedny a specificky pro danou
latku — nutna separace — oddéleni/izolace chemickych individui
resp. skupin chem. slozek pred merenim analytickeho signalu.

Rovnovazné metody: zalozené na rovnovazneé distribuci slozek

mezi dve faze, napfr. rozdilna rozpustnost latek (chromatografie,
extrakce, ..)

Nerovnovazné metody: latky se déli na zakladé rozdilnych
rychlosti transportu, napr. rozdil v pohyblivosti Castic v silovem
poli (elektroforéza, izotachoforeéza, ...)



Chromatografické metody

Michail S. Cvet — barva = chroma“ (gre.), psat = graphen
(M. Tswett, Trav. Soc. Nat.Warsovie, 6 (1903) 14)
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1 - extrakt rostlinnych barviv; 2 - ¢isty petroléter — mobilni faze;
3 - uhlic¢itan vapenaty — stacionarni faze; 4 - sklenéna koléna;
A, B, C - slozky separované smési
Nobelovy ceny za chromatografii:
A. Tiselius (1948) — adsorpcni chromatografie a elektroforéza
A. J. P. Martin a R.L.M. Synge (1952) - rozdélovaci chromatografie



Chromatografie - princip
.

Nepohybliva Pohyblivé fyzikalni metoda na separaci
(stacionarni) (mobilni) , ve v - ,
faze faze latek, prficemz separované

latky jsou distribuované meazi
dvé faze, z kterych jedna je
nepohybliva (stacionadrni faze)
a druhda se pohybuje v
definovaném sméru (mobilni
faze)

latka2

ECECECE

....definice IUPAC 1993

Distribucni (rozdélovaci) konstanta

Kn = Cs c, - koncentrace slozky ve stacionarni fazi
D

.. - koncentrace slozky v mobilni fazi
Cm m



Rozdeéleni chromatografickych metod
|

1) Na zakladé skupenstvi mobilni faze:

(angl. Gas Chromatography, GC) - mobilni fazi je plyn

(Liquid Chromatography, LC) - mobilni fazi je kapalina

(Supercritical-Fluid Chromatography, SFC) - mobilni fazi je latka v
nadkritickém stavu (pfechod mezi plynem a kapalinou, kriticky bod je zde
charakterizovan kritickou teplotou Tk a kritickym tlakem pk).



Rozdeéleni chromatografickych metod
|

2) Dle povahy fyzikalné-chemického déje pri separaci:

(Liquid-Solid Chromatography, LSC)

(Partition Liquid Chromatography resp. Liquid-Liquid Chromatography, LLC)

(lon-Exchange Chromatography, IEC)

(Affinity Chromatography, AC)

(Gel Chromatography)



Rozdeéleni chromatografickych metod

3. Dle geometrie usporadani stacionarni faze:

- stacionarni faze je
umistnena v kolone

stacionarni faze je soucasti chromatografického papiru

porovita stacionarni faze je umistnéna
na pevnem plochém podkladé napf. hlinikové folii anebo sklenené
desce



Rozdeéleni chromatografickych metod
|

4. Dle zpusobu ziskani chromatogramu

jednorazové nadavkovani vzorku na kolonu
a vymyvani slozek mobilni fazi, pficemz objem vzorku predstavuje do 1%
objemu kolony.

r v V4 v r

v mobilni fazi, pficemz objem davkovaného vzorku je mnohonasobné vyssi
nez objem kolony.

- davkovani vzorku na kolonu podobné
jako pfi eluéni, jen jako mobilni faze se pouzije vytésriovaci Cinidlo, pficemz
objem vzorku predstavuje az 50% objemu kolony.



Elucni chromatografie

- nejpouzivanéjsi forma chromatografie

vzorek mobilni Cas ‘ J
¢A+B ﬂr J-|7 faze ﬂr ﬂ, "
B
A B
kolon:
A B
v v \ v v
A B detek

chromatogram A

o ik latky B :
pik latky A P y 1. Chromatographic process



Chromatografie — plosné techniky
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¢ ; | Vzestupné vyvijeni
" 1 - mobilni faze
') [ 2 - papir
3 - separovana smeés
' 4 - standardy
" o 5 - Celo rozpoustédla
6-§—+&4,—~ 6 - start

R; — retencni faktor

z, — vzdalenost chromatografické skvrny
od startu

| — vzdalenost Cela rozpoustédla od startu



Plynova chromatografie
S

Principem je rovnovazna distribuce latek mezi dve faze — plynnou
(mobilni) a kapalnou nebo tuhou (stacionarni). Slozky jsou separovane v
plynné fazi.

Dle stacionarni faze GC rozdélujeme na:

1. plynovou adsorpéni chromatografii — separacnim procesem je
adsorpce slozky z plynné faze na povrch tuhého sorbentu.

2. plynovou rozdélovaci chromatografii — distribuce slozek je mezi
plynnou (mobilni) a kapalnou (stacionarni) fazi.

GC slouzi na separaci a stanoveni smési plynu, nebo nizkovroucich
kapalin (do 400°C), které se po nadavkovani do davkovaci komory
odpari a prochazeji kolonou v plynné fazi, pficCemz se nesmi rozkladat.



Plynova chromatografie
S

Nosny plyn z ocelové lahve proudi do davkovaci komory a prochazi
kolonou, z které vystupuje na detektor. Vzorek se injektuje do davkovaci
komory a je unasen nosnym plynem. Pfi prichodu kolonou se rozdéli na
jednotlivée slozky, které postupné vystupuji z kolony pres detektor.
Signal z detektoru se zesiluje a zpracovava.

Detektor

Davkovacia *
komora
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Zosilnovac

Prietokomer

Kolona

Termostat




Plynova chromatografie

Na preparativni ucely se vyuzivaji kolony s pramérem 8 - 100 mm
a délkou 2 - 6 m.

Na analytické ucCely se vyuzivaji kolony s pruimérem 2 - 5 mm a délkou
0,5 - 5 m, anebo kapilarni kolony s prumérem 0,1 - 0,5 mm a délkou 10 -
100 m.

Naplni kolon byva aktivni uhli, silikagel, oxid hlinity, molekulové sito
nebo kfemelina se zakotvenou kapalnou fazi.

Kapilarni kolony maji vnitfni stény potahnuté vhodnou vrstvou, nejCastéji
vysoko vrouci, viskdzni kapalinou (napr. polyalkoholem).

Jako nosny plyn se nejCasteji vyuziva dusik, nekdy je vyhodnegjsi
pouzivat argon, pro specialni ucely se muze vyuzivat hélium, pfipadné
jiné plyny.



Plynova chromatografie

NejpouzivanejSi detektor v GC je plamenovy ionizacni detektor.

K nosnému plynu, ktery proudi z kolony je privedeny proud vodiku. Do
komory detektoru se privadi vzduch. Vodik reaguje s kyslikem ze
vzduchu a tvori plamen. Nad plamenem se nachazeji dvé elektrody, na
které je privedené stabilizované napéti 100 az 500 V. Plamen ionizuje
vzduch mezi elektrodami a obvodem protéka proud. Kdyz do plamenu
vstupuje organicka latka (slozka analyzovaného plynu) nastava
spalovani slozky, zvysi se teplota plamene, zvysi se ionizace plynu mezi
elektrodami a zvySi se proud protékajici obvodem. Signal
z galvanometru se zvySi a po pruchodu slozky detektorem opét
poklesne na puvodni hodnotu. Plamenovy ionizacni detektor ma vyssi
citlivost, ale je vhodny jen pro horlavé (organickée) latky.



Vysokoucinna kapalinova chromatografie



Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Chemickeé
Chemometrie _ metody Biochemické metody,
Zpracovani signalu, Deprivatizace, sorbent Imunosorbenty
udaju, vysledkd I Bioafinita
Matematické metody Biologické
Teorie, algoritmus metody
Detekce, charakter.
Fyz.- chemické Fyzikalni Biofyzikalni metody,
metody metody Detekce, charakter.

Detekce, charakter. Detekce, charakter.




Schéma chromatografického experimentu

Elucni Cinidlo ze zasobni lahve proudi za pomoci Cerpadla pres tlumicC pulzu na
kolonu a protéka ji smérem k detektoru. Vzorek se pomoci injekCni stfikacky
davkuje na zacCatek kolony. Prfi postupu kolonou se rozdéli na jednotlivé slozky,
které postupné vstupuji na detektor.

S
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Zakladni schéma kolonového chromatografického experimentu:
1 - rezervoar pohyblivé faze; 2 - vysokotlaké Cerpadlo; 3 - davkovaci zafizeni; 4 -
chromatograficka kolona; 5 — detektor; 6- vyhodnocovaci jednotka.



Zasobniky mobilni faze :

nejCasteji sklenéné nadoby objemu 0,1-2,5 1,
s ryskami a uzavérem z inertniho plastu F

s predvrtanymi otvory pro teflonové hadicky g

v Nerezovy (Hastalloy) filtr pro praci s halogenovanymi rozpoustédly

»r

i Plastovy filtr pro bio-chromatografické aplikace



Odplynovaci zarizeni
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- mobilni faze se probublava He, které vytésnuje rozpusténé
plyny (rozpustnost He v rozpoustédlech je minimalni)




Cerpadla mobilni fazy
S

Dualni Cerpadlo pohani jeden motor -
jedna cCast se plni, druha wvytlaci
kapalinu do systému, coz ma za
nasledek bezpulzni Cerpani. LepSich
vysledkl je mozné dosahnout
elektronickou kontrolou pohybu pistu
- pulzace tlaku je minimalizovana.

a
.

Jednotky tlaku v HPLC:

1 bar = 1atm
1 bar = 14,5 psi (pound per square inch)
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Izokraticka vs. gradientova eluce
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A cerpadlo
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(elucni sila) se béhem

analyzy nemeéni. E

cerpadlo vy -
smesovac

gradientova eluce: -~y VYSOKOTLAKY GRADIENT
elucni sila mobilni faze g -
vzrusta behem analyzy. & gerpadio

; B sméesovac
cerpadlo



Davkovaci ventily

Manualni

LoAD INJECT

Ta the
column

/;-h - column "-\\
l\_,//)h""FrumﬁE:> I 1N )"--.methe

Drrain puUmp Drain pump

Sample loop
f—

Dvé polohy davkovace: |
1. poloha plnéni smycCky Saaas ‘
2. davkovaci poloha |

Davkovany objem je dan velkosti smyCky — standardnée 1-100 pl -



Chromatograficke kolony

Kolona je rourka (kovova, sklenéna, kiemenna resp. plastova) obsahuijici

stacionarni fazi (naplriové resp. monoliticke).

Specifikace kolony

Y 7 Tx\J I\ LN . % hA | .

typ faze velikost Castic
rozmér kolony velikost poéru
KOLONA FRITA FERULE

PRUCHOZI
SROUB

‘1




Slozky separacniho systému jsou voleny tak, aby méli ruzné separované
analyty rozdilnou afinitu k stacionarni a k mobilni fazi.
Ruzné analyty podléhaji rizné distribuci (rozdélovani) mezi mobilni fazi
a stacionarni fazi. V dusledku toho jsou separované analyty rozdilné
zadrzované (retence) a rozdilné se vzajemne zpozduji (retardace).

Usmerneny tok

Zloiky mobilnej fizy I

F F F

—
- (/- .\
Smer toku

N I N

Zlozky stacionarnej fazy

azové rorhranie Fazové rozhranie




Fakulta rybafstvi Jiho&eska univerzita
a ochrany vod v Ceskych Budéjovicich

Chromatograficka separace

Zakladni charakteristiky mezimolekulovych interakci v chromatografii

Interakéni Vyskyt v LC
Interakce Schéma energie Orientace
( kJ/ mol )
kovalentni R—X—Y—R 400 - 800 ano  chelatace
iontova R® © R 200 - 800 ne  iontovd vyména
, . © g .y
vodikova vazba R—3g o9 R 20 - 40 ano  reverzni faze
o o © ® © @
dipdl - dipdl O—0 &6—9 12 -14 ano normalni faze
© ® 6 o
dipdl — induk. dipdl —38 &6—35 8 - 25 ne reverzni faze

. . ® o ® O 5 .. )
disperzni sily 0—986 o6—9% 4 - 20 ne  vSudy-pfitomné



Fakulta rybarstwi Jihoéeska univerzita

z
a ochrany vod v Ceskych Budéjovicich

Chromatogram déleni dvouslozkové smesi
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Elucni cas
tx > ty

Elucni charakteristiky

Mrtvy objem kolony

pik latky 1 Vu=tu-Fu

Elucni objem
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Retencni faktor k =tz /ty =ng/ ny



Fakulta rybarstwi Jihoéeska univerzita
a ochrany vod v Ceskych Budéjovicich

Selektivita
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— parametr charakterizujici vzajemnou retenci dvou latek



Pocet teoretickych pater :

2 tp

Wi/2

L
n— 16(—) _ 5,545(
W

w - Sirka piku pfi zakladné
w,, - Sirka piku v poloviné vysky

Vyskovy ekvivalent teoretického patra:

JH=L/nt



Fakulta rybarstwi Jihoéeska univerzita
a ochrany vod v Ceskych Budéjovicich va n e e m e ro va
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H=H,+Hp+H =A+-+Cu

H | | Vian Deemiar curve

He A+ 8400
Li

F. Van Deemter equation

A - vifiva difuze, B - podélna difuze v PF, C - odpor proti pfenosu hmoty mezi fazemi



Fakulta rybarstwi Jihoéeska univerzita
a ochrany vod v Ceskych Budéjovicich

Rozliseni
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Rozllsen
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Volba mobilni resp. stacionarni faze,

Délka kolony, velikost ¢astic, pratok MF. teplota.



Hmotnostni spektrometrie
S

- vysoce presna a citliva analyticka metoda poskytujici z ng-pg
mnozstvi latky dobre reprodukovatelné strukturni informace, ktere
svoji kvalitou a kvantitou predCi informace ziskané ostatnimi
metodami strukturni analyzy

- destrukéni metoda

- separacni technika, nikoli spektralni — neméri se rozdil energii mezi
dvéma stavy molekuly ani nesleduje pravdépodobnost prechodu -
formalni podobnost ziskanych zaznamu (hmotnostnich spekter) s
jinymi spektry (UV, IR, NMR) a podobné vyuziti (strukturni informace)



Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometr — zarizeni se schopnosti rozdelit plynné ionty
podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z)

Hlavni funkce hmotnostniho spektrometru:
1) ionizace - generovani iontu ze sledovanych atomu a
molekul

2) separace — separovat/rozliSit tyto ionty dle pomeéru jejich
hmotnosti a naboje (m/z)

3) detekce - méreni zastoupeni jednotlivych druhu rozdélenych
iontu



Mass Spectrometry Moves across the Disciplines




—1912-1913 — J.J.Thomson —
hmotnostni spektra O,, N,
CO, CO, a COCl,

—objevil izotopy ?°Ne a %°Ne
(Nobelova cena 1922)
povazovany za zakladatele
hmotnostni spektrometrie

—-1924 - J. J. Thomson, F. W.
Aston — charakteristika

izotopickeho zastoupeni asi
50 prvku

Historie

Joseph John ThoMSon
1897

MarcoS

Joseph John Thomson (1856-1940), the father

of mass spectromeftry, was an english
Physicist at Cambridge University. He
performed the first important experiments that
led to an understanding of the atom
composition. By using the "first mass
spectrometer", i.e., partially evacuated tubes
called "cathode-ray tubes", he measured the
deflection of a beam of electrons (produced Dy
electrical discharges) in a magnetic field, thus
determining the mass-to-charge (m/z) ratio of

an electron.

Nobel Prize in Physics 1906

electrons
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conduction of electricity

First Atomic Model !

Discovery of the electron and the measurement of its m/z !!



1930 - C.Berry — elektronova ionizace (Electron ionization, El)

1948 - A.E.Cameron — objev méreni doby letu ionttu (TOF)

1953 - W.Paul a H.S.Steinwedel — kvadrupolovy analyzator a
lontova past

1957 — Holmes, Morrell — prvni pokus o spojeni GC-MS

1966 — M.S.B.Munson, F.H.Field — objev chemické ionizace (prvni
méekka ionizacni technika)

1973 — Baldwin, McLafferty — pokus o spojeni HPLC-MS

1976 — McFadden — ,Moving belt® pro spojeni HPLC-MS

1980 — H.L.Vestal — termosprej (TSI)

1982 — Henion, Thomson, Dawson — chemicka ionizace za
atmosferickeho tlaku (APCI)

1984 — M. Yamashita, J.B.Fenn — ionizace elektrosprejem
(J.B.Fenn za ESI Nobelova cena 2002)

1985 — M.Karas, F.H.Hillenkamp — objev MALDI

1999 — Makarov, Orbitrap



Hmotnostni spektrometr - schema
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Zarizeni na vkladani vzorku do pristroje

lontovy zdroj — slouzi k prevedeni neutralnich
molekul analytu na nabite Castice

ruzné konstrukce podle pouzité ionizaéni
techniky

Hmotnostni analyzator — slouzi na rozdeleni
iontu, které vznikly v iontovém zdroji podle
pomeéru hmotnosti a naboje (m/z)

Detektor — slouzi k detekci iontu po jejich
separaci a k urceni jejich relativni intenzity
Zpracovani signalu z detektoru, jejich pfenos
do pocitace a umozneni jejich dalsiho
Zpracovani



« Dalsi casti hmotnostniho spektrometru:
— Vakuovy systém

— lontova optika slouzici na urychleni a
fokusaci iontu

— Pocitac na ovladani a ladeni pristroje, na
sber a ukladani dat, vyhodnocovani spekter
a porovnavani s knihovnami spekter



Hmotnostni spektrum

lontovy signal vs. m/z

lontovy signal - charge, current, often
converted to voltage, arbitrary units
signal normalization: intensity of the
dominant peak = 100%

normalization of ion signa

MasnTharge



lonizacni techniky

neexistuje univerzalni ionizacni technika pro vsechny latky
existuje velka skupina ionizacnich technik

podle mnozstvi vnitrni energie pro ionizaci ionizacni techniky
delime na "tvrde" a "mekké,

ESI<KMALDI<TSI<FAB/FIB<APCI<CI<EI

lonizace probiha za atmosférického, resp. snizeného tlaku

V soucCasnosti nejvetsi prakticky vyznam ma skupina
lonizacnich technik pracujicich za atmosféerickeho tlaku (API):

- ESI, APCI, APPI spojeni HPLC/MS

- ESI, MALDI - analyza biomolekul

- El - GC/MS, moznost porovnani s knihovnami spekter,
strukturni informace, jasné popsane pravidla

fragmentace



s wh =

Vyber ionizacni techniky
Tekavost latky (analytu) (polarita)

Tepelna stabilita

Molekulova hmotnost
Polarita ionizace (plati pro mekké ionizacni techniky)

— kladne ionty — snadna protonizace (pritomnost
heteroatomu)

- zaporne ionty — snadna deprotonizace (sulfonove a
karboxylové kyseliny, a pod.)

Studium prostoroveho usporadani molekul
(napr. biomolekuly) — ESI

Chemicke individuum anebo smes — spojeni s
vhodnou separacni technikou (GC/MS, HPLC/MS,
CE/MS, ...)



Hmotnostni analyzatory

 Ulohou hmotnostniho analyzatoru je rozdelit ionty podle m/z

* je umistnény za iontovym zdrojem (molekuly jiz byly
prevedeny na ionty) a pred detektorem (pred detekci
musime ionty rozdelit podle m/z)

« déleniiontu v analyzatoru -
probiha za vysokeho vakua e
(ca. 10-3-10-"" Pa, podle typu
hmotnostniho analyzatoru) -




Hmotnostni analyzatory

« Podle zplsobu déleni iontu:

» skenovaci - postupné meni skenovanou veliCinu
(U, V, B) a propousti ionty o urcité m/z
(kvadrupolovy analyzator)

* jontove pasti - zadrzuji ionty pomoci napeti na
elektrodach a nasledné je analyzuji (iontova past,
orbitalni past)

- preletové — méfi se €as iontu potrebny na
prekonani urcité vzdalenosti (TOF)

* analyzatory pohyblivosti iontu — déleni iontu podle
jejich velkosti a tvaru



Hmotnostni analyzatory

- Zakladni parametry hmotnostnich analyzatoru:

* rozlisovaci schopnost — schopnost analyzatoru
poskytnout rozliSené signaly pro ionty s podobnym m/z

* spravnost urceni m/z - mira schopnosti analyzatoru
urcit spravnou hodnotu m/z

* hmotnostni rozsah — rozsah m/z hodnot, v kterém
analyzator muze zaznamenat spekira

» dynamicky rozsah - rozmezi koncentraci, v kterem je
odezva (linearni) zavisla na koncentraci

* rychlost — rychlost zaznamu spekter



Tandemova hmotnostni spektrometrie
(MS/MS)

* byla vyvinuta na zaklade potreby ziskani zvyseného mnozstvi
informaci o povaze zkoumanych analytu, s cilem ziskani
strukturnich informaci o analytech pritomnych v komplexnich
matricich. Pfi pouziti mekkych ionizacnich technik (napf. ESI),
pro které je charakteristicka tvorba jen omezeného mnozstvi
fragmentovych iontl, ze ziskaného hmotnostniho spektra je
mozné ziskat informaci o molekulové hmotnosti, ale jen
omezené informace o strukture analytu.

« MS/MS se uskuteCnuje pouzitim dvou (pripadné vice)
hmotnostnich analyzatori stejného typu. Prvni hmotnostni
analyzator se vyuziva na selekci iontu s urcitym pomérem m/z,
které jsou privedeny do tzv. disociaCni oblasti, kde jsou
vystaveneé srazkam s neutralnimi atomy anebo molekulami
plynu, dochazi k excitaci iontu a jejich monomolekularnimu

rozpadu.



Tandemova hmotnostni spektrometrie
(MS/MS)

Ziskané fragmenty iontu jsou nasledné separovany v druhém
hmotnostnim analyzatoru (MS2).

PocCet kroku muze byt zvySeny v principu az na MS"

experimentu v zavislosti na intenzité vzniklych fragmentovych

iontu.

Tandemova hmotnostni spektrometrie se muze uskute€novat

principialné dvéma zpusoby:

1) v prostoru — vyuzitim pfistroju umoznujicich prelet iontu
(preletové pristroje),

2) v €ase — vyuzitim pfistroju zachytavajicich ionty (IT).

NejpouzivanejSim hmotnostnim analyzatorem pro MS/MS je
trojity kvadrupdl (QQQ), pri kterém se jednotlivé stupné MS
analyzy vykonavaji v rozdilnych hmotnostnich analyzatorech.



MS/MS, MSn

Oblast mezi dvema hmotnostnimi analyzatory je
vyuzita na uskutecneni kolizne indukovane disociace
(CID) - vybrany ion podrobime kolizni aktivaci
(nejCasteji srazkam s inertnim plynem, tzv. kolizni
plyn), ¢im muze dojit k rozpadu tohoto iontu na
fragmentove ionty, kterych hmot. spektrum zmerime
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Kombinace separacnich technik a MS

ProcC spojujeme separacni techniky a MS?

* muzeme Vv jedné analyze soucCasné separovat a
identifikovat komplexni smes latek, vyuzivame
vyhody obou technik

» alternativni zpusob zalozeny na izolaci latek po
jejich chromatografické/elektroforetické separaci
a naslednem zmereni hmotnostnich spekter pro
jednotlivé latky off-line technikou je pracny,
casove narocny a pro slozité smesi latek anebo
latky pritomné na stopove koncentracni urovni ve
smeési nemusi byt vubec uskutecnitelny



Spojeni plynove chromatografie a
hmotnostni spektrometrie (GC/MS)

1957 Holmes a Morrell popsali poprvé spojeni GC/MS,
1967 prvni komercni GC/MS pristroj

Minulost: v spojeni GC/MS s naplnovymi kolonami s vysSimi
prutoky nosniho plynu se pouzivali ruzné separatory
(odstranéni nadbytku nosniho plynu pred vstupem do iontového
zdroje a analyzatoru)

Soucasnost: rutinni metoda vyuzivajici kapilarni kolony

Nosny plyn s analytem je zaveden primo do iontoveho zdroje,
kde vakuovy systém odstrani nadbytecny nosny plyn, kapilara
je pred vstupem do iontového zdroje vyhrivana, aby nedoslo ke
kondenzaci analytu pfi prechodu do vakua

Standardne pouzivané iontove zdroje jsou elektronova
lonizace, El (umoznuje primeé softwarove porovnani
namerenych spekter s knihovnami spekter) anebo chemicka
ionizace (Cl)

Hmotnostni analyzatory: Q, IT, TOF, QqQ



Spojeni plynove chromatografie a
hmotnostni spektrometrie (GC/MS)

|dentifikace a kvantifikace tékavych latek ve slozitych
smesich

Urceni molekulové hmotnosti a prvkoveho slozeni latek v
uvedenych smesich

Strukturni analyza latek v uvedenych smésich

Analyza polutantu v pitnych a odpadnich vodach

Analyza léCiv a jejich metabolitu v télnich tekutinach (krev,
mocC) pro farmakologické i forenzni aplikace

Potrebné mnozstvi - bézné 1 az 100 pg na slozku



Spojeni kapalinové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie (LC/MS)

Baldwin, McLafferty, 1973 poprveé popsali spojeni HPLC/MS,
1977 zkonstruovany prvni komercni LC/MS pfistroj

A LR a4

nosného plynu (GC/MS) musime pred vstupem do hmotnostniho
analyzatoru odstranit 1 ml/min kapaliny (HPLC/MS).

pfi APl ionizacCnich technikach (ESI, APCI, APPI) se mobilni faze
primo ucastni ionizacniho procesu

spektra neni mozné jednoduse porovnavat s knihovnami, protoze
spektra se vyrazne lisi podle pouzité ionizacni techniky, pracovnich
podminek a typu pristroje

vyjimkou v tvorbé knihoven jsou specifické pfipady (napr. skupiny
zakazanych drog, pesticidu, atd.),

pouziti HPLC umoznuje separaci latek pritomnych v smési a tedy i
Identifikaci stopovych nedistot, izomeru, atd.



Spojeni kapalinove chromatografie a
hmotnostni spektrometrie (LC/MS)

« ESI, APCI standardné pouzivané pro spojeni HPLC/MS

Analyzovane latky:

APPI — nepolarni slouceniny

APCI - ,bezné” organické slouCeniny (stfedné polarni)
ESI - iontové organickeé slouceniny, biopolymery, atd.
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Spojeni kapalinové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie (LC/MS)

Mobilni faze:

L &l &l

- odvzdusnéni, filtrace

ESI - polarngjSi rozpoustédla - voda, metanol, acetonitril

APCI, APPI - podpora prenosu protonu v plynné fazi, polarni az
nepolarni - voda, metanol, acetonitril, 2-propanal,
aceton, chloroform, toluen, hexan

aditiva v mobilnich fazich:
- obsah a charakter aditiv je kriticky parametr pro ionizaci analytu

- prednost maji tekava Cinidla v nizkych koncentracich - kyselina
mravenci, octova, amoniak (0,05 — 1%), octan anebo mravencan
amonny (5 — 10 mmol/l),

- nevhodné jsou netékave latky, anorganickeé kyseliny (fosforeCna,
sirova), alkalické hydroxidy, anorganicke tlumivé roztoky (napf.
fosfatovy).



