W celu wykonania analizy mieszaniny, przed pomiarem widma
masowego, dokonuje sie z reguty jej rozdziatu za pomocg chromatografu
gazowego (GC/MS) Ilub cieczowego (LC/MS). Produkty rozdziatu
chromatograficznego sg nastepnie kolejno wprowadzane w fazie
gazowej do zrodta jondw spektrometru.

Chromatograf przeptywowy po wyjsciu z kolumny dostarcza znacznych
ilosci gazu nosnego lub ciektego eluatu, znajdujgcych sie w zasadzie
pod ciSnieniem atmosferycznym. Trzeba wiec opracowac sposodb, aby
substancje wymywane z kolumny, rozproszone zazwyczaj w pokaznej
ilosci gazu nosnego lub ciektej fazy ruchomej, znalazlty sie w Zzrédle
jondéw spektrometru mas, gdzie powinna panowac wysoka proznia.

Zwigzek miedzy $rednig drogg swobodng L a ciSnieniem gazu ma
nastepujaca postac:

L = 0,66/p

Gdzie p oznacza ciSnienie w Pa, a L dtugos¢ w cm.

Cisnienie rzedu 0,01 Pa, odpowiadajgce Sredniej drodze swobodnej
rzedu 50 cm, stanowi jednocze$nie gbérng granice ciSnienia
dopuszczalnego w zrodle jonow.

1 cm® gazu o ci$nieniu atmosferycznym bedzie miat przy tym ci$nieniu
objetos¢ 10” cm?®. Przeplyw gazu z szybkoscig 1 cm®*/min bedzie wiec
wymagaé odpompowania 10’ cm*min gazu pod tym ci$nieniem, czyli
150 |I/s. Jezeli eluat jest ciekty, to 1 mol odpowiada ok. 24 | gazu pod
ciSnieniem atmosferycznym. Przy zatozeniu, Zze eluat jest wodg o
szybkosci przeptywu 0,1 cm*/min, do jego odpompowania nalezatoby
uzy¢ pompy o wydajnosci ok. 2x10* I/s. Jest to oczywiscie nadmierna
szybkosC przeptywu i dlatego faza ruchoma nie moze ulec catkowitemu
odparowaniu w zrédle jondéw. Nalezy znalezé¢ inne rozwigzanie tego
problemu.



W praktyce, wydajnoS¢ pomp stosowanych w spektrometrii mas
wynosi 50-1000 I/s, a przeptyw eluatu wprowadzanego z chromatografu
do spektrometru mas moze wynosié okoto 5 cm*/min gazu pod
ciSnieniem atmosferycznym.

Sprzezenie chromatoqrafii gazowej i spektrometrii mas (GC/MS)

Kolumny pakowane pracujg przy szybkosci przeptywu gazu nosnego
przynajmniej ok. 20 cm®min, natomiast kolumny kapilarne funkcjonujg
doskonale przy przeptywie ok. 1 cm 3/min.

Szybkos¢ przeptywu gazu nosnego przy wyjsciu z kolumn pakowanych
jest zbyt duza do bezposSredniego sprzezenia ze spektrometrem mas,
podczas gdy kolumny kapilarne majg mozliwy do przyjecia przeptyw
gazu nosnego, co upraszcza potgczenie GC/MS z punktu widzenia
przeptywu gazu.

Drugim istotnym czynnikiem ktory nalezy rozwazy€, jest stezenie
badanej substancji w gazie nosnym. Oznaczmy przez Q ilos¢ ug
substancji o masie czgsteczkowe] M wprowadzonej do kolumny
chromatografu, przez d przeptyw gazu przy wyjsciu z kolumny (w
cm®min) i przez | szeroko$é piku chromatograficznego w potowie jego
wysokosci wyrazong w s. Mozna uznac¢ (w przyblizeniu), ze Srednie
stezenie jest rowne stosunkowi iloSci wstrzyknietej substancji
przeksztatconej w objetoS¢ odpowiadajgcego jej gazu V. do objetosci V,
gazu nosnego przeptywajgcego w ciggu czasu |. Objetos¢ 1 mola gazu
pod ci$nieniem atmosferycznym wynosié bedzie okoto 25000 cm® w
temperaturze zblizonej do pokojowe;j(32°C), stad:

Ve = 25000 0°@/M (cm?)
Rozwazmy przyktad kolumny pakowanej. Objetos¢ 10 pg wstrzyknietej
substancji o0 m.cz. 100 Da odpowiada, zgodnie z powyzszym wzorem,
0,0025 cm® Przy szerokosci potéwkowej piku 1=10s, objeto$¢ gazu
nosnego V, przy przeptywie 20 cm®min bedzie wynosita:
V, = 20/(10/60) = 3 cm®
Stad stosunek:

V./V,=0,0025/3 00,1%



Stosunek Ve/Vp jest niezalezny od ci$nienia i temperatury. Nalezy zauwa -

zy€, ze podwyzszenie rozdzielczosci chromatograficznej oznacza
zmniejszenie szerokosci piku, a co za tym idzie - poprawienie wartosci
tego stosunku. Bedzie wiec on zdecydowanie korzystniejszy przy
zastosowaniu kolumn kapilarnych.

Polaczenie otwarte GC/MS

Potaczenie otwarte (open split coupling) przedstawiono pokazano na
rysunku ponizej. Zakonczenie kapilarnej kolumny chromatograficznej jest
wprowadzone do odcinka rurki kapilarnej o nieco wiekszej Srednicy,
umieszczonej z kolei w rurce w ksztatcie litery T. Do tego samego
odcinka rurki jest wprowadzona kapilara, prowadzaca do zrodta jondw
spektrometru mas. Kapilara ta jest odpowiednio uszczelniona od strony
zrodta, aby mogta pracowac w wysokiej prézni oraz ogrzewana - w celu
unikniecia kondensacji wszelkich substancji ciektych. Rurka w ksztatcie
litery T jest zamknieta na obu koncach, lecz nie jest uszczelniona - po to,
aby ci$nienie w niej byto rédwne atmosferycznemu. Przez prostopadte
ramie rurki wprowadza sie strumien helu, aby unikng¢ utlenienia
eluowanych substancji w wyniku kontaktu z tlenem atmosferycznym.
Srednica kapilary, ktéra prowadzi do spektrometru mas oraz jej dtugosé
sq tak dobrane, aby do Zrodta jondow wprowadzi¢ strumien gazu o
przeptywie bliskim dopuszczalnemu maksimum, biorgc pod uwage
przewodnictwo gazowe zrodta oraz wydajnos¢ pomp. Na przykiad,
kapilara o wewnetrznej srednicy 0,15 mm i dtugosci 50 cm, ogrzewana
do 250°C, ograniczy ilos¢ doprowadzanego do zrodta jondw gazu do 2,5
ml/min. Umozliwia to w praktyce wprowadzenie wszystkiego co wychodzi
z kolumny kapilarne;j.

Rys. 3.2. Polaczenie otwarte (apen split). Strumieri helu ma na celu nie dopusci¢ do utlenienia tlenem
atmosferycznym substancji eluowanych




Potaczenie to nie prowadzi do jakiegokolwiek wzbogacenia strumienia
gazu w substancje eluowane. Mozliwa jest jednak praca w rutynowych
warunkach chromatograficznych; zakonczenie kolumny pozostaje pod
ciSnieniem atmosferycznym. Nie wymaga tez specjalnych regulacji, a
wymiane kolumny mozna przeprowadzi¢ bardzo tatwo. System ten moze
byC€ zastosowany przy wszystkich typach kolumn.

Potaczenie bezposrednie

Potgczenie to polega na wprowadzeniu kolumny kapilarnej bezposrednio
do zrédta jondbw spektrometru przez zestaw ztgczy uszczelniajgcych.
Odpompowanie nadmiaru gazu nie przedstawia wiekszych problemoéw,
gdyz przedtuzajgca kolumne kapilara bywa zazwyczaj bardzo dtuga. Dla
kolumny o Srednicy wewnetrznej 0,25 mm konieczna jest kapilara
dtugosci co najmniej 15 m. W stosunku do potaczenia otwartego
niedogodnosciami sg niemozliwo$§¢ usuniecia rozpuszczalnika i
skomplikowana wymiana kolumny. Te ostatnig niedogodnoS¢ mozna
zmniejszyC, taczac kolumne chromatograficzng ze szklang kapilarg
wchodzgcg do zrédta za pomocg bloku teflonu w ktéorym wykonano
otwory o takich srednicach, aby potaczenie byto szczelne.

Sprzezenie chromatografii cieczowej i spektrometrii mas (HPLC/MS)

Sprzezenie z chromatografig cieczowg jest problemem trudniejszym,
poniewaz spektrometria mas wymaga wytworzenia jondw w fazie
gazowej. Chromatografia cieczowa natomiast jest uzywana najczesciej
do rozdziatu substancji trudno Ilotnych, dla ktérych wykonanie
chromatografii gazowej jest niemozliwe. Waznym zagadnieniem jest tez
konieczno$¢ pozbycia sie ciektej fazy ruchomej, czyli rozpuszczalnika
eluujgcego.

Rodzaje potaczen:

* przesuwajacy sie pasek
» strumien czastek
* bombardowanie szybkimi atomami z ciggtym przeptywem matrycy

* rozpylanie termiczne



* jonizacja chemiczna pod cisnieniem atmosferycznym
* rozpylanie w polu elektrycznym i rozpylanie jonéw

A. Potaczenie przez przesuwajacy sie pasek

Ten typ potgczenia ma dzi$ znaczenie historyczne.

B. Polaczenie poprzez strumien czastek




Eluat z chromatografu jest pompowany przez kapilare do szklanego
rozpylacza, w ktérym za pomocg strumienia helu ulega przeksztatceniu
w chmure drobnych kropelek. Tak otrzymany aerozol wedruje nastepnie
w strumieniu gazu wzdtuz komory desolwatacyjnej o ogrzewanych
Sciankach, w ktérej utrzymywane jest ciSnienie nieco nizsze od
atmosferycznego. Podczas tego przejScia czasteczki analizowanej
substanciji ulegajg czesciowej desolwatacji. Komora desolwatacyjna jest
potgczona z dwustopniowym separatorem molekularnym, dziatajgcym na
zasadzie odrzutu czgstek.

Opuszczajgca komore mieszanina helu, par rozpuszczalnika i
analizowanych czastek ulega rozprezeniu z szybkoscig naddzwiekowg w
pierwszym stopniu separatora, w ktérym utrzymywana jest proznia rzedu
10° Pa. Pierwsza dysze separatora opuszcza strumien gazu o wielkiej
szybkosci, zawierajacy czastki eluowanej substancji. Poniewaz réznica
mas miedzy czgsteczkami gazu i rozpuszczalnika a czastkami
analizowanej substancji jest znaczna, te ostatnie ulegng mniejszemu
rozproszeniu z centrum strumienia w kierunku jego brzegdébw. Rozdziat
otrzymuje sie odcinajgc skrajne warstwy strumienia za pomocg
specjalnie wyprofilowanej dyszy zbieraka (skimmer). Czgsteczki helu i
oddzielonego rozpuszczalnika sg usuwane za pomocg pomp prozni
wstepnej. Proces ten jest powtarzany w drugim stopniu separatora, w
ktorym préznia wynosi okoto 70 Pa. Opuszczajgca separator,
wzbogacona w czgsteczki analizowanej substancji, waska wigzka
czagstek o Srednicy ponizej 100 nm kierowana jest nastepnie do zrodia
jonéw spektrometru.

C. Potaczenie przez bombardowanie szybkimi atomami z ciggtym
przeptywem matrycy (Continous Flow FAB, CF-FAB)




Potaczenie FAB z ciggtym przeptywem matrycy polega na potgczeniu
kapilarnej kolumny chromatograficznej z tarcza umieszczong na koncu
sondy FAB za pomocg przechodzgacej przez nig kapilary. Do fazy
ruchomej zastosowanej w chromatografii cieczy dodaje sie 1-5% glice-
ryny. Szybko$C przeptywu wynosi 1-5 pl/min. Zapewnia to tatwe
odpompowanie odparowanego rozpuszczalnika. Gliceryna pozostaje na
powierzchni tarczy razem z rozpuszczong substancjg i stuzy za matryce.

D. Polaczenie przez rozpylanie cieplne (termosprej, TSP)

Kropelki roztworu po rozpyleniu w strumien o szybkosci naddzwiekowej
przechodzg przez zrodto jondw - komore proézniowg. Obecne w
roztworze jony sg przyspieszane w kierunku prostopadtym do toru
strumienia w wyniku odpowiednio przytozonego napiecia. Ulegajg one
desorpcji z kropelek, zawierajgcych takze czgsteczki rozpuszczalnika i
analizowanej substancji. Unika sie w ten spos6b odparowania przed
jonizacjg; jony wytworzone w fazie ciektej przechodzg bezposrednio do
fazy gazowej. Kropelki kontynuujg swoj przelot z szybkoscig
naddzwiekowg do otworu wyjsciowego, skad sg odpompowywane.
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Rys. 3.8. Schemat termospreju (TSP). Wyciek z chromatografu dociera metalowa kapilara (a), ktora jest
bardzo gwaltownie ogrzewana na odcinku (b); w komorze prozniowej (c) wytwarza sie strumien
rozpylongj cieczy. Strumien ten nastepnie przechodzi (dla jonéw dodatnich) migdzy dodatnio na-
fadowanym popychaczem (pusher) (d). a ujemng elekirody stozkowg. Wydobyte w ten sposéb
z kropelek cieczy jony sq przyspieszane w strong spektrometru (f). Pompa o duzej wydajnosei (¢)
utrzymuje odpowiednia préznig (wg dokumentacji firmy Finigan MAT)




Podczas wprowadzania do zrodta jondéw faza ciekta musi by¢ silnie
ogrzewana, aby unikng¢ zamarzania kropelek podczas gwattownego
rozprezania cieczy w prozni. Ogrzewanie kapilary doprowadzajacej jest
regulowane sprzezeniem zwrotnym z odczytem temperatury strumienia
aerozolu w prézni. Kapilare ogrzewa sie przepuszczajac przez nig prad
elektryczny, petniwiec ona sama role grzatki.

E. Jonizacja chemiczna pod ciSnieniem atmosferycznym
(Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI)

Metoda ta wykorzystuje reakcje jon-czasteczka w fazie gazowej pod
ciSnieniem atmosferycznym. Jest to wiec metoda analogiczna do
powszechnie stosowanej w GC/MS jonizacji chemicznej, lecz jony
pierwotne sg produkowane przez wytadowania koronowe w aerozolu
rozpuszczalnika.

Czujnik temperatury
aerozolu

/ 10" mm Hg

—— Do analizatora

Ogrzewanie Zbierak
‘ I /(S kimmer)
c

Gaz Wyladowania Do pomp
rozpylajacy koronowe

Rys. 3.9. Schemat Zrédla jonow APCI

Faza ruchoma z chromatografu, o szybkosci przeptywu nie wiekszej niz
2 ml/min, wprowadzana bezposrednio do rozpylacza, gdzie za pomocg
strumienia azotu 0 wysokiej szybkosci jest przeksztatcana w mgte.
Drobne kropelki cieczy przemieszczajg sie nastepnie w strumieniu gazu
przez ogrzewang rure kwarcowg, zwang komorg desolwatacyjng lub
odparowujgca. Ciepto przekazane od kropelek aerozolu powoduje
odparowanie fazy ruchomej i probki w strumieniu gazu. Regulacja



temperatury komory umozliwia odparowanie niezaleznie od przeptywu i
natury fazy ruchomej. Gorgcy gaz, ogrzany do temperatury 120°C i
zawierajacy réwniez odparowane czagsteczki fazy ruchomej i analitu,
dociera pod ciSnieniem atmosferycznym do obszaru reakcji w zrédle
jondw, gdzie zachodzi jonizacja chemiczna analizowanej substanciji.
Role gazu jonizujgcego odgrywa odparowana faza ruchoma.

Elektrony niezbedne do otrzymania jondw, pierwotnych nie sg
wytwarzane przez ogrzewany zarnik, poniewaz pod atmosferycznym
ciSnieniem panujgcym w Zzrodle jondw ulegtby on natychmiast
przepaleniu. Powstajg one na skutek wytadowan koronowych Iub
pochodzg ze zrdédet promieniowania 3.

Jonizacja pierwotna zachodzi z duzg wydajnoscig, gdyz pod ciSnieniem
atmosferycznym czestotliwoS¢ zderzen jest bardzo duza, dzieki krétkiej
Sredniej drodze swobodnej. Jony wytworzone pod ciSnieniem
atmosferycznym sag nastepnie wprowadzane do prézniowej czesci
spektrometru przez otwér o bardzo matej Srednicy, ogniskowane i
kierowane do analizatora. Otwor ten powinien by¢ wystarczajgco duzy,
aby umozliwi€ wprowadzenie jak najwiekszej ilosci jondw, a
jednoczes$nie na tyle maty, aby utrzymywa¢ w analizatorze prdéznie
umozliwiajacg wykonanie analizy. Najczesciej stosowang metodg, dzieki
ktorej mozna spetnic oba te przeciwstawne warunki, jest
odpompowywanie wielostopniowe, w ktérym poszczegdlne stopnie
separatora sg oddzielane odpowiednio wyprofilowanymi dyszami w
ksztatcie zbieraka (skimmer).

F. Potaczenia przez rozpylanie w polu elektrycznym (elektrosprej,
ESI) i rozpylanie jonéw (jonosprej, ISP)

Metoda ta polega na otrzymaniu aerozolu z wyptywajgcej z kapilary
cieczy przez zastosowanie napiecia rzedu kilku kV. Silne pole
elektryczne, wytworzone na powierzchni opuszczajgcej kapilare cieczy,
powoduje impuls elektryczny, w wyniku ktérego powstajg natadowane
kropelki cieczy. Pole elektryczne jest wiec niezbedne do wytworzenia
kropelek, lecz jednoczes$nie nadaje im fadunek elektryczny. Na cechy
otrzymanego aerozolu, takie jak Srednia wielkoSC kropelek cieczy i ich
tadunek, wptywajg: rodzaj rozpuszczalnika, szybkoSC¢ przeptywu fazy
ciektej oraz zastosowane napiecie.



Przy szybkosci przeptywu ponad 5 ml/min, zrédto ESI wytwarza strumien
zbyt duzych kropelek i otrzymany aerozol jest nietrwaty. Podwyzszenie
napiecia moze poprawi¢ jakoS¢ aerozolu lecz jednocze$nie powodowac
wytadowania koronowe, co w duzym stopniu zaktdéca wynik analizy. Aby
wiec otrzymac przeptyw odpowiedni do wytwarzania trwatego aerozolu,
elektrosprej musi by¢ potgczony z kolumnami kapilarnymi lub z
kolumnami zaopatrzonymi w dzielnik strumienia wychodzacego.

Aerozol mozna otrzymac tez innymi metodami. Najbardziej klasycznym
sposobem jest opisana wyzej APCI, w ktérej strumien gazu o duzej
predkosci rozpyla ciektg faze ruchomag w postaci drobnych kropelek.

Potaczenie LC/MS przez rozpylanie jonow (ionspray, ISP) jest udosko-
nalong wersjg elektrospreju, w ktérej do wytwarzania natadowanych
kropelek cieczy stosowane sg zarowno wysokie napiecie, jak i rozpylanie

strumieniem gazu. Uzyskuje sie w ten sposdb mozliwos¢ wprowadzania
do ZzZrodta jondw wiekszych iloSci cieczy, a powstajacy aerozol jest
trwalszy i jego jako$¢ jest mniej zalezna od rodzaju fazy ruchome;.

Aerozol Zbierak
e /skimmer)
Gaz rozpylajgcy r

107° mm Hg
—» Do analizatora

Rys. 3.11. Schemat potaczenia przez rozpylanie jondw (jonosprej, ISP)

Metoda ISP polega na wprowadzeniu roztworu zawierajgcego prébke do
znajdujgcego sie pod wysokim napieciem rozpylacza. Gaz rozpylajacy
przeksztatca ciecz w mgte natadowanych elektrycznie kropelek nawet
przy duzych szybkoSciach przeptywu. Jony wyzwalajg sie nastepnie z
odparowanych kropelek w procesie niskoenergetycznym, w ktorym nie
zachodzi fragmentacja pozornych jonow molekularnych. Jezeli w
roztworze powstajg jony wielokrotnie natadowane, bedg one rowniez
obecne w widmie masowym. Poniewaz jony opuszczajg zrédto pod
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ciSnieniem atmosferycznym, przed wprowadzeniem ich do analizatora
konieczne jest zastosowanie wielostopniowego systemu obnizania
cisnienia, analogicznego do opisanego dla APCI.

Caty proces jonizacji zachodzi w temperaturze pokojowej, zatem widma
masowe nie sg komplikowane Zzadnymi rozpadami termicznymi.
Potgczenie przez rozpylanie jondw moze pracowaé z przeptywem fazy
ruchomej okoto 200 ) pl/min, chociaz najwiekszg czuto$¢ uzyskuje sie dla
przeptywdéw mniejszych, rzedu 50 pl/min. Przy wiekszych przeptywach,
ISP jest w stanie ciggle wytwarzaé aerozol natadowanych kropelek, lecz
nadmiar cieczy ulega kondensacji i aerozol staje sie nietrwaty.
Przeszkode te pokonuje sie przez umieszczenie uziemionej ptytki
ekranujgcej miedzy rozpylaczem a otworem wejsciowym do
spektrometru. Ptytka ekranujgca bedzie funkcjonowac przy wiekszych
przeptywach jako dzielnik aerozolu i w ten sposéb przeciwdziataé
kondensacji kropelek cieczy. Tak udoskonalone potaczenie ISP moze
pracowaC przy przeptywach ponad 2 ml/min, bez koniecznoSci
wczeshiejszego stosowania dzielnika strumienia cieczy.
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