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Uvod

0S hmotnostni spektrometrie ugporddala ve dnech 24.-28.
listopadu 1986 Skolu hmotnogtni spektrometrie pro zaddtedniky
a mirné pokrodilé. UspoFdddni 3koly si prakiicky vynutil ne-

dostatek odborniki pFi goucasném stdle Getndjdim zavddéni
analytické organické hmotnostni spektrometrie na nejrizndj-
&ich pracoviftich, at jiZ v souvislosti s FeSenim problému Zi-
votniho prostfedi, stanoveni reziudi v biologickych materid-
lech, v potravindch nebo p¥i Yegeni biotechnologickfch problé-
mi a pod. Tyto goiadavky %&% rozhodujicim zptisobem ovlivnily
program Skoly. dkola si nekledlas za cil sezndmit posluchade se
zékladnimi principy a metodami vSech oblasti hmotnostni spek-
trometrie, ale soustfedila se pouze na analytickou organickou
hmotnostni spektrometrii. Predmstem nebyla ani anslyza izoto-
pickd. I tak byl program gkoly natolik obSirny, Ze se jen s
obtiZemi dal zkoncentrovat do pldnovanych 32 hodin predndsek
a panelovych diskuzi.

Predlofeny monotematicky soubor predstavuje zkrécené
texty predndsek v logickém sledu, tak jak tvorily ndpln Skoly.
Je urden pro zaddtelniky v_oboru hmotnostni spektrometrie a
pro ty zédjemce z jingch oblasti, ktefi se pot¥ebuji v rychle
se vyvijejicim oboru analytické organické hmotnostni spektro-
metrie orientovat.’Véfime, %e vzhledem k absolutnimu nedostat-

¥ku podobnych domdcich publikaci miZe byt i cennoun pomickou v
piirudnich knihovndch.

M. Ryﬂka

Redakéni dprava: V. HanuS
I. Koruna
M. Ryska
M. Fara




1. Z historie hmwotnostni spektrometrie

Za zakladatele hmotnostni spektrometrie vaZu vyni-
:;gi:{:: an, 1ck6§otryzika h 9 %homaona. kte£§ v r?e7;10
oval prvni t.zv. parabolovy spektrograf. Jeho pré

bgla celkem logickym vyvrcholenim prdce jeho pfedchﬁdes, ::j-

méne E. Goldsteina, ktery gfi studovdni elektrického vyboje

v plynech objevil v r. 1886 t.2v, kandlové neboli anodové pa-

praky, a W. Wiena, ktery v letech 1897 - 1902 gtudoval jejich

chovdn{ v elektrickém a magnetickém poli. J.J.Thomson vysledky

svyech praci shrnul v »r. 1913 v knize "Raya of Pogitive Elec-
tricity and Their Application to Chenic:{ Analysig"”, xn1§§°
snad jestd lépe nef vlastn{ konstrukee spektrografu svddi{ o
genialitd tohoto fyzike a o oprévninosti povaZovat jej za
otce analytické hmotnostni spekirometrie. Snad nic lépe nepo-
fvrzuje tento nézor ne slova, kterymi knihu uvddf:  ......
Popsal jsem do urdité miry pouzitd pozitivnich paprakid pFi
chemické analyze. Jednim z hlavnich ddvodd naps této knihy
Je vira, Ze by mohla podnftit catatni, zejména chemiky, aby
zkusili tuto analytickou metodu. Citim se byt naprosto jist
tim, %e mnoho problémd v chemii by mohlo b¥t vyFedeno daleko
snadnéji gonoci této metody neX kterékoliv jind., Metoda Je
prekvapivé citlivd - dokonce citlivsjsi neZ metody spektrdlnf
anslyzy, {yzadujo nepatrné mnoZstvi materiflm, ktery nemus{
byt zvl4St &15t&n; technika neni obtiZnd, je-1i k dispozici
zaf{zen{ pro vysoké vakuum". Uvddom{me-1i sl, Ze avé prdce
uskutednil v dobd, kdg neexistovaly pFedstavy o stavbg atomi
a molekul podobné dnesnim, kdy od objevu elektromu jako Jed-
né ze zdkladnich stavebnich $4sti atomu uplynulo jen ndkolik

milo let, kdy ziskdni vakua 10~° a3 10~ Torr (~ 0,1Pa)
pomocl mechanickych Sprengelovych &i Toplerovych vyvév byla
nepredstavitelné nemdhavd a vyderpdvajici prdce, pak nas
obdiv k tomuto zakladateli naSeho oboru se jesté zndsobi.
Pokradovateli Thomsona poddtkem stoleti se stali v Anglii
W.F. Agton a ¥ USA A,J, Dempster. Astonliv prvni hmotnest
gpektrograf z r. 1919 b{l rvoim p¥{strojem s t.zv. rychlostn{
i smérovou folkusaci iontového pgsrsku. Podobné Jjako Thomson,
pouZival i Aston k produkci iontd vjbojovou trubici. Dokdzal
charakterizovat celou Fadu plynnych prvkid z hlediska jejich

izotopického sloZenf. Potvrdil nap¥. izotop 22!- vedle 20]0,

35@1 vedle 371 a dalSi. Provedl Fadu komstruk¥nich zlepdeni
svych spektrograrﬁ,vdo r. 1937 sestavil celkem 3 piistroje.
Zavedl kolimaéni S5térbiny, zdokonalil fotograficky z{znam.
Paralelnd s Agtonem provdddl podobné price Dempster v Reyerso-
nové laboratoFfi Chicagské university. Na rozdfl od Astona
pouZival jako prvn{ ionizaci elektronovym ndrazem, 180° mag-
neticky analyzdtor a elektrometrickou detekci iontll. Vzorek
b¥i nandfen na tenky platinovy pdsek a elektrickym nihievem
prevddén do plynného skupenstvi. Aston a Dempster provedli
stanoveni stabilnich izotopl vlech exiatujicgeh prvkl, kdyZ

v r. 1935 byly 8 poufitim jiskrové ionizace takto charakteri-
zovény jako posledni prvky platina a iridium. Zéhy poté pro-

hldsil Aston, Ze hmotnostni spektrometrie splnila svij tvikol

a jako oblast vyzkumu odumFela. Hmotnostn{ spektrometrie
t¥icdtych let se tedy vyhradnd zab{valn izotopickou analyzou.
I kdyZ vedle Astona a Dempstera vzbuzuji obdiv vysledky i
dalSich. Na p¥. v r. 1936 K. Bainbridge a E. Jordan pomoci
gvého spektrografu m&¥ili hmotnosti izotopl s pFesnosti na 5

aZ 6 platnfch mist. Daldim meznikem je vypodet konstrukce do-
konslého optickéhg systému, ktery v r. 1934 navrhli J.Mattauch
a R. Herzog. UmoZnoval perfektn{ fokusaci prvaiho #4du po celé
délce fotografické desky, cof na rozd{l od dosavadnich ionto-
v¥ch optik s fokusaci gouze bodovou dovolovalo zaznamenat jed-
notlivé druhy iontd v sidoké hmotnostni oblasti.

Aplikace hmotnostni spektrometrie v or cké analyze
byla vyvoldna poZadavky naftafskych koncerni zejména bdhem
druhé svitové vdlky. Jejich finanini a materidlni moZnosti
bezprostfedné vedly k vyrobé prvnich komerénich pFistrojid.Prv-
ni komerdni{ hmotnostni spektrometr byl vyroben firmou Consoli-
dated Engineering Corporation v USA podle prototypu zapijde-
ného z Kalifornského technologického institutu. Tento prototyp
byl zkonstruovdn na zdkladd pristrojd Dempstera konoem tiicé-
tych let a mél slouZit k analyzdm zemmiho plynu. Prvni komerdni
stroj s typovim oznafen{m CEC 21-101 byl instalovdn v Atlan-

1o Refining Com v r. 1942, %Oho cena byla 19500 #. PF{-
stroje CEC 21-101 mély nespo&etné mnoZstvi nedostatkll a préce
8 nimi byla velice obtiZind. Byly poufivdny hlavand pro kvantita-
tival analysy plynnyoh sméei, predeviim lehkych uhlovodikid
01-64 a vybranych frakei mizkoteplotni destilace ropy. Pres

velké problémy virobce bylo v letech 1944 af 19%4 vyrobemo 108
E{gtrojd, z toho 83 pro nafta¥ské a petrochemické spoleinosti.
TémdF soudasnd za 2. svdtové vdlky zapolaly s vyrobou pFistrojd
Westinghouse Electric Corporation v Pasadend (typ LV) a Metro-
politan Vickers v Manchesteru (typ MS1). Emotnostni spektrome-
trie u petrochemickfoch spolednosti byla a¥ do konce &StyFicd-
tyeh let vyui{vdna téméF vyhradnd pro posuszovéni kvality nizko-
vroucich frakei fingerprintovym gplisobem, tedy bez interpretace
hmotnostnich spekter.

Népadnd podobnost reakci v fontovém zdroji hmotnostniho
spektrometru s reakoemi chemic pFipoutdvala od poddtku pa-
desdtyoh let stdle vice organické a fyzikdln{ chomigy. Pade~
8ét4 1léta v hmotnostn{ spektrometrii tak snamenala dals{ kva-
litativn{ zlom a pFinos zejména v teorii a mechanismmu reakci
iontd organickych sloudenin v plynné fdzi. JeXtd pFedtim neZ
na scénu hmotmostni sgoktromctrie vstoupily dne znamné
osobnosti J. Beynon (ICI 1947), P. Mo erty (Dow Chemical
1950), K. Biemann (Massachusgets Imstitute of Technology 1955),
C. Djerassi (Stanford Univcrnitg 1960), byly provedeny séklad-
n{ prdce objasnén{ vezniku metastabilnich iontd (J. Hipple 1947),
interpretace potencidld vaniku iontd ve vztahu k strukiun¥e
(D.P, Stevenson 1950) a navriena teorie kvazirovnovdZiného sta-
vu aro mechanismus fragmentace iontd ::fnniokfch sloudenin
(H.M. Rosenstock 1952). Zékladem modernich p¥istrojid a elektro-
metrickou registraci se stala lontovd optika dvojité fokusace
A.0,C. Niera a B, Johnsona (1953).




V padesdtfch letech byla konstruovédna rada pFistroji
které gse staly pfedchiidei dneZnick dynamickych analyzdtord.
¥ r. 1955 W.C, Wiley a J.H. McLaren vyvinuli prvai prototyp
priletového analyzdtoru (TOF), v r. 1958 P.H, Reinhard a
U. von Zahn popsall kvadrupolovy filtr. Piedchiidce dneSnfch
pFistroji iontové cyklotronové rezonance, t.zv. omegatron,
popsali J. Hipple,:H. Somer a H. Thomas JiZ v r. 1948, 1y
provedeny p. pokusy ﬁfimého napojen{ hmotnostniho spektro-
metru na vystup plynového chromatografu (J.C.Holmes, F.A.
Morrell 1957).

edesdtd 1éta se vyznaduJ{ vyvrcholenim klasické orga-
nické hmotnostni spektrometrie. Komerdni piistroje s dvojdi
fokusaci AEI MS9 (prvni komerdni hmoinostni spektrometr s dvo-
J1 fokusaci, grototyp ¥58, byl vyrocben gro prof. Beynona v
r. 1956) a CEC 21-110 vyr&b&né v pomérné znadnych geriiech
usnadnovaly interpretace s{ekter organicﬁgeh sloudenin. Zave-
den{ pFfmého vstupu umo¥nilo analyzovat vSechny typy organicis
kjch sloudenin, které po nah#4ti bez rogkladu poskytovaly

tenzi par alespoh 10 2T0rr(10™3Pa). Jestlize v r.1947 American
Petroleum Institute (API) gpolu s National Bureeu of Standards
(NBS) zaloZily knihowvnu spekter a standardd s nékolika desit-
kami zdkladnfich uhlovodikid, pak knihowvna N¥BS koncem Sedesd-
tych let obsahovala jif n¥kolik des{tek tisic apekter. Byl udi-
nén rovndZ rozhodujici pokrok ve vyveji kombimac{ GC/MS.

V ro 1967 byl uveden na irh prvani komerini GC/MS systém LKB
9000, ktery bezprost¥edné podnitil vyvoj kvadrupdlovyich pii-
stroji, jejichZ rychly zdznam byl pro GC/MS spojeni Zddendjs{
a vhodn¥j3i, nemluvé o niZ3ich pofizovacfch adech. GC/M3
technika svymi poZadavky na gpracovdni dat p¥imo ovliwvnila za-
véddni{ systémi s automatickym zpracovdnim dat. Pivodnd wiak
byly poéitafe pouZivdny p#i vyhodnocovini spekter vysokého
rozliseni, poprvé wlbec gak %z fotografickych desek [K.Bieman
1964), Mald kapacita poditadd, jejich rozméry, pomalé amalo-
gové &i{slicové pievodniky viak vedly zpoddtku pouze k jejich
pouZiti off line" zpisobem, tedy ke zpracovdni dat v oddile-
nych laborato¥ich nebo dokonce pracovistich. Hmotnostni apek-
trometrie naSla uplatnén{ p¥i analyzdch viech organickych
sloulenin, pokud byly dostatend tekavé. V tomto sméru nepo-
mohlo ani zavedeni chemické ionizace (M.S.B.Munson, H.F.Field
1966). Podobn& jako Aston koncem t¥icdtjch let povaZoval vyvoj
bmotnostni spektrometrie za ukonieny a negoskytujici dals{
ge::gektivy,'byly koncem Sedesdtych let nékterymi prednimi od-
orniky (nap¥#. prof. C. Djerassim) aplikalni moZnosti a per-
spektivy hmotnostni gpektrometrie v organické chemii povazo-
vg:y ga vylerpand. Prispél k tomu té% i rozvoj metody NMR.

dstefnou krizi a skepsi konce Zedesdtfch let rozptylil

vyvoj novych ionizadnich technik, ktery zejména v druhé polo-
viné sedmdesdtych let a goéétkem tohotg desetileti vydstil v
explozi t.zv. desorpénich technik umofnujicich ionizaci mole-
kul v pevném stavu. Jif v r. 1969 H.D.Beckey vyvinul metodu
desorpce polem (FD)., Prwvni pouditi desorpce laserem spadd sice
rovnéz do let Sedesdtych, avSak pfimo revoludni prdci vykonal
F.Hillenkamp se spolupracovniky s pou¥itim pulsniho laseru a
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priletového analyszdtoru (1976). D.S. Simons a C.A. Evans po-
peali ¥ 7. 1974 metodu elekirohydrodynamické desorpce (EHMS),
). MacPeriene a D.¥. Togerson v témze roce vyvinuli metodu
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rpece 3tépnymi vysokoensergetic fragmenty ce (<°°ct
b ;yf?giegenizggheven {ES?Q)gzozéiril bmetnostaf spektrometrii
selnmdérnfch iontd (SIMS) na eblast organické anelysy. Y r.1981
M. Barber zavedl metodu ionizace rychlymi atomy (FAB), Rada
dsl8ich pFibusnfch metod lonizace rozdifuje pocet pouiivanyech
akronymil v hmotnostni spektrometrii do nepFehledného vy¥tu.
Vévoj téehtc ionizadnich technik roziiFil pouZitelnost hmot-
nostn{ spektromgtrie v orgenické chemii ns vysokomolekuldrni
oblast a sdroven vyvolal potiebu zdokonalit analyzdtory v tom-
%o smdru. lontové opiike sektorovych pFistrojl s dvoji foku-
saci byla dovedena k témiF absoluini dokonalosti (H, Matsuda
1981), novd technologie magneid roadi¥ila hmotnostni rozsah
s% na 16000 dalbonf pFi piném akcelerujficim nepdti. Hové per—
spektivy odbaluji pulsni metody ve spojeni s dynamiockymi ana-
lysdtory a vysokovykomnymi politadi: iontovd cyklotronovd re-
gonence s Fourieroveu transformaci ICR FIES (M.B. Comisarow,
4.G, Marshall 1975, R.T. McIver 1980), priletové hmotnostni
spektrometry s desorpei, pFipadnd ionizaci lasery nebo ve spo-
jeaf s °?2cr PDMS, i )

Velk§ rozmach nsstdvd ve vyveji kombinovanych meiod. Zg-
timeo meboda GO/US dospdla v sedmdesdtych letech ke své doko-
nalostl a rutinnd je vyuiivdne nejen klasickd ionizace elek-
tronovym nédrazem (EI), ale i lonizace chemickd (CI), spojeni
& kapalinovou chromstografi{ (LC/¥S) se neustdle rychle vyvi-
if, v posledni dob3 zejména diky gaveaeni'termosprejové ioni-
zace (M.L. Vestal 1980). Tandemové spojeni dvou a vice hmot-
nostnich snslvzdtord (MS/MS), z nichi nékteré slouZi k sepa-
raci iontld a ocstatn{ k analyze preduktd jejich rozpadu, je
nejnovdid{ Spiékowou technikou dnedn{ doby, kterd ve apojent
o novyml ionizadnimi technikemi ddvd perspekiivy presahujiel
obzor nadich pFedsiav. -

Leskoslovenskdi hmotnostni spekirometrie zaujala Eevgé po-
staveni ve svijovém vivoji hlawmé v dobd, kdy komercni pii-
stroje &gcvlivﬂﬁvaig tak bgzprostiednd jejl vyvo]. JiZ v roce
1953 V. Cermdk, V. Hanud, T. Jech a J. Cabicar zkonstruovali
prvni Seskoslovenski hmotnostni_spektrometr, kitery byl po ne-
kolik let jedinfm pristrojem v Ueskoglovensku vilbec. V retro-
spektivé uvedeného vyvoje byl teamto Uspéch pFin jmenéim&srov-
patelny s wspdchy piednich prikopuiki té doby. Skoly V. ermika
v oblasti iontové molekulovyeh reskei v ndvaznosii na spektro-
gkopii elektrond (zejména pionyrské prdce v oboru Penningo
ionizace) a V. HaouSe v oblasti bmotmostni spektrometrie alka-
loidd & mechenistickych aspekid rog efu iontu v plyoné fdzi -
§ o Dielsovy-Alderovy reakce apods  pevne zakotvily v popredl
yvétového vivoje. Rownéi v pfi&troje?e%_vybaveni, kterd ovliv-
uje hmotnostni spektrometrii vice neZ kieroukoliv jinou dis-
ciplimu byla u nds koncem Sedesdtych a zaldtkem sedmdesd tych
% uspokojivd situsce. Vidyt Jif v r. 1967 hyl na VSCHT v
\ze instalovén prvai GC/MS systém IKB 9000, tedy bezprestred-
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% po jeho uvedeni na svdtovych trzich.V r. 1969 byl v UMCH
QSAg instalovdn prvni pFistroj g vysokou rozli&ovggi aschop-
nogt{ AEI MS 902, brzy ndsledovan daldimi tF¥emi pFistroji
tohoto typu. Léta sedmdesdtd a prvni golovina let osmdesd-
tfch viak nep¥inesla ¥4dnou vyznammdj3i inovaci p¥istrojové-
%g bave:i u néds ; 1§e je zeizgpto hle%i:?a oinaéiz za 1léta

stagnace. Nove persp vy ae oteviraji v ndvaznosti
na Fedeni iikold 8. péti{etky. pFl FeSen{i vkolu v oborech far-
nﬂ:igéhyadiginy bigte;hn:io%ie :ngejm‘na p¥i Fefeni ekolo-

pro e Je otnos gpekirometrie dnes prak-

icky nenahraditalnou analytickou motg;ou. g

2. Postaveni hmoinostni spekirometrie mezi spektroskopickymi
metodami

Podstatou vSech spektroskopickych metod je mdFeni rozdfld
energii mezi dvima stavy molekuly a sledovéni pravdépodobmosti
prechodu. Spektra jsou proto fyzikdlni vlastnosti molekul v da-
ném stavu. Naproti tomu se v hmotnostni spektrometrii md¥i re-
lativni zastoupeni kladnych iontd (v posledni dobd téZ gépor-
nfch iontd), rozliSenych podle poméru m/z (¥ = hmotnost ,

z = podet jednotkovych ndbojil) vzniklichmgii ndkterém zpisobu
ionizace. Se spektroskopickgmi metodami hmotnostni spekiro-
metrie radu spelednych wn&jsich znski nap¥. poviec vzhled
hmotnostnich spekter a mnohé terminy (disperse, rozlisovaci
schopnost, fokusace ap.), ale zvl&5td dilleZity je spoledny
hlavni cil - pozndvat vliastnosti hmety.

2.1 Pyzik4lng-chemické vlastinosti molekul

7 méren{ zdvislost{ vytéZkd iontl na emergil ionizujicich
elektrond 1ze stanovit kritické potencidly. Miniméln{ energie
elektromi, postaiujfei k ionizaci molekul, je ionizaedni energie
IE (M); minimfln{ energie elektroni potFebnd pro vznik frag-
mentovych iontd F+ z urdité molekuly M Je oznadovdna Jako

AE (F+)M . P¥i ionizaci monochromatizovanymi elektrony nebo

vhodnymi podetnimi metodami a kalibracemi lze méPit IE s pfes-
nosti dosahujici n&kolik desitek mV . Presnost méfeni AE je
podstatnd niZsi sze zdsadnich dlvodd, presto vSak AE maji znad-
¢ vyznam: umo¥muji s jistymi gfedpoklady jednoduchymi termo-
chemickymi cykly uréit disociaéni energii pFislusné vasgz v
gglikuig nebo v molekuldrnim iontu i siuovaci tepla radikdld
ontd.

Diky 3irokému dynamickému rozsahu umo¥huje hmoinestni
spektrometrie sledovat v mnoha podrobnostech reaktivitu iontd
v plynné fdzi. Monomolekuldrni rozpady ionizovanych molekul
s definovanym obsahem vnit¥ni energie (ziskané nap¥. prencsem
néboje z ionizovanfch atomd nebe koincidendni technikou pi
fotoionizaci) pFispély experimentdlnimi daty k upiesnéni z4-
kladnich predstav teorie reakinich rychlosti 1 k rozvoji obec-
nych podetnich metod reakdni kinetiky. U bimolekuldrnich re-
akoi iontd s molekulami v plynné f4zi m4 hmotnostn{ spekiro-
metrie vyznam ve vice smérech. Technika zki#iZfenych paprski
iontd a molekul s méFenim z4visloas$i kinetické energie selun-
ddrniho iontu na thlu odklonu umofnuje poznat mnohé detaily
o pribshu reakce, napi. roli kinetické enexrgie v aktivaci i
mechanismu reakce, a charakterizovat dobu Zivota komplexu.
Prikladem termodynamickych mé¥eni rovmovah reakei, jichi se
tdastn{ ionty v plynné fdzi, Jsou md¥feni rotonovvch afinit,
PA(M), nebo bazicit v plynném stavu, GB(M), (PA =AH® § GB =4 G°);
tyto veliliny nejsou komplikovény solvatainimi efekty a odré-
%Zeji zdkladni vlastnosti molekul. Emoinostnd spektrometrickymi
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metodemi lze oviem i termodynamicky studovat rovmovdhy pii
postupnych solvatacich iontld v plynné fdzi.

2.2 Kvantitativni chemické{ analyze

V hmotnostnim spektru byvaji 1ldtky zpravidla charakte-
rizovdny celou Fadeu iontovych drukid rozdilnd zastoupenych a
pFitom lze pomérn2 snadno zastoupeni mE¥it v Sirokém dyna-

mickém rozsshu (nap#. proudy 1070 a% 10”2 A). Analytické vy-
ufiti jsou viak omezovdna vysokou porizovaci cemou i provoz-
nimi lady, obvykle na takové idkoly, v nichZ je treba vy-
ufit zvliddtnich prednost:x’., a t0 zejména:

a) 1zotopickd m¥¥eni: zastoupeni a pFesné hmotnosti izotopl
prvkd; distribuce izotopomerd molekul, ndkdy i lokalizas
ce izotopického znadeni; zFedovaci izotopickd analyza
(nap¥. v kombinaci GC/MS pro kvantitativn{ analyzu sub-
nanogramovych mnoZstvi ve velmi sloZityeh smésich);

b) analyze sloZek za nizkgch a velmi nizk¥ch parcidlnich tla-
ki: analyza znedifténin ve vysokém a velmi vysokém
vakuu; sloZeni par velmi mdlo tékavych ldtek (nap¥.akti-
vity sloZek slitin za vysoké teploty); detekce netdsnosti
velkych aparatur;

¢) "spojité enalyzy® - analyzy s velmi krédtkou Sasovou kon-
stantou pre sledovdni velmi rychlych d&jt (napi.exploze,
zapalovdni a hoFfeni, vyboje, zmény sloZeni vzduchu pFi
vdechu a vydechu v lékaiské diagnostice);

4) "typové analyzy® velmi sloZitych smési, které mohou mit
nes&islné velky polel sloZek, pokud je lze zafadit do né-
kolika strukbturneé typickyck serii (rap¥. u frakei pohon-
nych hmot obgah alkanii, cykloalkanl, aromdti, piip. bicy-
kloalkant ap.).

Pro jednotlivé oborg analytickych aplikeci jsou oviem ko-
merénd vyrdbény vice méné specializované spektrometry, dosa-
bhujici vysoké citlivosti nebo Bfesnosti méreni, napf. citlivé
detektory helia pro méiide netésnosti a detekci netésnosti,
dvoupaprskové spektrometryugro méFeni zastoupen{ izotopli s kom-
penzadnim zapojenim a napoustdcim systémem pro rychlé stiiddni
m&feného vzorku a standardu ap.

2.3 Identifikace a objasnovéni strukiury

Forma hmotnostnich spekter -serie &iselnyfch dvojic m/z
icntu a jeho relativani zastoupeni- Je vyhodnd pro jejich ka-
talogizaci éislicovou, grafickou nebo v pamdti pocitacde i pro
porovndni apektra sloudeniny, kterd md byt identifikovéna s
pomoci spekter sbirky. Je oviem t¥eba mit na z¥etell, Ze lmot-
nostni spektra nejsou fyzikdlni vlastnosti molekuly, ale zdvi-
i na podminkdch ionizace i hmotnostni analyzy. Nadto mnohé
sloudeniny strukturnd od sebe znadné rozdilné poskytuji spektra
navzdjem velml podobnd (map¥. izomery, pokud se pii ionizaci
pPesmykuji na spoledny ion, z ndho% vznikaj{ ostatn{ fragmento-
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vé ionty). V hmotnostni spektrometrii proto plati vice neZ u
jingeh z%ekter, Ze identifikecl nebo ggirgseni’atruktgry'je

nutno povafovat za predbéiné, nezbytné vyZadujiel ovdFeni ji-
nymi metodami. Hmotnostni apekirometry s vysokou rozlidovaci

i %
schopnosti (10* a vice) poskytuji velkou vyhodu v tom, Ze
u;oéguji m&¥it pomér hmotgosti z ndboje iontd m/z s pFes-
nosti 5-10 ppm a lepd{, coZ postafuje k tomu, aby bylo mozno,
vice ménd jednoznainé piipsat viem iontim elementdrni sloZeni.
T{m se velmi zjednoduSuje hleddni ve sbirkdch spekter. Nejob-
sdhlej8i z nich mf asi 80 tisic spekter (ve form& poditadové
knihovny), coZ je jenom o mfle vice nei 1% z celkového podtu
popsanych sloucenin. .

PFi identifikaci sloudenin, jejichZ spekira nejsou kata-
logjzovédna, Jje mutno postupovat stejnfmi zplsoby Jake p¥l ob-
jasnovénl struktury novych ldtek. Pokud je vzorek k disposici
v dostateiném mnoZstvi, jeénaméstﬁ konhino;:t datgﬂs ekt:ogko—

iekd s daty chemickymi, véein Uprav vzor! X0 otnosta
Epekt:ometrgeggistanovani podtu aktivnich vodgkﬁ a pro gharak-
terizaci funkinich skupin.

Mechanismy rozpadt monomolekuldrnich iontd nejsou obvykle
cizi{ organickym chemikim, obeznénegfu s reaktivitou karbonio-
fch iontd, radik4ld a fotochemickych reakei, nicménd maji |
nékterd zvlddtnosti. Vyplyveji pFedeviim z_toho, Ze ionizaci
nérazem elektroni vznikd ion-radikdl obecnd ve vzbuzeném sta-

vu a nestabilizovany solvdtovym obalem. .

Diskuse vztahd mezi hmoinostné spekirometirickou gragnen-
taci molekul a jejich strukturou je obsahem rozsdhlé Sasopi-
secké i monografické literatury. ReSen{ konkrétnich dkold se
viak leckdy neobejde bez konfrontace s chovédnim modelovych
sloudenin blizké atruktury. PFL srovndvdni pFibuznych sloude-
nin nastdvd obeecnd jedna ze dvou mofnosti: .

(i) pF{busné sloudeniny maji stejny zdkladni skelet, ktery je
sém o sobd lgbiln{ a funk&ni skupiny svymi specifickymi vlast-
nogtmi ovliivauji kinetilm fragmentace jenom gekunddrné; roz-
dily ve spekirech se pak projevuji pouze odpovidajicimi roz-
dily v hmotnostech a v elementdrnim sloZeni viech ( a jen t&ch)
iontovych druhi, které se 1iSi obsahem rozdi}nych substitgentﬁ;
(1i) strukturn{ rozdily mezi pfibuznyml sloudeninami (nap¥.
substituce funkdéni skupinou, p¥itomnost nﬁsobné'vazby nebo
dal¥fho cyklu) jsou v bezprost¥edni blizkosti mista disociace;
rozdily tohoto typu vedou k pronikavym zméndm rozsahu frag-
mentace nebo i ke zméném mechanismi. v s R
Vipovédl z hmotnostnich spekier se tedy netykaji samoinych
funkinich skupin a jejich nejbliZitho okoli (jako je napZ. u
IR spekter), nybri poddvaji informace o zékladnim typu struk-
tury (analogicky jake UV-VIS u konjugovanych sloudenin),
zZvl45t8 u sloudenin cyklickych a u sloudenin s heteroatomy.

A% ng vyjimky neposkytuje hmotnostni apektrum data, jez b{
umonovala jednoznadnd logickym postupem urdit posloupnost va-
zeb v molekule, jako je tomu u spektroskopii NMR. Emotnostnd
spektyometrickd data viak diskusi spekter NEMR obvykle znacéné
usnadmuji.
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P¥i objashovdni struktury meji vyznem i doplhkové hmot-
nostng spektrometrické techniky. Jsou to zvldsté tzv. "che-
mické ionizace" a mezi nimi pFfedevdim ionizace pfenosem pro-
tonu; takto lze nap¥. ziskat lonty MH* (se sudym poétem val.
elektroni) u sloudenin, jejichZ ionizované molekuly Mte jsou
zcela nestglé. - V poslednim desitileti ziskala pidu technika
MS/MS umoZnujici charakterizovat separované ionty stejného
elementarniho slofeni (isomerni ionty), a to pomoci jejich dal-
%1 fragmentace a hmotnostni analyzy; dodatecnd aktivace a frag-
mentace vybranych iontd se vyvola bud srédfkou s lehkou nesutrdl-
ni S4stici, pFi ni¥ &4st kinetické energie iontu se preméni na
vnit¥ni energii, nebo napi. absorgci fotond.

Nelze sni pochybovat o tom, Ze s rostoucim objemem gbirek
spekter a se zdokonalovdnim vyhleddvacich programi poroste vy-
znam Eoéitaéového zpracovdni dat pro objasnovani struktury.

V soucasnosti je u¥ b&#né ufivdn program, ktery vyhleddvd struk-
turni typy nejen podle iontovych druhl obsaZenych ve spektrech,
ale také podle hmotnosti neutrilnich &dstic odstépovanych pri
vzniku fragmentovych ionti,

Ani g obrovskym rozvojem spektrdlnich a optickych metod
pro objasnovdni struktury novych sloudenin neztrdci hmotnostni
spektrometrie na svém vyznamu (obr. 1). Pfednosti hmotnostni

NMR

Rtg.
hn.sp.
IR, Ram.

UV-vis.

945 19b5 1985

Obr. 1. Vyznem jednotlivych spektrdlnich metod pFi objashovéni
struktury novych sloudenin (na zdkladé odhadu poétu
publikaci)
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gpektrometrie je obrovsky pocet informaci, které lze ziskat
se ztrdtou velmi malého mnoZstvi sloudeniny (nap¥. 0,1 mg),
i charakter t3chto informaci, jejichZ diskuse je Casto bliz-
k4 vyslovend chemickym dvahdm. Nevyhodou jsou znaéné ndklady
po¥izovaci i provozni (nap¥. st¥edni t¥ida hmotnostnich
spektrometri cenovd odpovidd nejvyssi t¥idé komerénich spek-
trometrd NMR), vzorek se p¥i mdreni nevratné aztrdci (i kdyz
se pro jonizaci obvykle vyuZivd velmi maly podil); vzorky
snecistuif souddsti iontové a elektronové optiky i vakuového
systému 2 "pam&t", sniZovdni rozliSovaci schopnosti, nutnost
gidténdi).




a jen velmi

ormovan do iontové-

. Ionty setrvd-
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3.2 Kritické potencidly, obsah wvnit¥ni energle a fragmentace

Minimdln{ energie elektroni potf¥ebnd k ionizaci molekuly,
t.j. k odtrZieni elektronu z nejvys8{ho obsazeného orbitalu, se
oznaduje jako ionizaini energie molekuly, IE(M); vhodnymi Eo-
stupy ji lze stanovit S pom&rmé malou chybou, napf. nékoli
mélo desitek mV. MinimdIni energie elektrond postadujici pro
vznik fragmentovych iontd F* pFi iomizaci sloueniny A je

oznalovdna jako energie objeveni iontu, AE(F"')A "appearance

energy"; pfesnost stanoveni je podstatnd niZdi nei u IE(M),
nésledkem sloZitoati Stdpnych procesid. S rostouci energii io-
nizujicich elektronil roste zhruba linedrné ionizadni prifez.

I kdyZ md elektron ve srovndni s molekulami velmi malou hmot-
nost, zdaleka nepiends{ na ionizovanou molekulu vedkerou svoji
energii. Doba silné interakce elektrond o energii ndkolike de-~
sitek elektronvoltl s molekulami je totiZ p¥{1i5 krdtkd, ener-
gle se piend51 jen z84ati, v zdvislostl na geometrii széﬁky

a vlastnostech molekuly. Krdtkosti interakce a omezenim pFenc-
su energie lze vzavétlit i klesdni priFezu ionizece s ristem
energlie elektronu nad 100 eV. Doba interakce elekironu s mole-
kulou je mald i p¥i energiich odpovidajicich maxim{lnimu pri-
Fezu pro ionizaci; nap¥. elektron 80 eV se pohybuje rychlosti

5.9.106 na'1, tak¥e interakce s molekmlou velikosti 5.10™ 'Om
txvé 10-16 ez 10719 8, tedy po dobu podstatnd kratsSi neZ je

&as odpovidajici frekvenci nejrychlejdich vibraci (10'14-1Q'13s).
Pedlekgrinoipu Francka a Condona se proto ionizace uskutedmyje
vertikdlnim pFfechodem obecné do vibradnd rotadnich vzbuzenych
stavi; ionizace "adiabatick4"™ (viz obr. 3) Je méné pravddpo-
dobnd, neni viak zcela nedostupni.

Ionizované molekuly jsou tedy obecnd excitovdny nejen vi-
bragnd-rotadné, ale mohou vznikat i ve stavech vzbuzenych elek-
tronicky, IEII(H) a vy35i stavy ionizované molekuly, dokonce

mald frakce molekul se ionizuje pFi jediné interakci s elektro-
nem ne ionty dvojné nabité nebo i vicenfsobn& nabité. P¥i ndk-
terych ionizacich se vyskytuj{ (dost vzdcn&) i pFechedy do ne-
vaznych elekironickych atavi (viz horni k¥ivka v obr. 3).
Pritom viak pravdépodobnost, Ze ionizovand molelkula ziskdi p¥i
ionizaci 80 eV elektrony vait¥ni energii (nad IE(M)) vice neZ

5 eV, je pomérnd mald, jak ilustruje obr. 4, zndzormujici di-
stribuci energie u molekuldrniho iomntu propanu ionizovaného
elektrony 80 eV. Proto se oviem ve vnitrn{ energii ionizované
molekuly miZe projevovat i obsah wvnit¥ni energie molekuly pired
ionizaci, tedy tepleta ionizace (srv. obr. 5 - distribuce obsa-
hu energie u propanu p¥i riznych teplotdch). Prdvé u sloZitych
molekul se vyraznd projevuje zdvislost hmotnosinich spekter

ne teploté ionizace: s _rostouci teplotou klesd zastoupeni ioni-
Zovanych molekul a zvySuje se zastoupen{ iontd fragmentovych,
zZv1é8t8 produktd hlubokého rozkladu.
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Z4vislosti na tegloté ionizace a na enexrgii 1onizugicieh
elekiromi naznalily, Ze fragmentadni ionizace probihd previing
Jjako sloZité monomolekuldrni rozpady s kinetikou urdenou obsa-
hem vniti#n{ energie, tedy do uréité miry jako analogie monomo-
lekuldrni pyrolyzy.

Tuto predstavu podporovala Zetnd pozorovéni tzv. "meta-
stabilnich iontii", tj. iontd, které vznikaji rozpadem iontd a3
g: opudténi iontového zdroje, tedy pomaleji neZ odpovidd vzni-

noredlnich #t& h iontd.

Metastabiln{ p¥echody se obvykle projevuji u rozkladd, kterd
maji nizkou kritickou energii, ale jsou pomalé pro ky na
prgstorgvé uspordddni (pfesmyky, které maji vysokou aktivadni
entropii).

téohto pozorovdni vznikla pfedstava, Ze pFi ionizadnf
fragmentaci vznikeji ionty z ionizovanyeh molekul soustaveu
paralelnich & ndslednych reakci, zndzorm¥nych schematem

¥s + +
/ Fa g bpe 2 Uy,
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\
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3.3 "eorie kvasirovmovdhy" - statistickd teorie fragmentace

H,M.Rosenstock zavedl zaZdtkem padesdtych Jet soubor pfed-
stav a zjednoduSujicich pPedpokladd, které umoZmuji vypoditdvat
zastoupeni fontd v hmotnodtnich spektrech (s uiitim dat o mecha-
nismech a aktivadnich energiich rozpadi); nejde tedy o teorii
v pravém slova amyslu,

Predpoklddd se predeviim, %e viechny rozpadové reskce, jimé
podléhaji molekul ionty (viz schems), jsou dostatednd poma-
le ve srowndni s rychlostml degradace elektronické energle na
voitini vibradné-rotadni ener%ti,a Jejim nahodilym rozdélenim
do vBech vibrainé-rotainich sfupnd volnosti. Ionty vytvéFeji
izolovany systém ve stavu wvnit¥ni rovmovdhy - tj. nejsou v te=-
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4, Hlawni typy reakci monomolekuldrniho rozpadu iontd orga-
nickych sloudenin

PFi ionizacli organické molekuly ndrazem elektronu dochd-
z{ k pFeddni 34sti energie vznikajieimu kation-radikdlu, Je-
11 tato excitadni energie vyS&i nef bariéra pro rozpad iontu
néjakym fragmentainim kandlem, doch£zi k monomolekulédrni reak-
ci, rogpadu matefského iontu ne ion dceFiny & neutrdlni frag-
ment. Fragmentace energeticky vzbuz h ionth neprobihajf sta-
tisticky nahodile, ale sdviseji na vysce bariéry pro d rog~
pad (tzv. kritické energie) (4.1) a podtu kvantovych stavi
uskutednitelnych v pFfechodovém stavu reaskce. Kvalitativni,popi.
semikvantitativni popis kinetiky monomolekuldrnich rozpadﬁ ion-
ti poddvd teorie "kvazirovnovdZného" stavu (Quasiequilibrium
thgory%ngET) (4.2). Rychlostni konstantu rozpadu souboru iontid

o vnit energii E reakinim kandlem o kritické enmergii E
lze v rdmci teorle vyjidiit vztahem (4.1),
W (E - E,)
kp = ————— (4.1)
h ¢ (E)

kde W*(E - E,) je podet kvantovych stavi v konfiguraci precho-
dového stavu pro interval energii mezi E, a E a ¢ (E) Jje

hustota energetickych stavl v konfiguraci vjchoziho iontu.
Podle vztahu (1) lze fragmentadni reeskce rozddlit do dvou sku-
pin (4.3). PPimd Btépeni vazeb (typ A) se vyznaduji vysokym
poétem uskute elnych energetickych stawvil v pFfechodovém sta-
Yu a obvykle té% vysokou kritickou energii. gégggxgi (typ B)
maji obecn& ni#3i kritické emergie a méné hustc spektrum ener-
gli v pfechodovém stavu. Hmotnostni spektrum organické sloude-
niny je vysledkem mé¥eni proudd jednotlivych iontovych druhii
po uplynuti ndkolika mikrosekund aZ desitek mikrosekund od
okamziku ionizace., Kinetika rozpadovych procesi, tj. uplatné=
ni soubdZnych a ndslednych reakci typu A a B, m& na tvar spek-
tra zésadni vyznam.

4.1 PPimd Stépeni vazeb (reakce typu 4)

Rozpady kation-radikdld typu 4 déva;i vzniknout iontim
ge sudym pocdtem elektroni a radikdlim (2):

R-xt* — r* + x° (4.2)

U polyatomickych molekul vyvstdvaji dvé otdzky:

1) které vazby se budou prednostnd &t&pit, 2) ktery z frag-
mentd ponese kladny ndboj. U reakei typu A je rozhodujicim
parametrem kritickd energie rozpadu, kterou lze vypo&itat ze
sludovacich enthalgii produkti. Ty ;sou viak zndmy pouze pro
omezeny pofet iontl a radik4ld (4.4), a proto v praxi pouzivd-
me spise odhadnutych pomérnych disociadnich energii vazeb.

Z vazeb existujicich ve vjchozim kation-radikdlu se budou pFed-
nostnd 8tépit slabé vazby, jak lze odhadnout z nékolika empi-~
rickych pravidel.
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tace nasyceného uhlovodikového Fetdzce nastdvd pied-
iﬁ:%gznvamistecg rozvétveni, Napf. v kgt%on—radikélu
2-methylpentanu dochdzi piednostné ke Stépeni vazeb ¢(2)-C(3),
c(1)-cl2) a c(2)-CH,, zatimco St3peni vazeb C(3)-C(4) a

- ge uplathuje velmi mdlo. Vzhiklé dce¥iné ionty se
géi% géggu délg Etégit v zdviglosti na podtu vazeb a obsahu
vnitini energie. To vysiihuje druhé empirické pravidlo:
PFednostnd se zachovdva ivgtj. jsou nalezeny ve spektru)
jonty veniklé ztrdtou vétdiho neutrdlniho fragmentu (4.5).

Rozddleni ndboje mezi 3dstice R a X se ¥idi pravidlem
dle Stevensona a Audiera (4,5): Kladn%ngaboj se prednostnéd
zachovdvd na fragmentiu o nizsi ioniza energii. B

U nenasycenych sloudenin dochdzi Egsgo ke stépeni ally-
lovych & benzylovych vazeb za vzniku atdlych allylovych &i
benzylovych kationd (4.3) a (4.4):

| 1 | 4 ] 7 |
ki C:C«-C—C-— ha xR C.—..C::.C ¥ + -c" (4-3)
/ I # N !

@—é-é-é- A" @—c* # 0 *0=0s (4.4)
i | 11

Benzylové ionty se mohou ddle pFesmyknout roziifenim kruhu

na ionty tropyliové,
: Pi%tomnggt heteroatomu v molekule mi 3asto_ga ndsledek

{ nikteré z vazeb v kation-radikélu. U t8%8ich hetero-
:zigge%%r? I, S, Se apod.) se snadno §tépi vazba C-heteroatom

(4: 5)3

| |
MC—X.*’ P =C + > & (405)

| i

Pro alkoholy, ethery a aminy je charakteristické tzv.
# -Stépeni (4.6),
|1 | N
-¢-C-XRT* —— ooy +

L1 | N
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kterdé vede ke stdlym “"oniovym® iontim. V p#ipad®d nesymetric-
ké substituce na uhlikevém atomu neaoncimpiegeroatomy:e
prednostné §t8pi C-C vazba v mistd v3t3iho rogviétveni a za-
chovdvd se pfednosiné ion vznikly ztrdtou vétdiho neutrdlni-
ho fragmentu., K o -St8pen{ dochdzi té% u alkylhalidd a sul-
fidd, kde viSak konkuruji rozpady typu (4.5).

Sloudeniny obsahujici karbonylovou skupinu, zvld5té al-
dehydy, ketony, kyseliny a estery, poskytuji po iomizaci
acyliové fragmenty vznikajici pFimym Stépenim (4.7):

0
LR ' -
=R B Sl -C* + R-CO (4.7)
| 2

U aldehydd, zvld3té aromatickych, jsou typické ionty (M - ).
U ketomi dochdzi pFfednostnd ke St¥peni C-CO vazby v misté
vyS88iho rogzvétv Fetdézce a opét se vice zachovdvaji ionty
vzniklé ztrdtou vétéiho radikdlu. Ndboj se miZe zachovat téZ
na uhlikaté 8dsti, zvldsté je-1li alkylovy zbytek rozvétiven
V d =poloze.

primému 3tépeni dogﬁzi rovndZi u iontd se sudym poé-
tem elektroni, wvzniklych entaci, nebo pEipojenim
protonu p¥i chemické ionizaci (4.6). Uhlovodikové ionty Sas-
to ztrdceji molekulu olefinu za vzniku niZsiho homeologu opét
ge sudym podtem elektromi (4.8):

B, 1o, R St -7+

| s |

Vznik molekuly a iontu se sudym nsoi‘.tem elektroni z ma-
tefského iontu o sudém podtu elektromi je zpravidla energe-
ticky vyhodndjdi ne% konkuredni fragmentace, kterd by vedla
kX radikilu a kation-radikdlu. To je obsahem tzv. pravidla o
zachovdni parity iontd (éven-electron rule) (4.7). Pravidlo
neplati u systémi, které tvori stdlé kation-radikdly, nap¥.
u nékterych aromdtl.

Protonované molekuly alkohold, etherid a esterd se rozpa-
daji heterolyzou vazby C-0 (4.9):

b dad I Nt
+ £ = .8
/c c\ | (4.8)

I 3
-flj-g-R —_— .ct  + HOR (4.9)
: ;

I & |
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Rozsah reakce zdvisi na vlastnostech odstupujici skupiny a
na exothermicité@ protonace.

U kation-radikdld vzniklyjch z cyclickfch molekul dochd-
zi k pfimému Stépeni dvou vazeb za vzniku dcefiného kation-
radikdlu a molekuly. Reakece tohoto typu (4.10)-(4.12) lze
formdlnd povaZovat za retrogrese cykloadici (2 + 2) (4.10)

a (4 + 2) (4.11) nebo cheletropnich reakci (4.12)

O OH ** ——= CH,=CH-OH'* + GC,H, (4.10)

+
1 .
O ——  CH,=CH-CH=CH,"* + C,H, (4.11)

Podobn& dochdzi k vyStdpovdni molekuly kyanovodiku z kation-
radikdld aromatickych azinl, i kdyZ tato reakce mivd Zasto
sloZity mechanismus.

4.2 Presmyky (reakce typu B)

Pro fragmentace probihajici s pFfesmykem jsou charakte-
ristické cyklické piechodové stavy a vznik novych vazeb v
dcefinych iontech. PFesmyky jsou v chemii iontd v plynné fé-
zi velmi 8asté a nékdy ve skryté formé pFedchdzeji primému
Stépeni vazeb. Jednim z nejvyznamndjiich pfesmykl je reakce
typu Mclafferty (4.13), kterd probihd v kation-radikdlech
aldehydd, ketonl, estert, oximl a termindlnich alkend a po-
skytuje molekuly alkeni a dceX¥iné kation-radikdly:

R +e.

(Yiz. g i Rm + Y/iz

(4.13)
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{ #1 T ho vodi-
P nkou pribihu reakce je pPitomnost alespon jedno

kggg;o atogu v -poloze vzhledem ke karbogglq nebo dvojnél
vazb&, Rozdéleni niboje mezi fragmenty se ridi pravidlem dle

A T8 !
Steveﬁzg?adﬁggigté presmyky pat¥i téZ eliminece malych mo}eg
kul (voda, alkoholy, halogenovgdlkya kgseliny,’olefiny), ge)

robihaji pres péti nebo Sesticlenne prechodové stavy (4.14),

4-15)3

™ +
H . e
DOH C— UH2 — e W-E0T (414)
QV’“Q +.
— R—S—OH+‘ e % 15
4 /é\ﬁ)\ (4.15)

Pre sou Sasté i u iontd se sudym podtem elektrond,
které vzggiggijztrétou radikdlu z matefskych kation-radikdid.
Oxoniové ionty ztrdceji molekuly alkenti s prenosem vodiku ®a
vzniku niZ%ich homologd (4.16):

| I el
_cl;-clz-a-o-c- — = HC=0T—C- sl et (4.16)

Podobné miZe dojit k pienosu vodfku na heteroatom v okiovych
iontech (4.17):
S G/’

|

I+ i+ | C=
=0=C= + =

—0-(C=X=C=0- ——== HX=C ? e )

|
N
Specidlni, ale gtrukturné vyznemné presmyky lze pozorovat u

aromatickych kation-radikdli, nap¥. pri ztrdté NO z niftro-
gloudenin, nebo pri interekei dvou gkupin v ortho-poloze.

(4.17)
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5., Metddy chemickej ionizdeie a ionizdcie elektrickym polom

5,1 Chemickd ionizdcia

Chemickd ionizdcia (CI) sa 1i3i od elektrdnovej ionizdcie
(EI) tym, %e skimand ldtka je ionizovand interakciou alebo ko-
1iziou s ionmi reakiného plynu. Ako reakEné plyny mod¥u byt pou-
7ité rozne plyny, s vynimkou aprotickych inerinych plynov (v
tom pripade hovorime o ionizdcii vymenou ndboja - "charge ex-
change ionization"). Iony reakdného plynu, ktorych parcidlny
tlak je cca 1000 x vy#si ako parciflny tlak skimenej ldtky, sa
produkujd pri tleku 0,5-1,0 Torr(100Pa) po ndrazoch 8 elektron-
mi o energii 200-500 eV. Nizky podiel molekil sikimanej ldtky
zapridinuje, Ze jej molekuldrne iony oproti ionom reak#ného
plynu sa tvoria iba v nepatrnom mnozstive. Primgrne vzailmuté
idny reakiného plynu reagujd prostrednictvom iono-molekulovych
reakcii s neionizovenymi molekulami za vzniku plazmy stabil-
nejdich idnov, Napr, najdastejdie pouZivany reakiny plyn, metdn,
produkuje reakéné iony nasledujiicim spBsobom:

+l
CH4 + e-—;CH4 + 2e

CH4 + e-—>GH3 + H* + 2e
cH** + cH, —CH." + °CH

4 4 5 3
+ +
CH3 + CH4‘—9 0235 + H2

Idény GH5+ a C2H; , predstavujice 90% z celkového préidu
idnov, slifia ako atakujice $inidlo pri reskcii s molekulami
skimane] ldtky: ,

V CI zdroji ionov hmotnostného spektrometra teda prebie-
hajdi principidlne postupne txi proceay:

1. EI reakéného plynu,
2. primérne reaskcie ionov reakéného plynu s molekulami

plynu .
3. rzai;ie {énov reakiného plynu s molekulami skimanej
14t

Druh posledne menovsnych reakcii zdvis{ od druhu pouZi-
tého plynu. V tab. 1 sd uvedené najbeinejiie plyny, pouZivané
pri CI. Reakiné plyny si charakterizované hodnotou protomove]
afinity PA. Protonovd afinita ldtky M je definovend ako zapor-
na Eoﬂ%oia zmeny entalpie pri vSeobecnej protonacnej reakcil:

M+ B — 5 st Phy = - AH

Tim vys3ia je hodnote protdnovej afinity, tym pevnejiie
viaZe proton k molekule M.




Tab. 1

Reakdny plyn Prevlddajice reakdné iony PA[kcal.mol'D

He/H, Hem* 42
H, ;4 101
3
CH, cn;; CZH; 127,159
H,0 Hy0 164
CH,CH,CH, c 311; 182
(CH,).CH c Hot 195
373 49
3 mz, (NH, ) H', (m3)3n+ 207
(CHB)2NH+ (CH;) NH", (cn3)21m; 222
(033)3N (CH3)21TH+ 226

Hodnoty progénovfroh afinit reakiného plynu a skimene
14tky majd gznadny vplyv na deje, prebiehajice medzi akﬁmagxou
ldtkou a ionmi reakéného plynu. Vo vieobecnosti grebiehajli

v CI zdroji tri druhy reakcii molekidl ekimanej ldtky.
5.1.1 Aeido-bdzické reakcie v plynne] fdze
M+o8t — wt + ¢ (5.1)
M+CH —— Mot + cH (5.2)
1 4
M+ CH; — ME" + C.H, (5.3)

Protony odovzddvaji iony, pbsobiace ako %énstegove kyse-
lina, prijemcom je M vo funked1 Brgnstedovej Y. -

e dobrou bazou .
Vytvorené MH' "quasimolekuldrne idny™ sliZia Sasto k spolan-
livému urfovaniu molekuldrnej hmotnosti neznime] létky?o
5.1,2 Pragmentdcia "quasimolekulirnych" ionov

Charakteristickym rysom CI hmotnostnych spektier je, Ze
obsahujdi menS{ podet fragmentov ako EI spektré].’ Ngibeigejﬁiy
dejom je elimindcia funkdénfch skupin X spolu s vodikovym ato-
mom z protonizovaného molekuldérneho idénu podla vSeobecnej

ch
et + RE* —> AXH' + R (5.4)
Apxt ——> AY 4+ HX (5.5)
¥V praxi sa v pripade HX molekuly stretdvame s H20, alko-
holmi, kyselinami, st, alkylsulfidmi a pod.
Fragn ym sngivne

Sie, &im je
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Reakcie (5.1)-(5.3) a (5.4),(5.5) sii demonstrované v obr. 6
na CI spektrdch 5- £ -dihydrotestosteronu, ukazujdcich sti-
aiﬁei podiel £ entdcie so stipajdcou AP hodnetou plynov
?P H2< PAIBcPAng,

5.1.3 EKondenza¥né reakcie

U idnov plynov s vysokou hodnotou PA (NH;, aminy) nedo-
chddze k prenosu protonu. Dominujicim procesgm Jje adfcia 16-

nov plynu na yoiné elektromové heteroatomu neu e
noIeEﬁix. Mvori sa btak napr. u amoﬁﬁ raﬂa ponm;rnch
(NH,)?H 16nov, spolu a "quasimolekulérnymi® [ + xm,J* 16mmi.
Iény [M + NHJ"', sliZiace k presnému stanoveniu molekuldrnej
hmotnosti M, mdfu fragmentoval elimindciou neutrdlnych méle-
ils (MxH + N, Y —> [MvE,]" + BX .

Iny, mélo podetny dej pri 1m3 CI apektrometrii je adicia

fragmentov z EI na molekulu amoniaku (aminu).
Pri CI vznikajé okrem pozitivnych i negativpe iony. EHmot-
nostné spektrometre, ktoré analyzuji ngg:tivne iony, poskytuji
ve

negativne CI hmotnostné spekird. Su informativne najma
u zluce B e ronega skupinami. Na obr. T si uvede-
né pre porovnanie konven¥né EI, CI fnetén) pozitivne a CI

(metén) negativne hmotnostné spektird 2, 4-dichloxr-nitrobenzénu.
Podmienkou ziskania dobrého CI spektra je podobne ako u

EI prchavos} a termickd stabilita vzoriek. Ciagtodné rozdire- |

nie pouitelnosti metody poskyinje metoda desorpéne riame

chemicke] ionizdcie (DCI). Pri nej je vzorka s e I
nanesend na odporovy drdtik, umiestneny priamo do plazmy ionov.
5.2 Ionizdcia (FI) a desorpeia (FD) elektrickym polom

Tonizainé médium v tomto pripade je silne elektrické

pole, réddove 10~T-1 o8y cn;"1 , umiestnené medzi gastrymi hrot-
mi (drotiky, hrany) elektrod. Odstrdnenie elektronu z mole-
kuly prebiehe tunelovym efektom a mensim prenosom wmitorne]
energie na molekyldrny, alebo 3emu podobny ion, ako v pripade
EI. Hovorime o makkych ("soft") ioniza¥nych procesoch.

V pripade FI ionizdcia prebieha v plynnej fdze, u FD vo
fize pgvnej. Skimand ldtka Je desorbovand z_povrchu jednej z
elektrod v ionizovanej forme. FD MS sa maraduje k metodam ana-
1fzy neprchavych a termicky labilnfch materidlov, ako si
oligosacharidy, 0-, C- a N- glykozidy, glykolipidy, gaponiny,
peptidy, glykopeptidy a i. , v

asto pouzivanou modifikéciou FD metody Jje poufitie pri-
mesi alkalickjch soli k veorke skimane] 1dtky, Ziskané hmot-
nostné spektrd charakterizujd deje v zdroji ionov:
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1, Kationizdcia: [1[ + Ha]*', [M i K]"'
2. Vznik ndsobnych idnov: [ + 2§a]*Z, [M + 3We)*>
3. Zriedkavd fragmentdcia

Jedineiné uplatnenie naSla FD metéda pri urdovani Htruk-
tir oligomérnych a niZi3ich polymérnych zlicenin, véetnd pri-
spevku k sekvencii jednojiek. Charakteristické Stiepenie medzi
Jednotkami je korelovat é 8 kinetikou kyslo katalyzovane
hydrolyzy oligomérov. Na obr. 8 je uvedené FD spektrum vyuzité
k Strukturdlne] charakterizdcii F-gitoninu. Hmotnosti iomov

[k + 8a - 132]* , [+ ¥a-162]", [M + ¥a - 456]* a pod.,
vzniklyeh fragmentdciou glykozidick¥eh vazied prispievaji k
urdovaniu hmotnosti Strukturdlnych jednotiek zlideniny.

29 |
100 : 291 - 70 ‘
‘/'1 €l (i-C4Hyp) i MHH
' |
"35 H
273 w
| 2100% ‘
1
150 200 250 300 " I\
100 291 60 \
% | ci(cHy) F
so; -30
i 273
- +
: MH —HZO] L S100%
150 200 250 300 ™/
100- 291 —30
+
s (H2) g
] 273
50-- —15
! S1007,
E t I . L L ll l l\ h .
T § T i m/z
obr. 6 150 200 250 300



31

30

N\E 0011 05 0T 0001 0s6 006 0S8 008 0SL 0S9 009 0SS 8°I1q0
1 ! W

Il L | 1 L
] S
_ TT Tsee Tezz 74T
. 4501 L¥6l ST6 r% +[CET-291~(PN+N) ] i
Jf 0% (enemy ] \ J[29T-(3K+1) ]
+[EET-(BN+M) ) H ;

o[ "N ]

) 0
€201
£ HoeHd - ool
ISy £€L
050l = MR
S SNt
Jiie
N
= g =
+ E
| @ =1 | © or Lo
8 *x R : e I
29 0
o LRt
[ Hfj R
— . . =
L8 |m |m
u -
Y o
o~
(o] = T V
z O .....“
-
s g £
+8 m et .-m
- ~
Z
= m g
= = E
!WA w
= et o~
m p o
w (8] (@) m
r e e ) T T - 2 m
M% 8 S = gmn



32

6. Ionizace laserem, plazmou 252¢¢ o rychlymi atomy a ionty

Z&kladnim a nejb&Znéjsim zplisobem lonizace ¥ orgenické
hmotnostni spektrometrii je ionizace nérazem elektrenu (EI -
Electron Impact Ionization), kterd ale asi u 10% mé&¥enych 1l4-
tek neposkytuje molekuldrni ionty. Daldi vyvinuté techniky
jeko chemickd ionizace (CI - Chemical Ionization) a ionizace
polem (FI - Field Tonization) sice o molekuldrni hmotnogti
miFené 1&tky informuji, ale vSechny i¥i metody maji spoledny
nedostatek, Ze je t¥eba organickou ldtku pro nébeni prevést
do plynného stavu. Touto podminkou byly z né¥eni vyloudeny vy-
sokomolukulérni a tepelné labilni slouceniny. Byla proto sna-
ha vypracovat postupy ionizace, u kterych by nebyle nutno 145~
ky zah¥ivat a dostaly se do plynného stavu p¥imo jiZ ve formé
iontd. Tak byly vyvinuty desorpce polem (FD - Field Desorp-
tion), ionizace rychlymi iomty, nazyvani hmotnostni spektro-
metrie sekundirnich iontd (SIMS - Secondary Ion lMass Spectro-
metry), ionizace rychlymi atomy (FAB - Fast Atom Bombardment),
desorpce laserem (LD - Laser Desorption), LAMMA (Laser Mjcro-
probe Mass Analyser nebo Analysis) a desorpce plazmou S5ect

(2520f-PDHS - Plasma Desorption Mass Spectrometry).

Viechny poslednd jmenované techniky ddvaji pPedevSim in-
formaci o molekuldrni hmotnosti mérené 14tky, pridemZ tyto
1étky mohou byt i tepelnd 1abilni & molekuldrni hmotnoati aZ
25000. Informace o fragmentaci molekul jsou, s vyjimkou FAB a
SIMS, velmi chudé.

6.1 Ionizace rychlymi atomy a lonty

U obou zplsobech ionizace, tj. SIMS a FAB, bude pojednd-
véno soudasnd, protoZe maji mnoho spolednych ryst. Ionizace
rychlymi ionty (SIMS) byla nejprve poufivéna v anorganické
analyze pro povrchovou ionizaci riznych materidli. O0d polovi-
ny 70 let byla uplatnéna i pro ionizaci organickych molekul.
Tonizace rychlymi atomy mé svoje skutednd poddtky v poloviné
60 let, od roku 1981 pod oznadenim Fast Atom Bombardment (FAB).
V souvislosti s poufivdnim kapalnych matric se zadal pouZivat
nézev liquid SIMS jak pro SIMS tak pro FAB.

Primdrni zdroje metod FAB a SIMS mohou byt v odstaté
stejné. Produkuji rychlé ionty nebo atomy, p¥ipadné jejich
gmés; slozieni primdrniho svgzku neni kritické, protoze pri
ionizadni desorpci se uplatmuje pfenos momentu.

Primérni zdroje se d&li podle zplsobu ionizace primdr-

nich &dstic:

1. ionizace ndrazem elektronu - typy: sedlové pole, kapilari-
tron
2, povrchovd ionizace - alkalické hlinitok¥emiditany
3. ionizace polem - %apa%né kovy (IMI - Liquid Metal Ioniza-
ion -
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iontovy svazek

‘ rd
oscilujicd plyn kapildrni
anoda na elektron tryska
vysgkém
napéti v extrakéni
elekiroda plazma

U

uzemnénd i 5
ketoda plazma iontovy svazek

Obr.9. Primdrni zdroje galoiené ne ionizaci ndrazem elektronu:
a) sedlovy zdroj, b) kapilatritron

Asi 90% poufivanych primdrnich zdrojd Je zaloZeno
ionizaci ndrazem elektronu, Sedlovy zdrog (312 obr. 9 a?aje
elektroutatigkg analog plazmového zdroje. MiZe produkovat
jek neutrdlni édstice tak ionty. Elektronové oscilace jsou
1ndgkovény ve zdrojové komirce elektrostatickim polem vlo-
Zenym mezi pozitivni anodu a negativni (uzemnénou) katedu.
Oscilace vznikd tek, Ze elektrony urychlené od katody k anc-
a8 prochdzeji stFedovymi otvory pole a po pF¥ibliZeni se ke
katodd z druhé strany Jsou'odpuzovény zpét. Ionty jsou gene-
rovdny z atoml plynu, ktery je do komirky zavddin zxe, Er .
T{m vznik4 plazma, ve které jsou generoviny nové elektrony.
Proud vystupujiciho svazim je re lovén zZménou napéti nebo
pritokem plynu. Predpoklddd se, ze rychlé atomy vznikaji
tim, Ze rychlé ionty zachyti elektron p#i kolizi ion-elek-
tron a nebo spife vymZnou ndboje pri kolizi ion-atom.

. Eapilaritron (viz obr. 9 b) se sklddd z jemné kapildr-
ni trysky (2§.um) a goustredné (uzemndné) extrakéni elektro-
dy mezi nimiZ je nggeti asi 2 kV. Priichodem plynu nebo piry
kapildrou se vytvofi na jejim vatupu plazma. Ioniy genero-
vané plazmou jsou urychleng elektrickym polem v usti trysky,
takZe tvori uzky svazek. N které z iontd, které koliduji s
plynem u vystupu z ugti trysky, si vymEni ndboj a stdvaji
se rychlymi atomy. Tyto urychlené atomy tvo¥i asi polovipu
toku. ir a tvar trysky jsou dilefitymi faktory ovlivnu-
tryska kapilaritronu gi:;:; thziﬁiﬁ“
extraktor ion/atom. Proud
svazku je regulo-
vdn napétim a ry-
chlosti pritoku
plynu. Z plynd se
doporuduje pouzi-

izoldtor vzorek

0 OO 7 vat Xe, protoZe
\ : t - mé velkou molekulu,

,\_, iontovy svazek lze vSek pouzit

zavdadéei trubice drZdk té% Ar nebo jiny

) i plyn. Malé rozm
Obr.10. Systém pro soudasné zavddéni vzor- kagglaritronu vezz

kxu i primdrniho zdroje (DIP Gun). :{é:uvy§¥§£§:isgy'
1]
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do gpektrometru zavddi soudesnd primdrni zdroj i vzorek na
teréiku (DIP Gun - Direct Insertion Probe Guni(viz obr. 10).

-

Tento syatém umoZnuje pou¥it technilu SIMS/FAB i u p¥istro-
J8, které nemaji zvldSini p¥irubu pro zamontovdni zdroje

pri

tovdny z alka

o svazku.

U povrchové ionizace jsou ionty ce™ termoionicky emi-
lického hlinitok¥emi&itanu zah¥ivaného na tep-

lotu asi 1000°C (viz obr. 11). Ionty jsou po desorpei z po-

uzemnénsd

iontovd optika katoda
alkalicky

hlinitokremi-
citan na poréz-

nim wolframu

topeni

iontovy
svazek

|voj

Obr. 1. Primdrni zdrej ¢s* iontd

povrchovou ionizaci.

vrchu urychleny elektric-
kym polem vloZenym mezi
emiter a urychlovaci nebo
uzemnénou elektrodu. Cel-
kovy emisni proud zdvisi
na teploté. V primdrnim
gvazku nejsou piitomny
Z4dné pomalé ani rychlé
atomy. RozloZeni energie
svazku je velmi vzké (v
podstaté monoenergeticky
svazek) a toto nizké roz-
ptyleni energie doveluje
velmi pFesnou fokusaci,
kterd nenf moZnd u Zdd-
ného jiného zdroje pri-
mdrnich iontd. Pri pouii-
ti C:;ézdroje neniktfeba
odderpdvat pfebytek ply-
ni jeko u primdrnich zdro-
J& 8 ionizaci ndrazem

elektronu a vznlkld spektras jsou jasndjdi, s niZSim Sumem,

nef produkuji zdroje jiného typu.

Obé techniky, tj. SIMS i FAB jsou dasto oznadovdny jako

metody s mékkou ionizaci (soft ionization methods). V nedégné
dobé se diky sekunddrni ionizaci kapalin (LSI) prokdgalo, Ze

toto oznadeni neni oprdvnéné. K experimentu byly vybrdny slou-

deniny, které nemaji
Zédne kyselé protony _
(nap¥. benzofenon) jeZ
by umoZnovaly samoioni-

zaci protonaci. Benzofe-
non byl na terdiku zahrd-

tim na 45°C zkapalndn a
kapalina bombardovéna

ionty Cs*. Ziskané spek-

trum bylo srovmndno se

spektrem téZfe ldtky zis-

kanym ionizaci ndrazem

elektronu (viz.obr. 12).

Ukdzald se, Ze spektra
jeou kvalitativné velmi
podobnd spektirim s EI,
ale u SIHS spekter je

a)
1004 51
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53 6 4
ol ¥ . 182
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b)
100 s
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63 1;2 Jl
T T
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Obr.12. Hmotnostni spektra benzofenonu:

a) ionizace kapalného benzofenonu ionty Cst (LSI)
b) ionizace ndrazem elektironu
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e

podstatné niZ8i intenzita piku molekuldrnich iontd (viz
obr. 12). K rozpadu tdchto molekuldrnich ionti do3lo vli-
geg prebytku energle z{skané pfi ionizaci primdrnimi ionty

Poldtedni aplikace SIMS & FAB v oblasti organické che-
mie se tykaly pevnych 1ldtek; pracovalo se tim zplisobem, Ze
sloufeniny byly v roztoku nanddeny na kovovy terdik (Ag),
ktery byl po odpafeni rozpouitddla bombardovén rychlymi ato-
my nebo ionty. Tento zplsob md nevyhody v tom, %e v mistd
dogadu primarniho svazku se 14tka brzo spotfebuje a kromd
toho se ocitlivEjsi ldtky po dopadu primdrniho svezku oh¥i-
vali a &dstedn& tozklddaji jedtE pied ionizaci. ﬁeﬁeni pro-
blému bylo nalezeno v rozptyleni nebo rozpusténi méiené
ldtky v tzv. matrici, kde se nejenom obnovuje méfeny povrech,
ale jak se také pozdgji ukdzalo, dochdzi tam k Fads reakeci,
gtegé pFiznivé ovlivouji citlivost a reprodukovatelnost mé—
Feni.

Matrice se pouZivaji pevmné nebo kapalné. Mezi na%béi—
ngéj8{ pevné pat¥i HH401 a uhlik a jako kapalné se pouiiva-

Ji kapalné kovy (Ga,In) nebo kapalné organické ldtky (nej-
poufivandjsimi jsou glycerin a monothioglycerin). Uhlik gse
velmi osvéd&il pro tékavé sloudeniny, jako napf. toluen,
xylen, které jsou jim adsorbovény. Predpoklddd se, e whlik

tvori vlastné trojrozmérnou mairiei a ldtky mohou byt z
ného emitovdny delsi dobu.

Jiny zplsob mEfeni tdkavyich ldtek byl umoZndn Jejich
zmrazenim na teplotu 77°K. Touto technikou byla napr. zi-
skdna SIMS spektra kys. mravendi, benzenu, cyklohexanu aj.

Chlorid smonny neni chemicky inertni a miZe protonovat
molekuly a tak zvysit vytéZek ilontd. Zpoddtku se pFedpokld-
dalo, Ze matrice jenom obnovuje povrch. Kyni je ale zndm
JiEZ vliv solvatace a daldi jevy se intenzivné studuj{.Nap¥.
soudasnd teorie vysvdtlujfei vliv NH401 pPedpoklddd, Ze

NH401 nejprve solvatuje stdly kation a potom v desolva-
tadnim procesu se NH4Gl rozkl4ddd na NH3 a HC1l, k éemuZ ode-

bere ¥4st vnitini energie kationtu. Vysledkem této ztrdity
vnitini energie je snifeni fragmentace a tim i zZvySeni in-
tenzity piku pfislusnych iontd. Alternativni vysvétleni
vlivu pevného NH4Cl spodivd v tom, Ze rozprdSené fsputtered)

kationy jsou uvolnény kolizi p#i interakci s matrici v po-
vrchové vratvd plazmy (selvedge), kterd se utvo¥i na roz-
hrani pevné a plynné fize, a cely proces se jen mdlo 1i¥d
od desolvatace. V obou p¥ipadech se disociace w plynné fdzi
uskutedni po emisi intaktni molekuly.

Jeko kepalnd matirice, vytvorend roztavenym kovem, byla
vyzkouSena slitina Ga & In. Vyhoda této matrice spodiv4 v
tom, Ze organické ldtky v ni nemusi bt rozpudtiny a vlivem
hladkého povechu jsou idedlnd rozptyleny po povrchu taveni-
ny. Nevyhoda je v pom&rné niZ$i citlivosti ve srovndni s ka-
palnymi matricemi organickych ldtek.
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Zcela prevlidaji matrice z organickych kapalin. BéZnd
se pouiivajg glycerin, monothioglycerin, diethanolamin,
triethanolamin, dithiocerythriocl, polyethylenglykoly aj.
Byla teké stanovena obecnd kriteria, kterd ma matrice apl-
hovat: 1. vzorek musi byt v matrici rozpustny (podle auto-
rovych zkuSenosti to neni nutné), 2. pouZzivaji se kagaliny
8 nizkou tenzi, které se ve vakuu rychle neodpa¥i (tékavost
1ze sle snizit poufitim chlazeného teréiku). 3. viskozita
matrice musi bft dostatednd mald, aby zajistila difuzi
vzorku k povrchu, 4. ionty z matrice nesméji byt na stejné
hodnot¥ m/z jake ionty vzorku, 5. matrice musi byt chemicky
inertni (nicméné se pouZiveji specifickd Zinidla ke zvyle-
ni intenzity sekunddrniho spektra).

Primférnim tokem se ionizuje jenom mald &ést vzorku a
jeho hlavni funkce spodivd v tom, %e uvolni ionty, které
¥ matrici ji¥ existuji. Ke zvySeni tvorhy iontd pred bombar-
dovdnim jsou do matric pfiddvdny minerdlni i orgenické kyse-
liny jako nap¥. HC1, 30104 a kyselina $tavelovd, z nich¥

nejudinngjsi je pravd¥podobnd HC10,
Na reakdni mechanismy, probihajiei p¥i ionizaci rych-

1ymi S4sticemi jsou protichddné ndzory. Uvddi se, Ze k reak-
c¢im dochdzi na povrchu matrice, nékolik mm pod poyvrchem,
uvniii kapalné féze, v povrchové plazmé mezi kapalnou fdzi

a plynnou fédzi anebo dokonce jenom v+p1ynné fézi. NékteFd
autori predpoklddajf, ze ionty [M+H]™ vznikeji v matrici,
gzatimeo ionty M** v plymné fézi.

Podle typu vznikajfcich iontd se pfedpoklddd, Ze exis-
tuji nejméné t¥i typy jonizadnich procesi, které ke tvorbé
iontld prispivajis

" 1. Prvni proces je kationizace/anionizace, p¥i kterém
ge k neutrdini molekule pF¥ipoji ionty kowi, protony mebo
jiné nabité Edstice pochdzejici z mairice nebo z nedistot
v matrici. PFedpoklddd se, ze neutrdlni molekuly i nabité
g4stice jsou desorbovdny z matrice a k reakci dochdzi v,
plazmé na rozhrgni mezi kapalnou g plynnou fédzi, pFidemZ
vznikaji ionty [M+H|', [M+CIT a fK+A T

2, Elektrony pritomné v plazmé, jako vysledek sekun-
dérni elektronové emise, mohou ionizovat neutrdlni molekuly.
Proces se nazjvi elektronovd ionizace a vznikaji p¥i ném
kation- a anionradik4ly molekuldrnich iontld M'*s a M~-.
Predpoklddany mechanismus je pienos nédboje mezi desorbova-
nymi ionty a neutrdlnimi molekulami nebo spojeni nizko-
energetického sekunddrniho_elektronu s neutrdlni molekulou.
Fragmentace iontd M++ a M ° probihaji obvykle stejnd jako
u plymnyeh iontd s nepdrovym elektronem, Tento zpisob ioni-
zace je milo udinny a vznikaji jim vetsi moZgtvi iontd
zejméne u polycyklickyjch aromatickych uhlovodiki.

3. Treti proces ionizace zahrnuje piimou emisi celych
nabitfeh &4stic z pevmého stavu ve formé iontd [M-anion

3T

nebo [ﬁ-kationj'. SIMS studie soli organickych kyselin do-
kumentuji velﬁi intenzivai kationové gebo Eiiongzé ionty s
milc intenzivni fragmentaci. Intenzita gekunddrnich iontd
organickych kyselin je zpravidla o dve rddy vEtS5i neZ v pii-
padé kationizace.

Relativni ionizalni d8inmost, tJ. podet vzniklych se-
kunddrnich iontd, klesd v pofadi pfimd ionizace, kationiza-
ce/anionizagg, elektronovd disociace.

Velkd W¢innost p¥imé emise pro soli organickych ldtek
(zejméga’pro kvarterni soli) vedla k vypracovdni izv, deri-
vatizedni SIMS, p¥i které se kvarterni soli vytvdFeji piimo
na terdiku, ZvySuje se tim citlivost (nanogramy a subnano-
gramy) a sniZuje vliv nefistot, protoZe se desorb i jen
kvarterni soli. Technika byla poufita pro stanoveni 1lé3iv v
modi (kodein, amfetamin po rbkakci s CHBJ) a detegovédni alde-

hydd a ketonl (progesteron, testosteron, kortizon a pod. po
reakci = Girqrdovjm ¢inidlem P).

Srovndni metod FAB a SIMS je velmi obtiZné, protoZe po-
skytuji téméF¥ stejné vysledky. Jako divod zavedeni metody
FAB uvedli jeji sutori tyto nevyhody SIMS: 1. ionty maji vel-
ky rozdil energli, &imi je omezeno dosafeni vyS3iho rozliSe-
ni g jednoduchymi pfistroji, 2. poufiti iontdi jako primdr-
nich qéstgg miiZze vytvdfet povrchovy ndboj a je problém s fo-
kusaci a Fizenim iontového svazku. Oba tyto divody jsou v
soudesné dobé jiZ prekonény, protofe Cst zdroj ddvd mono-
energeticky svazek primdrnich iontd a tyto ionty lze urych-
1it n&pétim 30 aZ 40 kV, cof je hodnota podstatné vysSi nei
Je urychlovaci napéti sekunddrnich iontd (do 10 kV).

Starsi prdce uvddéji, Ze FAB je citlivéjsi, zatimco in-
formace z posledni doby povaZuji SIMS za 3x citliveéjsi. K do-
saZeni optimdlni citlivosii se dokonce komerZné bi ionto-
vy zdroj, kde lze soulasnd pouZivat FAB a SIMS. Obecné je

jeho v§tdinost 1072 ai 107 C/mol.

.. Obd techniky se pouZivaji pre ms¥eni tepelné labilnich,
mélo t&kavych a vysokomolekuldrnich 14tek, jako jsou nap¥,
cukry, oligonukleotidy, glykopeptidy, glykolipidy, nukleosidy,
vitaminy aj. Sloudeniny uneni t¥eba p¥ed méFenim derivatizovat
jako je tomu mnap¥. pro méFeni s ionizaci ndrszem elektronu,
kde se b&Zné provddi methylace, silylace apod.

SIMS byla eplikovdna zejména pro kvelitativni i kvanti-
tativnl analyzu, detekeci materidld z papirové a tenkovratvé
cl;romatog:-afieg iontovou chemii, studium kaetalytickyeh sys-
témd a komplexu s kovy, povrchovou analyzu (polymery) a sek-
venéni analyzu biocmolekul. FAB se nejvice pouZivd pro analy-
zu biomolekul, zejména peptidl, kde lze it 1 celou sek-
venci aminokyselin.

B&#né byly mé¥eny molekuly do velikosti 3000 daltoni a
tato hranice se posunula do 10 000 daltonml. Vyjimeln¥& byly
analyzovdny 14tky s velikosti molekuly kolem 15 000 daltonmi.
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6.2 Desorpce plazmou 2520¢

Nézev této techniky (°2°C£-PD - Plasma Desorption) sou-
vigi se skutednosti, Ze Zt&pné fragmenty sponténniho Stépeni
radioaktivniho prvku vytvoPi nejprve mikroplazmu, pFidemz se
energie prendsi do pevné féze. Ziskand energie Je potom pre-
nesena do okolniho media a vysledkem %tohoto prenosu je de-
gorpce molekuldrnich iontdl (viz obr. 13).
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0br.13-Princip desorpce plazmou 252Cf.

Z moZnyeh elementi bylo vybrdno 2520f, protoZe md vhod-
ny polodas rozpadu (2,65 roku), piimé¥ené samovolné Zt&peni
(g%f, prijatelnou cenu a jednu ddvku lze pouiivat asi 5 let.
P#i semovolném Stépeni vznikd 97% alfa ddstic a 3% tvor{ pdr

centrdlni elektroda
\ CEMA detektor

Obr.14.Hmotnostni apektrgmetr pro
ionizaci plazmou 52Cf.
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nabitych 8dstic, které maji rfiznou hmotnost i energii. Téch-
to pdrd vznik4{ vice ne¥ ZtyFicet, ale typickymi jsou 106,22

a 1%2Ba*18 jejichi emergie je 104 a 79 MeV.

P#i pripravé méfeni se vzorek prevede na terdik z tenké
Al folie (obvykle je jich celd merie) a vystavi se tucinkim
Btdpnych &dstic (viz obr. 14). Je dlleZité, aby folie byla
tenkd, aby propouStdla ddstice. NandSeni vzorku se provddi
nejlépe elektrosprejem, Je t¥eba mit na zFetell, Ze kvalita
vzorku podstatné ovlivnuje kvalitu spektra. Nedistoty nebo ne-
piitomnost mikrokrystall ve vrstvé potladuji desorpci molekul
z povrchu, Ve spektru se objevuji ionty typld +Na, +,Dhcq]+,
mte, [M+H]*, M, [M+C1]~ a sada fragmentovych iontu.

K rozliSeni iontd se.pouZivd pruletovy analyzdtor.Ziska-
nd spektra maji na prvni pohled men3i rozlidemi (viz obr. 15),
protoZe nejsou tvoFena monoizotopickymi a izotopickymi gﬁky,
ele sentroidy, tj. obalovymi piky skupiny monoizotopického a
jeho izotopickych piki. Za zdklad vypodtu se pouZivd hmotnost
whliku 12,011,

<t
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S_ 3366/ 3
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Obr.15. > Cf-PD negativni spektrum hexameru plné

chrédnéného oligonukleotidu.,

PouZiti des;;gce plazmou je pFedeviim v oblasti labilnich
e vysokomolekuldrnich sloulenin, a to zejména t¥ch, kiteré nel-
ze zméFit desorpci polem (FD - Field Desorption). V poslednich
dvou letech byly identifikovdny dvé t¥idy sloudenin, které
prévé desorpci polem nelze m&Fit:

1. Vysoce reaktivni a nestabilni molekuly, které se rozklé-
daji dokonce pFi nizké teploté ancdy, napr. estery kyseliny ara-
chidonové.

2. Sloudeniny s extrémné silnou chemisorpei k anodd a majici
nékolik ioniza¥nich center, jako napi. trinukleotidy a pfirodni
nukleotidy vySSiho F¥ddu, u kterych je silnd iontovd vazba mezi
molekulami,




40

Zatim nejvétSi zmé¥end molekula (z¥ejmé ve hmotnostn
spekirometrii viibec) je prasedi trypsin s hmotnosti 23 463

(viz obxr. 16).
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Do budoucna se zdd, Ze descrpce plazmou bude zejména

uzZiteéng pro hmotnosti molekul nad 10 000,
hranici lze \sp&Sn& pouZii{ SIMS nebo FAR.

6.3 Desorpce laserem

protoZe pod tuto

Desorpce lagerem (ID - Laser Desorpjion) se zadala v
organické hmotnostni spektrometrii uplstnovat v podstaté

@ E = 0.4 PJ
| Nty _ 74

Obr.17. Hmotnostni spektrum koronenu vzbu-
zené laserem pfi a) vysoké a b) niz-
ké energii.

aZ v 80 letech.
Pivodné byla vy-
pracovéna, a také
gée predeviim pou-
Zivd, pro stano-
veni kovovych prv-
ki v rizném mate-
ridlu, véetnd bio-
logického. Vypra-
covdni techniky
pro gotieby orga-
nické hmotnostni
gpektrometrie ne-
bylo snadné, pro-
toZe je nutno cit-
livé regulovat
energii laserového
paprsku, aby byly
v¥sledky reprodu-
kovatelné (obr.17)
s nedochdzelo k
nezddouci pyrolyze
metridlu, i kdyz
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se ke sledovédni pyrolyzy tato metoda pouZivd.

U desorpce laserem se Gasto setkdvdme s akronymy LAMMA
(LAser Microprobe Mass Analysis nebo Analyser) a LIMA (Laser
Induced Mass_Analyser nebo Analysis), které puvodn& vznikly
Jako ndzvy pristroji (napf. LAMMA 500, LAMMA 1000) a prene-
gené se pouzivaeji pro ndazev metody. Oba pFistroje byly vyvi-
nuty pro analyzu anorganickych ldtek a dosud se pro ni pou-
#ivaji. LIMA vyhradnd a LAMMA pYevdZné. Oba pFistroje pouZi-
vaji pulsni laser a k separaci priletovy analyzdtor (obr,18).

ND-YAG-laser

mikr?skop

x-y-z pohyblivy
drzdk vzorku >

el of, o Lo
i iontova
osvétleni vzorku optika

vakuum

Obr. 18, Schema pristroje LAMMA 1000.

Mechanismus zplynéni lze demonstrovat na pisobeni pulsniho
laseru (obr. 19¥, pfidemZ je moZno rozlidit nejméné pét pro-
cesi: .

1. piimd ionizace pewvné fdze laserem, 2. desorpce a ioniza-
ce pevné fdze v oblasti p#ilehlé k laserovému pulsu,

3. povrchovd ionizace, 4. reakce v plynné fdzi (iontové-mo-
lekuldrni reakce), 5. emise neutrdlnich &dstic versus tvorba

iontl.
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* laserovy paprsek
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Obr. 19. Diagram dileZity jevii pri
3 Jdu ych jevil p¥i ioni i
a zplynéni laserem. . e

Ziskat uZitedné spektrm organické ldtky neni jedno-

duché, protoZe to zdlei{ na mnoha f
intenzité laserov " EkEOrech, Jjako nap¥.
t8, pFim&sich atdfho peprsku, pi{pravé vzorku, jeho Eisto-

_Podobné jako u metod FAB a SIMS
zkouseny matrice.P¥i mé¥eni cukrd byiybgigriyp::iggézg_v
g:mg:n 121 se solemi alkalickych kowvi (K, Na, 1Ii), z nich¥
&v%cg osvéddily uhliditeny. P¥iddvd se i élyce;in g
el gvg g se zati@ pouziva pro kvalitativni analyzu ‘
ol ebi,vagi semikventitativni stanoveni, protoze vysled-
ngk ¢ obtizné reprodukovat. Nicménd je to uzitednd tech~-
& pro jinak tézko anslyzovateln H

L é molekul.
= teln Y Vv biologic-
lgy enin?.ateriélech. Obecn& se pouZivd pro labiln? polérmgj; slou-

a
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7. Hmotnostni spekirometrie negativmich iontd

Na rozdil od hmotnostni spekirometrie sositivnieh ionti
a studif{ mechanismi reakei pozitivnich iontu v plymné fdzi
je hmotnostni spekirometrie negativnich iontl mnohem ménd pro-
studovdna. I kdy? se pri poddtednim rozvoji organické hmot-
nostni spektrometrie v padesdtych letech pFedpoklddael stejny
rozvo] v oblagsti negativnich iontl & p komeréni pFistroje
byly pro sniméni spekter negativnich iontd elektronicky pii-
zpisobeny, pievlddaly v Sedesdtych letech skeptické ndzory na
vyznam negativnich iontd a p¥istroje byly ddle konstruovény
ouze pro snimini spekter pozitivmnich iontd. V r, 1965 Aplin,
dzikiewicz & Djerassi vyjdd¥ili tehdejsi ndzory na vyznam
negativnich iontd ndsledowvné; "Jevi se, Ze hmoinostni spektra
negativnich iontll, méFfend na komerdnich pFistrojich s ener-
gleml elekirond 20-70 eV, nejsou vhodnd ani pro stanoveni mo-
Tekulovych hmotnosti ani pro strukturni stanoveni®. PFi téch-
to ene:;fiich elektroni byly v&iSinou pozoroviny fragmenty o
velmi nizkych hmotnostech, tzv. "molekulovy &roi"™, pro stano-
ven{ struktury molekuly zcela bezvyznamny. iﬂ‘xpické ionty, _
tvoriei tento drot jsou napi.: CE, C,H, 04 , 0=, CF~, WO,

atd. V§jimkou byla spektra chinond a nitroaromdtd, kierd se
naopek vyznalovala intenzivnimi molekwldrnimi piky M~ ".

Prakticky jedinou skupinou, kterd se systematioky véno-
vala hmotnostni spektrometrii negativmich iontd, byla akupi-
na Manfreda von Ardenneho v DrédZdanech, kterd pro iyte dcely
postavila spekiromeir vlastn{ konsirukce. Negativni lonty byly
zisk4 v iontovém zdroji pomoci nizkoenergetickych. elektro-
mi vznikajfefich pFi elektrickém vyboji v argomu. Pionyrské
préce skupiny Manfreda von Ardemneho se dolkaly ocendni aZ po
zavedeni chemické ionizace, kterd zplsobila zvrat v ndzorech
na vyznam negativnich jontd v analytické organické hmotnost-
nf spektrometrii.

Jednou z hlavnich reakci, kterd mife vést ke vzniku nega-
tivaich iontd, je reakce rezonanéniho zdchytu elektromm (7.1)

AB + e — > AB™" (7.1)

Nezbytbym pfedpokladem pro pribéh reakce (7.1) Jje, aby elek-
bl il 4 (EA) molekuly AB byla kladnd. EA defimmjeme
jako energii goti’*e'bnou pro pribsh ddje opa&ného reskci 7.1‘)sé

Tento d3j vyi d¥eny rovanici (7.2) nazfvéme ionizaci (nebo t
auteionizaci).
AB™ + EA(AB) — > AB + e (7.2)

P¥ rezonandnim elektronovém zdchytu obsazuje elekirom nejniZ-
51 neobsazeny orbital molekuly AB a vznikd anion AB” Jako ex-
citovagd &dstice, pridem¥ jeji nadbytelnd emergie odpovidd
alespon hodnotd EA. Pokud tato energie vyzéFenim nebo srédZka-
mi s jinymi &dsticemi nezanikd, miZe ion AB™ s velkou pravié-
podobnosti autoionizaci (7.2) zanikat. U malych molekul je
autoionizace (7.2) velmi rychlou reakci, aviak u velkych or-
ganickfch molekul se pirebytednd energle miZe rozdélit na mno-
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ho stuphi volnosti molekuly. Nest4vé znané zpomaleni autoio-
nizace (7.2) a melekulové ionty AB "mohou byt ve spektreeh
pozorovatelné. Rezonandni sédchyt elgktropu nastdvd pifi jeho
velmi nizkych energiich (0-2 eV). Zudastauji se ho tedy pie-
vdZné tepelné elekironmy.

P¥1 energiich elektrond 2-15 eV mife byt pozorovén tzv.
disociativni reszonandni zdchyt elektronu (7.3)

AB + e~ —_— AT + B° (7.3)
P¥i emergiich elektront nad 15eV mohou negativni frag-
menty vzanikat mechanismem tvorby iontovyeh (7.5) jako

disledek vzniku excitované molekuly AB™ (7.4) a jejiho ndsled-
ného rozpadu

AB + e —5 AB" + e~ (7.4)
ABR s = idBive B (7.5)

Z nastinéné teorie vazniku negativnich iontd tedy vyply-
vd, Ze molekuldrni ionty M~+ mohou vzanikat pFevdind pii niz-
kych energiich elektroni. PFesto se setkivdme s pr¥ipady vys-
kytu &e h molekuldrnich iontd p¥i energiich elektront 70
eV. Mi¥eme se setkat i s pFipady zvysSovdni relativaf intensi-
ty molekuldrnich piki s rostouci energii primdrmich elektro-
. Tak napr. relativni intenzita molekul o piku nitro-
benzenu se p¥i zvifeni emergie elektroni z 3 eV na 20 eV zvy-
Suje 150krdt. Tento zddnlivy rozpor je véflitelny tim, Ze
reakce elekironového zdchytu (7.1) se micastinuji nikoliv pri-
mirni elekirony emitované katodou a urychlené napdtim V na
pofadovanou emergii, ale elektrony sekunddrny ey » vzniklé
pil ionizaci molekul nitrobenzemn (7.6)

CeH:NO, + & —> CGHSBOZ' 0 S N (7.6)

lgstévé tedy vyrazné zvySeni relativni intenzity molekuldr-
nich pilkil pri emergiich primdrmich elektromi, které jsou
blizké ionizadnimm gotonciélu nitrobenzenu.

ProtoZie je vytéZek nizkoene:geticky’ch sekunddrnich elek-
tronli p¥i elektronovém ndraszu s]%'n:a poétu ardfek elektro-
nl s neutrdlnimi molekulami a excitadni emergie molekuldrniho
iontu ¥ ° zdvisi nejen na energii zachyceného elektronu, ale
i na vaitfnf energii ionizovanéd molekuly, lze odekdivat znadénou
zévislost intenzity a fragmentace molekulového iontu na mnohs
parametrech pFistroje, zejména na tlaku s teplotd v iontovém
zdroji, na teplot& vstupniho systému, potencidlu extrakdni
elektrody iontového zdroje a pod. Obecnd je intengita moleku-
ldrnich gﬂn’i znacnd tehdy, kdyZ je dostatednd stabilita iontd
vznikem konjugo ch aromatickych systémi. Teoretické tvahy
o vznilku, stabilité a mechanismu fragmentace negativnich ion-
i ;l?z'm{li v r. 1975 Chvostenko a Rafikov do ndsledujicich
pravidel:

1. Zatimco kladny ndboj miZe nést kaZdy fragment, je pro

vznik negativnfho iontu nezbytnym pFedpokladem kladnd hodnota_
EA., Z tohoto diivodu nap¥. azosloude F_netvo¥i ani N~, ani N,
ionty Czﬂg nevznikaji, i kdyZ tll—(!zﬁ5 ve spektrech mohou

byt p¥itomny.
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. sté feh podminek odpovidd vddpodobnost vzni-
lam a:zaiao%itﬁatlektgﬁové afinité &4stic. Tim lze vysvétlit Sas-
t7 vyskyt halogenovych iontd, CN, 0°, HCaC™ atd.

3. Orbitdln{ symetrie dceFinych a matefskych iontd musi byt
korelovatelné, '

- Xe konkurendéni autoionizaci vliddaji fragmenty
imli’gl zgged:ch:u rychlou St&pnon renkc:;.!i‘:ad gloZitymi po-
malymi presmykovymi reakcemi. Struktura iontd a molekul je
tedy mge Xxorelovatelnd,

. k rychlé autoionizaci jsou registirovdny jen ener-
zetizglgmé :I.gtové druhy s dostatefnd dlouhou Zivotnoati

-6 ¥ chZ vanik je
10 . Tvo¥i se tedy takové ionty, na jeji
l(:ap>oti"ebisz'elk6 moZatvi eﬁr@citzﬁerﬁ: tspg&ni zakoni-

3 vznik entu poz . -
i ggisgklroadé tﬁcmg;ravidel je snadno vysvétlitelnd Fada
ddleZitych experimentdlnich poznatki:

které netvo¥i stabilni anionty molekuly, tveii

o S?"Duiner i elektrond 70 eV pouze tzv, molekulovy srot.

b) ﬁi nizgké energili elekt vanikaji Sdsto misto moleku-
14rnich iontd M ionty |[M-1]~ jako nisledek kladné EA ‘éné
Stépeni vazeb C-H, resp. O-H, kterd je energeticky nédroéné.

¢) Je-1i molekuldrni ion M * stabilni, molekulovy rot se "
netvoi{ a fragmentace, pokud nastdvd, je s turné speci-
fick4.

Zetnost molekuldrnich iontd lze zyySovat zménou
téch %ﬁ:gﬁ?ﬁm paremetrf, kterd vedou ke zvySeni koncen-
trace termdlnich elektronfis sniZfenim energie pﬂn&rm’.zl:o elek-
trond, snifenfm potencidlu extrakini elektrody iontov zdro-
je, zvySenim tlazu v iontovém zdroji. L

Tyto predstavy vedly Manfreda von Ardemncho k msm
argonu jako pomocného glylm p¥i tlaku 1 Pa k zvys vZ;
nizkoenergetickych elektrond ndsledkem srdiek
elektroni s jeho molekulami. ZvySeni tlaku v iontovém zdroji
viiak vedlo k reakcim ion-molekula, kieré Manfred von Ardemne
zadal systematicky studovat a poloZil tak modexrni me-
tody tzv. chemické ionizace za vsniku negativnie iontd (WICI),
Sasto téf nesprdvnd nazyvané jako negativmi chemickd ionizace
(¥CI). Ionizaci chi totiZ jako proces vedouci ke zvyim‘;::.
pozitivniho ndboje ddstice nebo ke snifeni néboje zdpo: By
Bowie definuje NICI jako ientovdé molekulovou reakei, ve kte
vystupuje analyzo 14tka jako Brgnstedova kyselina a a.n:l.gn
reakiniho plynu jake base. Anionty, které vatu i do takgvi
reakce 1ze na zdkladd jejich bazicity seFadit do nédpgledujic
Pady, kterd odrdZi jejiech reaktivitus:

H->mi§ > O0H™ '>GH3O-> IGOHE>F->CHBS"> Gr70'ﬂ3000"> c1”

. 7 akin{
{akévéin{ bazickych eniontd se p¥i NICI jako re
plyny?:gk:ysponﬁvaji specidln{ plyny, jeko dichlordifluor-
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metan, trifluormetan, tetrafluormetan, fluorocdusik, kyslik a
dalsi, Pro ziskéni reaktivnich hydroxylovyech anientld je pou-
iivéne sms kyslidniku dusného e methanu, Hydroxylové ionty
se tvori podle schematu:

N0 + " — N, + 0~ (7.T)

0 + ca,f——-a’ OH™ + 055 (7.8)

Presto jmou viak pro NICI poufivény stejné plyny jako pro
ionizeci pozitivai, napf. methan a isobutan, tedy p%%?z, které
b

nemsji piedpoklaedy pro tvorbu negativnich iontd a p:

reske{ ion-molekula, jak definice NICI vyZaduje. Negativani ion-

ty obecnd p¥i chemicksd ionizaci vznikaji tedy nejen v disledku
roakei lon-molekula (7.12) a% (7.15), ale i v disledku reakei
elekironového zdchytu, (7.9) a% (7.11), o kteryoh byla Fed
vyse.

AB + e —— AR (7.9)
AB + @ —> A& + B (7.10)
AB ponke o a L tem A0 asoBl T el (7.11)
ABH " XS AR+ HE (7.12)
AB + X" ——— AR + X (7.13)
0 G e o s A B 2 o (7.14)
ABHX™ ~——3> AB” + HX (7.15)

P¥i bombardovini molekul methanu nebo isobutanu primdr-
nfmi elektrony vznikd vidy znadné mnoZstvi nizkoenergetickych
selunddrnich elektront, které mohou vstupovat do reakei (7.9)
a¥ (7.11). DiileZitd role navie pat¥i vidy piitomnym nedisto-
tém v reakdnim plynu, v nosném plynu p¥i GC/MS analyze a rezi-
duim nedistot v iontovém zdroji. Tyto nedistoty mohou tvorit
reaktivni bazické anionty schopné vstupovat do reakei (7.12)
az (7.15) s molekulami anslyzovend litky. Témlito ionty jsou
nap¥. anionty kysliku, chloru & dalSich halogemi. Tak nap¥.

v NICI spektrech &istého methanu &éi isobutanu jsou zpravidla
jako jediné piky pritomny m/z 35, 37, 79, 81, 127, tvorené
halogeny % "pozadi", %j. téZko odstranitelnych neéistot adsor-
bovanyeh nebo chemisorbovanych v ionizadni komirce a jejim
okoli., NICI s poufitim methanu jako reekiniho plymu zaujimd
dtle?ité misto, Sasto byva ozmadovdna jako EA NCI (Eleciron
Attachment Negative Chemical Ionization).

Vzhledem k tomu, e vznik negativnich iontd pFfi chemické
jonizaci je disledkem paralelniho pribshu reakci (7.9) aZ
(7.15), mohou vznikat z analyzované 14t rdzné iontové druhy.
Holekuldrni ionty ¥ vznikaji reakcemi 7.9) a (7.13) v téch
pripadech, kdy je molekuldrni anion mesomernd stabilizovdn
ivorbou sromatického systému, jako napF. u aromatickych nitro-
glou§enin, chinonl, kondensovenych aromatickfeh systémi a pod.

astymi jsou [M-1]~ ionty jako produkty reakei (7.10), (7.12)
a (7.15), [¥+Cl]~ jako produkt reakce 17.14). ¥ nékterjon pri-

padech mohou vznikat tézZ [M+EL', Qestliie H™ jeko silny nukleo-

filni reagent vstupuje do reakce 7.14). Interpretace hmot-
nosti iontt v molekulové oblasti hmot tedy vyZaduje zvySenou
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opatrnost a ne vidy poskytuje NICIL jednoznadné informace o
molekulovyech hmotnestech anslyzovenyceh litek. Citlivest WICI
je pro jednotlivé typy ldtek = aind rozdilnd v zdvislosti na
velikeati jejich elektromové afinity. Nékteré chlorované di-
benzodioxiny jsou pii FICI aZ 1000krdl citlivejsi nei p¥i
pozitivn{ chemické iomizaci nebo pri ionizaci elektronovym
nérazem. Metoda NICL se tak stala vyznamncu metodou pFi kvan-
titativoim stenoveni mmohjch sloulenin. I ¥ pripadech, kdy
iontovy vytéZek je mensi ve srovnini s PICI nebo EI ionizac-
nich metoddch, lze docilit pomoci NICI vzhledem k jeji se=-
lektiviid podstatné niZdich mezi stenovitelnesti.

Podobnd jsko p¥i chemické iomizaci nachdzi metoda hmot-
nostni spektrometrie negativnich iontl znadné uplatnéni pFi
desorpdnich iomizednich technikdch DCI, 1D (laserovd desorpce),

sTMsS, 292¢e PD a zejméns pFi ionizsci fychlymi atomy (FAB),
Nap¥. charakteristické jednoduché qtépeni negativaich iontd
peptidl, které postupuje do koncové karboxylové skupiny,
wmoZnuje s pouzitim ionizece FAR snadnou gekvendéni analyzu.
RovngZ desorpci polem (FD) lze zisket spekira negativnich
jonti. Je viak treba pourit specidlnich polymernich nosidi.
zpravidla na bdzi polyethylenoxidu. V neposledni Fedd i pil
termosprayové ionizeci ¥ primém spojeni LC/MS poskytuji gpek-
tra negativmich imntd ddlezii{é informace. Mechanismus vzniku
negativnich iomtd u desorpénich technik viek vyZaduje mnohem
systemati&tdjsi studium nei dosud. .

Emotnostni spektrometrii megativnich iontd v organicke
analfyze lze dnes povaZovat za rutinnd metodu. Modifikace pFi-
strojd pro snimdni sgekter negativanich iontd je zcela jedno-
duchd & prakticky kezdy vyrohce ji nabizi Qué jeko dodateiné
prisludenstvi nebo jiZ v zdkladnim vybaveni,
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8. Sektorové hmotnostné spektrometre, pristroje s dvojitou
i‘qkuséciou, vysoké rozliSenie, detekcia metastabilnych
onov

8.1 ©Sektorové hmotnostné spektrometre

Iény réznych hmotnosti a ndbojov, ktoré vznﬁkli v idno-
vom zdrojj hmoinostného spektrometira, sa v jeho daldej casti
delia podla m/z.e. Tdto Cas pristreja sa nazyva analyzdtor.
Jednym z najdastejiie pouZivanych analyzdtorov je klasioky
magneticky gnalyzdtor - magneticky sektor. Do tohoto priesto-
™ vletia iony rychlosfou v s hmotnostou m a ndbojom z.e .
Rychlost v a tym aj potrebnd kinetickd energju ziskajd iony
preletom cez uryehlujice elektrické pole s napatim U edte

v ionovom zdreji:

Z.e.,U = % n. v (8.1)

¥ = ”2.2.e.U (8.2)
m

U&inkom dostredivej sily magnetického pola, ktord je v rovno-
véhe s odtredivou silou, sa pohyb ionov v magnetickom poli
zakrivuje do kruhovej drédhy s urditym polomerom zakrivenia r :

B.VeZ.e = el (8.3)
r
kde: B - indukcia magnetického pola
7 rovaic (8.1) a (8.3) ziskame vzlah:

& 5 B
b = o mmmmm (8.4)
Z.e 2U
5 5 n U . (
Tr = @ Sm——" ‘-E Bas
z.e B )

f{o znemend, ’Ee iény s_rovnakym ndbojom, ale s roznymi hmotnos-
ami sa budd pohybova% po kruhovych drdhach s réznym polomerom
zakrivenia.

Zmenu polomeru zakrivenia r v zdvislosti od rozdielu
hmotnosti @m dvoch druhov ionov dostaneme diferencidciou rov-
nice (8.5): :

Ar 1 A m
—— g e, — (8.6)
r 2 m

Okrem uvedeného deliaceho tdinku md magnetické pole na diver-

vei zvazok lddov aj fokusadny dinok podobne ako v_optike
ZoSovka spojky na svetelny zvazok 1idov. To znamend, %e iony
roynakej lmotnosti a néboja, vychddzajiceho z jedného bedu s
uréitou malou div_e_igencion « , sa po prelete magnetickym po-
Yom sdstredujd opat do jednoho bedu (obr. 20).
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Jednotlivé druhy idnov r8znych hmotnosti sd preletom cez mag-
pnetické pole fokusované do urditych bodov. MnoZina tychto bo-

dov vy tzv. obrazovi (fokusaimi) krivim. Na centrdlnu
drédhu s polomerom gakrivenia r moZno na detekimi Strbinu
privddzat iony s 0 pomerom m/z.e menenim hodnét B

alebo U (pomeru B</U). Na pristroji s magnetickym rozyojom
spektra ziskame otnostgé spektrum tak, Ze budeme s uriiiou
zvolenou rychlostou menit indukeiu etického pola, pricom
jednotlivé druhy 'ﬁnov budd prechddzat detekinou Strbinou v
uréitom poradi podla m/z.e (obr. 20). Kolmi vzdialenos
dvoch susgdnyeh blizko dopadajicich ludov (stredov obrazov)
g hmotnostami m a (m + A m) nazyvame disperziou magnetic-
kého sektoru D : Ar

D=Kn—-— (8-7)
Ir

kde K je disperzny koeficient R

Podobne na iony rovnakyech hmotnosti, ale roznych kinetics
kjch energii, posobl magnetické pole tak, Ze sa budd pohybovat
o dréhach s roznym polgmerom zakrivenia. Diferencidciou rov-
nice (8.5) dostaneme vztah:

AT 1 AU

r 2 U

(8.8)

Sektor magnetického pola uSinkuje teda na 1i8 ionov rovmakej
hmotnosti, ale s réznou kinetickou gnergiou podobne ako hra-
nol na elektromagnetické Ziare: roznych frekvencii. MnoZi-
na fokusadnych bodov vytvdra m ursitd fokusgdnd krivku.

V praxi sa nadto v dbsle divergencie iomového lica
vytvira v priestore fokusaine] krivky uréité "rozostrenie®

A b
Ab = k.r. o 2 (8.9)

Hovorime, Ze fokusdcia je nedokonald.

Z toho ie zrejmé, %e rozliSovacia schopnost okrem dis-
erzie zévisi aj na Sirke obrazu a na jeho ostrosti. Ak ozna-
gﬁna Z{rku obrazu s = 8, + A3 , kde s, je Birka vystupnej

Strbiny z idnového zdroja a As celkové rozdirenie, spdso-
bené nehomogeni{ou h.netickti egergie ionov, neatabilitou
magnetického pola a nedokonalogton fokusicie, musime ouzil
detekiné 5trbiny o Sirke 8, £ (s + As ). Fa 1iplné odde-

lenie 16no¥§ch 163ov s hmotnostemi m & (m $Am) musi byl
vzdialenost okrajov ich obrazov aspon takd ve ako je 8ir-
ka detekdnej strbiny.

RozliSovacia schopnost R sa obyykle defipuje ako ma-
ximd1lna tnost icnov, ktoré edte moZino oddelit od ionov
s hmotnostou o jednotku vySSow. Spravidla sa R yddva pro
10%-n§ prekryv medzi dvomi rovneko intenzivnymi ionovymi
signdlmi: %

10% Am
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8.2 Dvojitd fokusdcia

RozliZovaciu schopnost moZno zvydovat zvadlovanim polo-
meru zakrivenia centrdinej dréhy r , ktory je konstrukcne
dany pre kaZdy sektor magneiického analyzdtora, alebo zuZo-
venim vystupnej Strbiny z ionového zdroja. Hodnoty R,gq2> 2000

u? nie ie G%elné dosahoval tymto spdsobom, pretoZe sa t{eba
vyrovanat s nehomogenitou kinetickej emergie ionov, © i3 ta-
jlcich priestor ionizdcie. Problém sa vyriedi kombinaciou

etického gektoru s elekgriclq?m gektorom (el.radidlnym
polom), ktory sa umiesti bud pred magneticky sektor (kla-
sické usporiadanie) alebo za neho (tzv. obrdteni geometria).

Pre pohybujfice sa iony v radidlnom elektrickom poli po
centrdlnej drdhe (hladine nulového potencidlu) s polomerom
zakrivenia T platis

. v 2u
Ty = = e— (8.11)
Z.e.F F

kde F je sila hiola v elektrickom sektoxe,

. U je urychlujice napatie ionov v lonovom zdroji.
Iény, ktoré majdi indi rychlost ako je uvedené v rovniei (8.11)
alebo iny smer vstupu, budd sa pohyboval po drdhach s inym
polomerom zakrivenie. Na obr. 21 su zndzormené iba dve okra-
jové divergujiceho_ionového lida s dvomi energiami
e(U = ATU). Mo¥no povedal, Ze elektrické radidlne pole udin-
kuje na vstupujici ld8 s urditou obmezenou divergencigu po-
dobne ako magnetické pole, teda ako SoSovka spojky. Iony s
rdznou kinetickou energiou e(U t AU) sa budi pohybovat po
r8znych dréhach a po prelete radidlnym el. polom budi foku-
gované na roznych miestach. To znamend, Ze iony vstupujd do
magnetického pola rozdelené a fokusované podla energie tak,
%e magneticky sektor fokusuje iony s rovnakou hmotnostou aj
vtedy, ak ich energia je do istej miery rozdielna. Hovorime
o dvojitej fokusdeii.

Pozndme dva zdkladné klasické konstrukdné systémy dvoji-
tej folusdcim. Prvim je princip Mattaucha a Herzoga, ktory
umo¥nuje dvojiti fokusdciu sidasnme pye Siroky rozsah hmotnosti
v jednej rovine, a preto moZno pouZit pre zdznam fotograficki
dosku. Druhym je princip Njera a Johngona (obr. 21). Tento
systém md vy35iu svetelnost, ale umoinuje dvojitd fokusdciu
len pre centrdlnu dréhu v priese¥niku kriviek (ploch) rych-
lostnej a smerovej fokusdcie.

Klasickf postup merania exaktnych hmotnosti na pristro-
joch dvojite] fokusdcie s el. detekcilou je tzv. sposob "peak
matching® - sp350¥ porovrdvania hmotnosti. Ak mdme dva iono-

o

vé liCe s hmotnostou m, & m=m + Am , ktoré sa maji

pghybova’f v megnetickom poli s rovmekym polomerom zekrivenia,
moZeme napisat:

= k o (8.12
A )

kde E; resp. E 84 vkladané napatia na platne elektrostatic-
kého analyzdtora
U, resp. U si n:ryc ovacie napatia, ktoré sa periodicky
menia
Ak sa piky na obrazovkeesciloskopu presne kryji, odéitdme po-
mer hodndt Uolﬂ na tzv. dekdde prisiroja a pri zndmej pres-

nej hmotnosti porovmdvacieho Standardu m, moZeme vypo&ital

hledani exgktmi hmotnost m . Z presnej hmotnosti mdZeme po-
tom odvodil elementdrne zloZenie ionu. Na jednoznainé stano-
venie elementdrneho zloZenia poirebujeme v danom pripade do-
gtatodne vysoki rozliSovaciu schopnost. Napr. idny 0635{3*

a [0611500]" majd presné hmotnosti 105,0452 a 105,0340. Na

ich dokonalé rozliSenie potrebujeme rozlifSovaciu schopnosi
R=n/A m = 105/(105,0452 - 105,0340)=<¢ 9000. Hovorime, Ze
ide o rozliSenie dubletu §,-CO ( & m = 0,0112) pri hmot-

nostom &isle 105. Presnost stanovenia exaktnej hmotnosti vy-
jedrujeme obvykle v ppm. Pri automatickom spracovani ddajov
poditadom sa ziska tzv. "elementdrna mapa”.

8.3 Metastabilné idny

, _V hmotngstnej spektrometrii oznadujeme metastabilnymi
iénmi také iony, ktoré sa sdagti rozkladaji eSte v _ionovom
zdroji a slasti po opusteni ionového zdroja pocas letu na
detektor. Ich stredny &as Zivotnosti t je pribliZne v roz-

medzi 10~4%s >t >1079%, )

Popisme si takyto roz?ad metastabilného ionu m‘{ v tzv.
"druhej oblasti bez pola” (pozri obr. 21) eSte pred ana-
lyzou v magnetickom sektore:

m—> m + my
(v angl. literatyre sa mf]' oznatuje ake "Precursor™ a m; ion
eko "Daughter" ion).

Ak takyto rozpad prebieha bez akejkolvek konverzie excitadne]
energie na kineticki energlu, pokraduje fragmentovy ion m§ v
lete s tou istou rychlostou v o povodny ién ml a tiei
tym istym smerom. Rovnakd rychlost v md aj fragm&nt bez né-
boja (neutrdlny dlomok) ny . To znamend, %e kinetickd energia
ionu m;’ sa po rozpade rozdeli medzi idn mg a neutrdlny dlo-
mok m; v pomere k ich hmotnostiam. Hybnost takto vznikmutého

idnu m; je ni¥5is v porovnani s tym idnom mz , ktory vznikol

e

uve%enj'm rozpadom edte v ionizadnom priestore. Jeho niZgia hyb-
nost sa potom prejavi v spektre zdanlivo niZ3ou hmotnostou
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m® , danou vziahom:

2
K ..;.. (8.13)

y y '
kde x a y Jje podet ndbojov ionu s hmotnostou m, resp. m, .
Pakyto metastabilny prechod n;' —_— n'é' + my sav spektire

prejavi malym gifdznym pikom o zddnlivej hmotnosti n® .
Pochopitelne, ak dojde k uvedenému metastabilnému precho-

du v “prve] oblasti bez pola®, nemoZno u spekirometra dvojite]

fokusacie takyto prechod detekovat len pihym scanom indukcle

magnetického poIa. Iony n; = vzniknuté v prvej oblasti bez

pola, nepre;dli totiZ cez radjidlne elektrick¢ pole, a preto je
nevyhnutné umeyne znizit napatig medzi platnami el. sektoru
E alebo zvysit uryc dce napatie v ionovom zdroji U .

, Vo vSeobecnosti moZno produkty rozgadov metastabilnych
iénov v pxvej oblastii bez pola privddzat ne detekinmi Strbinu
pomocou roznych kembinicii scanov, U, E a B/4/. Zmeny tychto
velidin z urcityoh pdvodnjch hodnét U,, E,, B; na hodnoty

U,, E,, B, moZno vyjadri¥ nasledovnymi vziahmi:

i) . 3 U ( )
P - U, > 8.14
m,
E2 m, x-1 . 4 )
t — - 1 '15
Ha
x=1
o, Wk
2 1
m,

kde X je faktor rovny nule, resp. nadobidajici kladnych alebo
zépornych integrdlnych hodndt (tab. 1).

Tabulka 2 (8.4)
i B/ 5,/3] B/3y
2 | (mp/m)® | (mp/my)’ (my/my )22 | (mp/my)®
-1 | my/my (my/my )2 m,/my (my/m, e
o | 1 my/n (my/m)2 | mp/m,
1| my/my L ‘ (my/my)" /2
2 | (my/my)? n, /m, (a4 /my) /2 1
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’

B, - po¥iatofnd indukcia magnetického pola pre prelet b i6-

1 pov, veznikmutych v iénevom zdroji (pre x = 0, 1) e

Bf - podiatosnd indukcia magnetického pola pre prelet m:|" 16~
nov (prex =0, 1, 2)

% rdznych kombindcii uvedgnych v tebulke 2 sa y praxi pouii-

vaji len niektoré. V ta e 3 je uvedeny ad scanov u

pristrojov komerfne dostupnych a z nich plymice informdcie.

Tabula 3 Prehlad metastabilnych scanov

Scan Informécia

B/E Spektrum “"daughter® iénov v 1.oblasti bez pola
E2/U | Spektrum "daughter® idmov v 1.oblasti bez pola
B /B wPrecursory” sledovaného idum

"Precursory” sledovaného iénu

Spektrum "deughter" idnov v 2.oblasti bez pola
(medzi sektormi) u pristrojov s obrétenou geome-

triou. V angl. literatire pod oznafenim:
"MIKE" gpekird - "Mass Ton Kinetic Energy"spektrd

resp. "DADI" - "Direct Analysis of Daughter Ions"

V stdasnosti sa snafime vyhmit takym sganom, pri ktorych sa
me U , pretoZe sa tym znalne ovplyvauji fokusadné charak-
teristiky ionového zdrgja a tym ajzcitlivos . Stidasné moder-
né pristroje majd najma B/E a B /E scany.
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9, Dynamické analyzdtory v hmotnostni spektrometrii

Tgv. statické analyzdtory (obvykle analyzdtory sekioro-
vého typu, které plni funkci prismatu i &olky) jsou charakte-
rizovény tim, Ze ionty zvoleného m/z jsou p¥ivedeny na cen-
trdln{ drihu kombinaci statickjch poli. V goudasné dobé maji
vyznam pro spektrometrii vysokého rozliSeni (s dvoji fokusaci)
a pro jzotopickd md¥eni (dvoupaprskové spekirometry s kompen-
gacnim mérenim proudd). U dynamickych analyzdtori %e pro dosa-
Jeni stabilni dréhy mezi zdrojem a detektorem iontld pot¥ebné
radiofrekvenini pole, nebo se rozdéleni iontld podle n/z i
z doby letu mezi zdrojem & detektorem se Sirokopdsmovym zesi-

Obr. 20 Schéma magneti " Jovadem (nap¥. 0-500 MHz). V prubshu &t desitileti bylo po=
5 - g bi ‘ikéh? analyzdtora psdno mnoho ruznych zplisobld analyzy, avsak trval§ a perspek-
1~ vhel give rbina ionového zdroja, S, - detekind Strbina tivn{ se nyni jevi t¥i typy analyzdtord: kvadrupolovy, cyklo-
neticky mlyz§%§2318r10n°veh° lica, B ~“magnetické pole (maé- tronovy (pro iontové-molekulové reakce) a analyzdtor z doby

£- fokusadnd krivka’ ~ polomer zakrivenia centrilnej drdhy, letu.

9.1 Kvadrupélové hmotnostni spekirometry g

Podstatou kvadrupdlovych analyzétori je hyperbolické ra-
diofrekventni pole (obr. 22), pro ndZ plat

(I) d’o (A x°+ Sya)

= U+ Vcosawt(A %+ dyz)’
(kde @ je potencidl), takZe na
Z4etici s jednotkovym ndbojem
ptgobi sila p¥imo Umérnd vy~
chylce od neutrdlni polohy:

ad

Pig = e & = 20d,0m
1 <
a
Py = g5 = 2edo0r

Obxr, 21

Schéma dvojitej . .
Johnsona ojitej fokusdcie podls principu Fiera a

z - ionovy zdroj, S - v¥stupnd &trbi o
5 5 ina ionov
52 - detekind Strbine, Se ~ energetickd clonsfh:( fd‘:ﬁgi'di-

vergencie ionového 1lida, E - elekirické :
tricky sektor iuce, & - elekirické radidine pole (elek-
oblest bes ooty P, magusticks pole, d - detektor, 1 - prvé

§ el iy B - e Wblast Sexpols, 3 - o,

-

U+V,coat

9.1.1 EKvadrupdlovy filtr

Kvadrupdlovy filtr r%e podstatou prevdZiné vét3iny komer-
%né vyrdbénych spektrometru (asi 70% celkovéno po&tu). Hyper-
bolické pole je obvykle aproximcvdno polem tvorenym Styrmi
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m™ , danou vzishom:
= 3 X
n = m, o ;2— (8.13)

kie x a y je poet nibojov idénu s hmotnostou m, resp. m, .
Takyto metastabilny preched m'{—-—av "E + m; sav spektre

prejavi malym difdznym pikom o zddnlivej hmotnosti n® .
Pochopitelne, ak dojde k uvedenému metastabilnému precho-
du v "prve]j olglaati bez pola", nemoZno u spektrometra dvojitej
fokusacie takyto prechod detekovat len pihym scanom indukcie
magnetického pola. Iony m; , vzniknuté v prvej oblasti bez

pola, neprejdi totiZ cez radjdlne elektrické pole, a preto je

nevyhnutné tume zn}:ﬁi napatig medzi platnemi el. sektoru
c

ujice napatie v ionovem zdroji U .

e
E alebo zvySit ury

Vo vieobecnosti mozZno produktiy rozgadov metastabilnych

iénov v pyvej oblasti bez pola privddza

pomocou roznych kombinicif scanov, U, E a B/4/. IZmeny tychto

na detekémi strbinu

velidin z itjeh pdvodnych hodnét U,, E,, B; na hodnoty
U,, E,, B, moZno vyjadri¥ nasledovnymi vztahmi:
x
m,
L - Uy (8.14)
m,
m, x-1
E, =|— . E (8.15)
m2
x-1
B 2
= | — « B (8.16)
2 1
m,

kde X je faktor rovny nule, resp. nadobidajici kladnyoh alebo

zdpornych integrdlnych hedndt (tab. 1).

Tabulka 2 (8.4)

x | Up/U E,/E, B,/B; BY/BY
2 | (my/my)? (my/m,)? (my/my )2 | (my/my)?
S| mp/my (my/m)? my/m, (my/m,)3/2
0 1 m,/m, (my/m, yhie m,/m,
1| m/m, 1 1 (my/my )"/
2 (m1/n2)2 n, /m, (i1/m2)1/2 1

S—
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”

:B.I' - poliatodnd indukcia nagnetického pola pre prelet nl:, io-
nov, vznikmutych v ionevom zdroji (pre x = 0, 1)
Bf - podiato¥nd indukcia magnetického pola pre prelet ml‘" i6-
nov (prex =0, 1, 2)
7 rdznych kombindoii uvedgnych v tabuike 2 sa y praxi pouZi-

vajd len niektoré. V ta e 3 je uvedeny p: ad scanov u
pristrojov komerdne dostupnych a z nich plymice informdcie.

Tabula 3 Prehlad metastabilnych scanov
Scan Informdcia
B/E Spektrum “daughter® idnov v 1.oblasti bez pola

E°/U | Spektrum “daughter® idnov v 1.oblasti bez poia
B°/E nprecursory” sledovaného idmu
wprecursory” sledovaného iému

Spektrum "daughter" idnov v 2.oblasti bez pola
(medzi sektormi) u pristrojov s obrdienou geome-
triou, V angl. literatire pod cznafenim:

"MIKE" spektrd - "Mass Ion Kinetic Energy"spekird
resp. "DADI"™ - "Direct Analysis of Daughter Ions"

V stfasnosti sa snaiime vyhnit takym sganom, pri ktorych sa
me: U , pretoZe sa tym znadne ovplyvauji %okusac‘iné charak-
teristiky idnového zdrgja a tym ajzcitlivos . Stdasné moder-
né pristroje maji najme B/E a B /E scany.




Obr., 20 Schéma magnetického analyzdtora

5, =~ vystupnd § onové j
1 = vyetupnd strbina ionového zdroja, S5, - énd 8
- uhol divergencie ionového lﬁéaf B magg§Z§§§2ap3{§b%:§é-

neticky analyzdtor .
f fORHBaEnéykrivkg' T - polomer zakrivenie centrdlnej drdhy,

Obr. 21 Schéma dvojitej fokusdcie podls principu Niera a

Johnsona

z - iénov§ zdroj, Si - vystupnd Strbina idn

: _zd i ovéh
szr ege;ekcga étrbingF Se -~ emergetickd clons, :&idiggi'di-
trig ’csgk%onového lida, E - elektrické radidlne pole (elek-
oy net ;ﬁié anﬂmagnetické pole, d - detektor, 1 - prvé
Aot i druhd oblast bez pols, 3 - eU,
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9, Dynamické analyzdtory v hmotnostni spektrometrii

Tzv. statické enalyzdtory (obvykle analyzdtory sekioro-
vého typu, které plni funkci prismatu i &olky) jsou charakie-
rizovény tim, Ze ionty zvoleného m/z jsou p¥ivedeny na cen-
tpdini dréhu kombinaci statickych poli. V goudasné dobé maji
vyznam pro spektrometrii vysokého rozlieni (s dvoji fokusaci)
a pro izotopickd méreni (dvoupaprskové spekirometry s kompen-
gaénim me¥enim proudd). U dynamickych analyzdtord ge pro dosa-
Jeni stabllni drdhy mezi zdrojem a detektorem ilont potTebné
radiofrekvendni pole, nebo se rozd¥leni iontd podle m/z urdi
z doby letu mezi zdrojem a detektorem se 3irokopdsmovym zesi-
lovaedem (nap¥. 0-500 MHz). V prubéhu &tyf desitileti bylo po-
psdno mnoho riznych zpisobl analyzy, avsak trvalé a perspek-
tivn{ se nyni jevi t¥i typy analyzdtori: kvedrupolovy, cyklo-
tronovy (pro iontovi-molekulové reakce) a analyzdtor z doby
letu.

9.1 Kvadrupolové hmotnostni spektrometry

Podstatou kvadrupélovych analyzdtorii je hyperbolické ra-
diofrekvendni pole (obr. 22), pro n&% plati

& =, (LA x+65°)
= U+ Vocosaot(A x2+6'y2)’

(kde @ je potencidl), takZe na
ddstici s jednotkovym ndbojem
pisobi sila p¥imo Umérnd vy-
chylce od neutrdlni polohy:

ad
F1I =-e gz = —28@0)\3!5

b =-e%§- =—26@06Y .

| —e——%

UsV,coswt

9.1.1 Kvadrupolovy filtr

Kvadrupolovy filtrrge podstatou prevdzné vétSiny komer-
Ené vyrdbénjch spektrometru (asi 70% celkového poétu). Hyper-
bolické pole je obvykle aproximovdno polem tvorenym ¢tyrmi
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rovnobdinymi tydemi kruhového prifezu o poloméru R = 1,148 r
(obr. 23).

="

p—

O—
) UeVoworwt
2&

Na elektrody propojené podle obr. 23 se vklddd napéti sloZené
zZe atejnosmgrné slo¥ky U a vysokofrekvendni st¥idavé sloZky
V,c08 @wt. PFitom plati

Obr.23

1
A= c’:-—1r- h

2r
Ionty vetupuji do filtru jako 3iroky, mirné diver ici svazek
ve sméru podélné osy s energii #4du jednotek aZ nékolikae desi-
tek eV. Pri prichodu stiidavym polem vykondvaji sloZité kmity
kolmo na podélnou osu. Pohybové rovnice (™athieuovy rovnice")

dzx - (U=+V t) 0
+ + cos Wt)x =
aw?  m? - :
d2y s (U+ 7V t) 0
+- + cog Wt)y =
a? | wr i
d-z
=0
at?

poskytuji FeSenf, podle n¥hoZ velikost 1 forma lkmitl zdvis{ na
hmotnosti iontd m 3 filtrem mohou projit jenom ionty se sta-
biln{ drashou, ostatni ionty skondi na povrchu elektrod nebo na
sténdch vakuového obalu. Hlavni obor atability je zndzornén
tzv. "stabilitnim diagramem" (obr. 24), v ndmz
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o Sel

= Jpar mr< w
4eV

x ki mr- o

Na tzv.sgkanovaci
pfimce prochdzeji
poddtkem ge gmér-
nici 0,15 leZi iom-
ty vSech hodnot m
v oboru m, az m,,

cl; §ﬂ_z kde

) 4eVO 4eV°
5 m, = M~ =
Obr.24 9 tnax 17 P, 2 ruta,

¥M3ndnim frekvence nebo lépe ménénim VO a soulasné U , aby byl

zachovdn pomér skanovaci §§imky, se dociluje rozvoje Skdly hmot
pro zdznam spektra se zvl43tni podminkou: rozliSovaci schopmost
definovand pomérem m/Am roste pfimo Umarné s m , tj. sig-
ndly maji pri linedrnim Zasovém rozveji stejnou 3ifku, stejnou
vzddlencst a maji analoglcky tver, coz je vyhodné pro regisira-
¢i spekter zvldst® s ufitim datovych systémiu. Svételnost filtru
je viek u nizkjeh m podstatnd vysSi neZ u vysokych m a spek-
tra zaznemenand timto zpisobem rozvoje 3kdly se 1i8i od spekter

zaznamenavanych p¥i konstentni rozlisovaci schopnosti. Je oviem ™

moZno registrovat spektra s konstantni rozliSovaci schopnosti,
nap¥. v pracovnim bodu, ktery se bliZi Spidce stabilitniho dia-
grami, tj. pri meximdlnim rozliZeni, a to Umérnym zvySovdnim

u a vV, .
0
Maximdlni rozliSovaci schopnost je urdena vztahem
RS = Dnax s L2 Vo max 1
=S . s I .
Min r z

kde L je délka kvadrupélu a V, Je kinetickd energie lontd

ve sméru podélné osy filtru, Moderni komeréni spektrometry se
této limitni hodnotd p¥iblizuji a nedinf zvlidsStnich potizl
rozlidovaci schopnost i svételnost za normdlnich pracovnich
podminek udriet. R

P¥ipominky zasluhuje, Ze kvadrupolovy filtr (na rozdil od
monopélového analyzdtoru, viz niZe) je schopen oddélovat ionty
bez ohledu na jejich poddtedni energii (pokud oviem neni jejich
rychlost tak velkd, %e by je =f pgle pri letu filitrem nesta-
&ilo "rozhoupat®). Proto se kvadrupolu uZivd napf. i v analyze
sekunddrnich iontd vznikajicich s rlznou poddtedni energii
nap¥. p¥i analyze povrchi (SIMS).

N




58

9,1.2 Monopolovy analyzdtor

en yonopolovf analyzdtor (obr. 25) mi stabilni diagram
stejny jako kvadrupolovy filtr, na rozdil od ného md schopnost
fokugovat ionty o stejné energii. Primo z konstrukce vSak vy-
plyvé, %e md podstatné niZ3i svételnost nei kvadrupcl (se std-

nami elektrod se srdZeji i mnohé ionty se stabilnimi trajekto-
riemi).

l\—.

W/ U+V,coswi

Obr.25

9.1.3 Iontovd past

®

D

BN

"Ion trap" (obr. 26) je kvadrupélovy filtr tvo¥eny hy-
perboloidnim prstencem misto jedné dvojice elektrod a dvéma

hyperboloidy misto druhé dvojice. Funkce spodivd v tom, Ze
ze Birokého souboru iontd vzniklych p¥i ionizaci (spojité
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nebo pulsni) jsou zvySovdnim =rf napéti k detekioru postupné
privddény ionty rostoucich m/z. Tento analyzdtor Wdinné déli

ty ionty, které se hromadi v blizkosti stiedu analyzdtoru. K

tomu je t¥eba mejen vhodného geometrického uspofddéni pro io-
nizujici elektrony, ale také nadbytku lehkého inertniho plynu
_ helia. Jiné plyny by mohly pFivodit nepredvidatelné reakce

megi ionty a molekulemi. Iontovd past méd proto vyznam & pou-

3iti pouze ve spojeni GC/MS = heliem jako nosnym plynem.

9.2 Iontovd cyklotronovéd rezonance, ICR

Spektrometry ICR vychdzeji z konstrukce "omegatronu”
(J.A.Hipple a spol.), jakéhosi malého cyklotronu. Ion se ¥
homogennim magnetickem poli pohybuje po Zroubovici, jejimZ

primétem do roviny kolmé na
J smér pole je kruznice o polo-

méru T , urdéeném rovnosti

Lorentzovy sily a odstfedivé

v il br. 26):
A ily (o )
MY
ﬁ‘/ | Ze,V.B = —_—
X
z Obr.272a

Jestlife kolmo na magnetické pole plisobi na ionty také vysoko-
frekvendni pole o frekvenci £ , pak pri jisté frekvenci,

Py

oznadené jako cyklotronova resonanéni frekvemce £, ,

m r.B r.B B
J z v 2J1rfc (Oc
E @ nastane rezonance; ionty
f fo jsou timto rezonanénim

polem urychlovdny & naby-
vaji rostouci energii
(obr. 27). Oscilator,kte-
r¥ energii doddvéd, lze
xonstruovat tak, Ze ab=
Obr.27Db sorpce energie a zména
impedance se projevi vy-
razné zménou hladiny vf signdlu (™margindlni ogcildtor"). Spo-
jitou zménou magnetického pole lze pii konstanini frekvenci vI
oscildtoru rozvijet kdlu m/z a zaznamenivat pritomnost ion-
t4 rozdilnych m/z (nap¥. pro O aZ 1,6 tesla, £ 0,7 MAz obor
m/z O a% 50 jednotek chem. Skdly).
RozliSovaci schopnost je neprimo Umérnd hmotnosti:

z.r.32
=

m
RS = 3w o
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kde r je maximdlni polom&r zakiiveni a Eo Jje amplituds vf 9,3 Spektrometry priletové ("Time-of-flight" spekirometry)

pole. Ionizace i hmotnostni analyza probihaji v jednom pro- Ionty o stejné energii nebo o stejném impulsu maji ry-
storu, srdZky iontl s molekulami snizuji rozliSovaci schop- J chlosti zdvislé na hodnotdch m/z . Z ndkolika typl zaFizeni
nosts proto jsou omegatrony pouZitelné pro analyzu sloZek stanovujicich rychlost iontld nabyly rostouci vyznem analyzd-
vysokého vakua. tory bez megnetického pole.

U iontové cyklotronové rezonance je prostor ionizace od- R X i
délen od prostoru analyzdtoru. Iontovy zdroj je upraven tak, Linedrni "TOF MS - Bendix
Ze na vzniklé ionty pisobi navzdjem kolmé elektrické a magne- Podstata spektrometru je zndzornéms na obr. 30
tické pole, jak je naznadeno v obr. 28.

+50V

Y

m
<

Y

om 09000 Ben

—— o=

—

g E
k = =27k
0 o (B -
Ionty jsou z ionizadni komirky po cykloiddlnich drahdch vy- 0;' |50V Oi 270\ '7
tladovény se gtfedni rychlosti . = E/B do prostoru analyzd- Obr.30

toru (napf. pro B = 1,6 tesla, E = 0,5 V/m je ;x asi 5 m/s).

—e Ionty vzniklé velmi krdtkym pulsem ionizujicich elektroni
J_ N"fd (nap¥. 0,2 ms, 500 mA) jsou s malym volitelnym zpozdénim
i krdtkym pulsem $idici mriZky vypusStény do urychlovaciho pole
a T ;' U a ge ziskanou energii postupuji analyzdtorem rychlosti v ,

E 1 i{,t takZe dréhu d proleti za dobu %
< 1/2
p 2 U o f m \
ze i m____
v=(m ) t'd!\?zeé‘j

mezi dvdma ionty rozdiluych hmoinosti je tedy diference v do-
bdch letu At = k(Y m.i% - sz,/z). Jako detektoru se obvykle

pou¥ivd magnetického ndsobile iontli spojeného se é%rﬁk?pasmcw
Obr.29 vym vf zesilovadem (0 aZ 500 MHz), takZe lze s malym zkresle-
nim registrovat dopady jednotlivych “bgllpku" iontud, cddéle-

i i % nyeh podle m/z , v Gasech od ms do nékoliks set ms . Ioni-
V analyzdtoru jsou ionty separoydny podobnd jako u omegatronu zasni pulsy se mohou opakovet & frekvenci aZ kHz., JestliZe
(obr. 29); z iomtill, které nesplauji podminku rezonance, se se synchronizuje $asova zdkladna oscilografu s impuley ionto-
znacng podil pFenese aZ k detektoru celkového iontového proudu. vého zdroje a ve svislém smdru je paprsek odchylovdn ndboji
Stejné jako u omegatronu je rozliSovaci schopnost nepfimo Umér- jednotlivych iontovich druhi, ziskd se staciondrni obraz hmot-
nd hmotnosti iontu. Drdhy iontd i doby setrw: iontu v analy- nostniho spektra, v némz lze sledovat rychle probihajici zmény.
zdtoru jsou velké, ionty podléhaji iontové molekulovym reakcim. ’
Studium reakci ion-molekula, 2zv143t& mechanismi reakei a rovno-
vdh, zlstane asi nejdileZitéjsi doménou spektrometrdi ICR.

X
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Je zv148t% vyjhodny pro sledovéni zmén pod 10 y

;2§%n§ jiné velmi rychlé reakce v plynzch, plzzmgzzbzg. . %g:

g g i P g ol iy

o . Seni

gmezeqo nestejnou energii iontd, které 5333 3yt§§§$§3§n212§-

n:%;gymtpolem a mohﬁu mit i_vlastni poddtedni energii. Tuto

r:fle:: ickou chybu" odstranuje TOF spektrometr s iontovym
orem (B.A.Mamyrin a sp., 1973). Shluky iontd postupuji

proti elektrostatickému

i zrcadlu v takovém geometric-
= 1r kém gggoi-éda‘ni, aby u iontu
8 vy33i energii se zkrdceni
doby letu pravé kompensovalo
rodloufenim drdhy letu
obr, 31). Tohoto principu
se uzivd i v komercnd vy-
ribénych spektrometrech
pro specidln{ tcely.

Yoo id

‘

Obr. 31

Zvlédtniho vyznemu nabyvd TOF s i Y
1 pektrometr s ion -

i%;ktqrem ve spojeni s pu%snim IR laserem pro vyp;fotzgzmmzio
he a}ych a labilnich slouenin do usmdrnéného proudu chladici-
dg pdyguéa ve spojeni & laserovou fotoionizaci. Je velmi prav-
vggo gln ) Ze analyzdtorim tohoto typu, které uZivaji lasero-
kl’dpt Sgl techniku, patri uz blizkd budoucnost; lze pFedpo-

ddat, Ze se pomdrné snadno zvysi rozlidovaci schopnost i Ze
se vyuzije viech mo¥nosti, které poskytuje fotoionizace.
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10. FKombinace plynové chromatografie & nékterych dael8ich
chromatografickych metod 8 hmotnostni spektrometrii

10,1 Kombinace plynovd chromatografie - hmotnostni
spektrometrie (GC/MS)

Emotnostni spekirometrie (MS) a plynovéd chromatogra-
£ie (GC) se od poddtku padesdtych let vyvijely zpoddtku nezd-
visle, ale jiZ v r. 1957 J.C.Holmes a F.A.Morrell udinili prv-
ni pokus o jejich gpojeni. Vedla je k tomu ¥ada nékterych spo-
lednych ryst obou téchio metod, predevSim pak geparadni schop-
nost GC s schopnost MS charekterizovat Sisté sloudeniny. Dal-
$imi vzdjemné vyhodnymi rysy obou metod jsou

(i) srovnatelné ndroky na mno¥stvi vzorku a s tim
souvigejici citlivost a dynemicky rozsah,

(1i) schopnost MS poskytovat spektra viech ldtek,
které jsou analyzovatelné GC (maji dostatednou tenzi par pri
teplotach az do 400°C),

(1ii) dostatednd rychlost sniméni spekter MS srovna-
telnd s asovou 3ifkou eludni zony &

(iv) kompatibilita obou metod pro primé spojeni s
vipodetnimi systémy.

Citlivost a dznamiekj rozsah obou metod zaznamenaly
viznamny pokrok. Jeliko? hmotnostni spektrometr jako detektor
byl vidy dostatednd citlivy, celkovd citlivost GC/MS kombina-
ce vyjéd¥end pomdrem signdlu k Sumu S/N zévisela hlavné na
Grovni GC. Vjyrazné se zvysila zevedenim kepildrnich kolon 8
novymi typy f£dzi s velmi nizkou tenzi par, xterd sniZuje cel-
kovou troven chemického Sumi. Nejperspektivndjsi v tomto gmé-
wu jsou £éze vdzané na kiemenné kolony chemicky.

Rovnéz z hlediska analyzovatelnosti ldtek (tenze par)
byla a je pro kombinaci GO/MS limitujicim 8linkem GC. Jinak
je tomm viak Vv rychlogti zaznamu MS spekter. Tento oZadavek
si brzy po zavedeni GC/MS vynutil prednostni pouZiv i kvadru-
polovych analyzdtori. Magnetické analyzdtory tuto podminku
uspokojivé ap{nuji a% od zavedeni laminovanych magneti. Nut-
nost zaznemendvat spekira s velkou rychlosti omezuje i rak-
ticky pouZitelnou rozlisovaci schopnost na maxim. 5000 (10%).

7&sadni problém pro Fedeni GC/MS napojeni predstavo-
val tlakovy spdd mezi viﬁtupem GC kolony s vstupem M5, ktery
dosahuje 7 i vice Fddl. eSeni tohoto problému z hlediska teo-
retického i prakti%kéhn predstavovalo svého gasu samostatny
obor vyzkumu, nebot musely bgt splnény poZadavky coO nejmensi-
ho ovlivnéni jak separaini U innosti GC, tak pracovaniho rezii-
ma MS.

Velikost tlakového spddu neni pro Fefeni problému
ani tak podstatnd, Jjake rozdily v mnoZstvi plynu potiebného
pro optimdlni da%1{ci schopnost kolony GC s mnozstvim plynu,
které stadi vekuovy systém MS odSerpat pri zachovani prijatel-
ného pracovniho tlaku v jontovém zdroji MS. Z hlediske tohoto
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igazk?‘sg g%k fgéagi spejeni kepildrnich vyscceidinnyeh
;jﬂ'gf”@‘P?ym zdrojem cerpanym vykonnym systémem ukdzalo
?§ﬁiajggg§u mnohem méné ndrodéné neZ pivodni napojeni kolo
&nych s riznymi obohacovadi. 3 -

12 P I | Gf’/%’{s spoieni 1 -
5 pojeni prostrednictvim ™ ritord £
plynu”. = separdto nosného

2 e kG g

»%gpgl gepargtqru nosného plynu bylo vénovdno znadnd

. @§§§ geiggarygh 8 sedmdesdtych let. Jejich cilem je

*mﬁiv‘giqm??ZEtv% 1dtky Xk mnozstvi nosného plymu a cel-
;Kiziq._g*ateg vstupujicich do MS pFizpisobit pracovni-
e Separétory jsou uréeny pro napcjeni plndnych ko-
gf%Eu%y nosného plynu od 20 ml/min vySe. Byl vyvimut
;?Egﬁ“%%Eu?n?Js%ﬁ% typl separdtori, kiteré lze na z4-

yzikalnich principi separace rozd&lit do t¥{ kategorii:

separace na principu pi i 3 '

ra §§r§ neg@ ga?ggosggioiiuz?vngbc difuze nosnéhe

ool b b 4 I m (Stérbinou) do prosto-

separace na principu pFednosini difu

>par: ! : Ze VZo -

olymerni membrdnou ?silikonoveu) A
separace na principu supersonicks f

_ eps na pri = ckeé frakcionace molekul o

gggnuLgd molekul vzorku pe priichedu tryskou do prostzgg

n ﬂg;tiagu (separdtory tryskové).

:L;fkggﬁzzazornuggﬂ:ﬁaz&ktexizovéna Jjednak jejich obo-

m faktorem E a je jejich vyt&Znosti g 8%
ins %cinnost}. B vyt&Znoatd Y (nékdy té%

covaci faktor E je definovdn jak 2

Jpagen by 4 1 0 pomer koncentra

, agﬁhfg‘?%Jnu za separdtorem pfi vstupu do MS a koncg:-

pred separatorem pri vystupu z GC

E = /
v 3 ief % cES/cGC.
! je definovdna jako pomér mnoZ i 14
b 48i1novon o stvi létky v {=
¥S k mnozstvi 1ldtky pred separétoremi ol

T = (Qug/Qqg) . 100 [4%]

;;.4

Je-1i Vo objemovy pritok mosného plynu p¥ed sepaeritorem a Yy
objemovy pritok plymu vetupujici vyjddEi S
mezi obohacenim a v?téénesiisroéggcgo ¥os d8e Yyjadrlt vstan
v
S ¢ ac
BTl - g

U AR e .
4z yjérziﬁgdﬁlfnrtgpg a konstrukci separdtori nachdzeji

U R840 zuk#;&:nfnl pouze Gohlkeho separito (obr. 32)
iig?e?d“963vﬁ ;eéggklenené tryskové separgiory ah¥i-
a teplotu 200 - 250°C. Ostatni typy separdtord ji

54 o7 o Dok

gziguggagyvvgznamq’uuxogce % pougéti Gghlkeho sﬁgg;éto-
ka:41’°ﬁ?:§& ugazenan?zhiedem k stdle castéjSimu pouZi-

k pildrnic kolon & diky praktiétfjSim zplsobim napojeni
eparatoru, jekeo je nap¥. oteviené napojeni, i e
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10.7.2 Otev¥ené napojeni

Pri této technice je mnoZstvi plyni odebirané hmotiiost-
nim spekirometrem urdovidno ka ildrnim omezovadem (restrikto-
vem), jehoz vodivest je pfizpusobena pot¥ebnému pracovnimu
tlaku v iontovém zdroji. PYi pouziti plnénych kolon a otevie-
ného napojeni je hmotnostnim spektrometrem analyzovdna pouze
gdst plynu z kolony (kapildra omezovale se zavadi do vystupu
plnéné kolony), zpravidla 1/10 celkového priitoku kolonou. Ta-
kové spojeni s plnénymi kolonami mi sice ve srovnidni se sepa-
rétory nékolikandsobné nizsi vytéZnost, kterd viak s ohledem
na vyssi ndst¥iky u plnénych kolon a znadné citlivosti soudas-

foh MS neni kritickym faktorem. Oteviené napojeni v tomto
pripadd slouzi jako d¥lid (splitter).

Oteviené napojeni byvd rovndi casto pouZivdno pro kapi-
147ni kolony. V tomto p¥ipadd (obr. 33) je konec kapildrni ko-
lony umistdn t¥sné pfed vstup ka ildrnfho omezovale tak, Ze
pres oba konce kapildr je p¥evlecena sklendnd kapildra o
ynit¥nim priméru jen o midlo v3tSim neZ je vnéjsi prumér kapi-
14r kolony a omezovace. Napojeni je oplachovdno proudem helis
a tim je zamezeno p¥ipadné prisdvani vzduchu do vstupu k ion-
tovému zdroji. Pritok nosného plynu (helia) kapildrni kolonou
je moZné nastavit tak, aby odpovidal optimdlnim pracovnim pod-
minkdm dané kolony bez ohledu na priutokové poZadavky MS. v
idedinim pripadé, je-li pritok kolonou Vs, roven objemovém

pritoku do MS urienému parametry omezovade (Vyq), Jje vytéiek
100 % a obohaceni E = 1. Je=1i Voo > Vyq, je vytéZek Y £ 100%

e obohaceni E = 13 oteviené spojegivgracuje jako d8lid. Je-1i
Voo < Vyss nastdvad ve spojeni zredovani heliem, vytéZek

Y = 100 %, aviak obohaceni E < 1.
10413 P¥{mé spojeni

Krom$ otevieného spojeni se v pFipadé kapildrnich kolon
pou¥ivad spojeni p¥imé (obr. 34), kdy konec kapildrni kolony
je primo zaveden do iontového zdroje MS a udsti v bezprostied-
ni blizkosti proudu elektrond, Je to nejjednodussi zpisob
GC/MS spojeni, ktery pouze vyZaduje, aby Serpaci schopnost
vakuového systému MS byla dostateénd pro zajistsni pracovniho
tlaku v iontovém zdroji.

Jako nosny plyn se p¥i GC/MS spojeni uzivd zdsadné he-
lium i kdyZz leckdy z ddvodu spise historickych. Plvodné bylo
t¥eba, aby nosny plyn splnoval dva poradavky: aby mél velky
difuzni koeficient a vysoky ionizaéni potencidl (> 20 evg.
Velky difuzni koeficient plyni je nutny pro viechny druhy
separdtori s vyjimkou separdtoru membrdnovych. PoZzadavky na
ionizadni potencidl v&tSi neZ 20 eV souvigely s puvodnimi
konstrukcemi, kdy chromatograficky zdznam byl ziskdvdn mé-
Yenim celkového iontového proudu pri energii elektronl
20 oV tak, aby viechny orggnické ldtky byly elektronovym
nirazem ionizovdny a zaroven aby se zmeny tlaku nosného ply-
nu na zéznamu celkového iontového proudu neprojevoval¥ (po-

,

¥adavek, aby molekuly nosného plynu ionizovdny nebyly
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U soudasnych GC/MS systémi, kde vybér iontd pro celkovy
iontovy proud [chromatograficky zdznam) je volitelny podita-
dem, vysoky ionizadni potencidl nosného plynu neni nutny. Vy-
hoda helia tedy spodivd pPredevSim v jeho vysokém difuznim koe-
ficientu.

RovnéZ p¥i GO/MS s chemickou ionizaci (CI) se prevdZnd
pouzivd jeko nosny plyn helium a reakéni plyn (methan, isobu-
tan, &pavek) je do ioniza®ni komirky privadén nezdvislym pri-
vodem, i kdyZ plvodn& byl jako nosny plyn a soudasnd reakdéni
plyn methan pouZivédn,

GC/MS kombinace pat¥i dnes ke standardnimu vybaveni prak-
ticky vSech kvadrupolovych a sektorovych p¥istroju urdenych
pro orgenickou analyzu. V posledni dobd byl vyfeden i problém
kombinace GC s MS na principu iontové cyklotronové resonance
(ICR) s Fourierovou transformaci (GC~-PTMS), ktexry spoivd v
nutnosti zachovdni vysokého vakua v MS E4sti systému. Problém
se Feii dvéma zplsoby: je pouZito dvojité cely uwvmit¥ pole
supravodivého magnetu, kdy jedna &dst slouZi k iomizaci a dru-
hd - odddlend - jako analyzdtor, nebo je pouZito extermiho
iontového zdroje, z ndhoZ jsou ionty bez predchozi selekce pii-

" vddény do ICR cely.

10.2 Superkritickd fluidni chromatografie kombinovend s
hmotnostni spektrometrii (SFC/MS)

SFC wd nékteré vlasgtnosti plynové a kapalinové chromato-
grafie goudasné. Mobilni fdze je superkritickym fluidem, jehoZ
hustota se bliZi vice kapaliné neZ plynu, z hlediska viskozity
2;°§B%§vv§:§ plygem.lpéllgi g;&opgost je tedy podstatné vice

obné 0 u kapalinové chromato ie) oviivnéna v -
nogtmi mobilni fézg. o gy

Spojeni SFC/MS bylo vyvinuto teprve neddvno a i kdyZz je
podobné GC/MS spojeni, musi byt pFi ném vyhovéno Fadd speci-
fickych poZadavkil. Tlakovy spdd je znadné vy3§i nei pri bei-
nim GC/MS spojeni. Superkritické podminky musi byt udrioviny
na kaloné.az do poslednich okamZikd p¥ed p¥echodem od vyso-
kych tlaki k vakuu iontového zdroje. Z t3chto dlivodd se pii-
1i8 neosv8déily pivodni omezovade v podobé clonky s jemnym
otvorem (1__um). V soudasné dob& jsou pouiivdny omezovade ka-
pildrni buﬁ’s kapildrou kovovou (Pt nebo Pt/1r§, jejiZ konec
Je deformovén, nebo s k¥emennou kapildrou s koncem vyitaZenym
na vuitind primér 2 - 10 um. Aby pfi_expansi nedochdzelo k
podchlazovani a rovnéZ z divodd rozruSovini vznikajicich aso-

cidtd ndsledkem solvatace, musi byt omezovad zah¥ivdn na tep-
lotu 200 - 4500 C. : 2 fe &

6T

10.3 Kombinace tenkovrstvé chromatografie a hmotnostni
spektrometrie (TLC/MS)

NejbdZn&jsi a nejgednoduééi’spojegi téchto technik je
off-line. Vyuzivd se tF{ zdkladnich moZnosti: o
1) Sorbent s TIC skvrmou se seskrabe a anglyzuje v pylé
mym vstupem obdobné jako pevmé vzorky. Pres zdénlivou jed-
noduchost je zdsadni nevjhodou tohoto zpisobu omezenid tepel-
né desorpce ldtek ze suchych sorbentil. Sorbgvané ldtky sgmél
vetdinou driv tepelné rozklddaji. Nékteré 1ldtky se zaongc -
nfho tleku nedaji ze silikagelu desorbovat ani pri 60 I .
Pokud vzorek poskytuje spekirum, jednd se o spekirum mahotpo-
14rnich sloek, zpravidla nedistot. Jednou z veriant tohoto
postupu je pFevedeni separované ldtky na desce na baievgg a
tepelnd labilni § -komplex, ktery pg1 zahtdti v ion o:
zdroji disociuje na pivedni sloZky. Casto lze pozorova IY: X
spektrech interference 2z pojivavgorpcnlhovmgter1alu, z late
zachycenych na sorbenfu z ovzdusdi, rozpoustédel ap. _
2) Litka se po sedkrdbdni sorbentu extrahuje vhodnym rgipgu
Ztddlem a po odpeieni se analyzuje primym vstupem, Hng otou
je pracnost, zdlouhavost a ingerfereng:vgigpovych nedisto

ntrovanych p¥i odpafeni rozpoustedla.

ggkgggeziskén?yspeatra ag pouzivd specidlnich M3 technig.ik
BExtrakt ze skvrny se nap¥. elekt;oatatickgsganeae na %1 niko=-
vou folii a analyzuje za pomoci ionizace Cf PD, ne gi:g
gpektrum ziskdvd pfimo z desky technikou SIMS. Pri p;uz bll’
techniky FAB se teré sondy, na ktery se vkl4d4 vzoig ,ko ali
prouzkem dvoustranné lepici pasky a ;1§iskne na E 8 vrg&.
K pFilepenému sorbentu s latkou se pridd 1 - 2 éu tr02p3usb
t&dla & 2 - 5 Ml kapalné matrice (glycerinu). Tento zptao -
je vhodny predeviim pro 14tky s vysokou molekulovou hmotnosti.

Prvn{ pokus o primé on-line spojeni TLC/MS popsal jlﬁ'v
. 1969 Kaiser, ktery zahiival zesgo@u gkvrny na desce mak{md
kyslikovodikovym plaminkem a uvoln né létky (prevazne ronia,-
né produkty) byly undSeny proudem helia do qpektrometiu._ kne
za¥izeni pracuje s malymi TLC deskemi, které jsou mecvaqlcly
posunovény v evakuované komo¥e. Komorou prochédzi reakéni plyn
pro chemickou ionizaci, ktery unasi laserem nebo %ﬁfrazaiinlf
desorbované ldtky do jontového zdroje kvadrupoloveho spekiro
metru.
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Obr. 33. Otevrend napojeni
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11, Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostini spektro-
metrii (LC/MS)

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektro-
metrii (LC/MS) je velice atraktivnf metoda, kterd mid vSak
Uskali vyplyvajici z pracovnich podminek obou metod. Kapali-
novd chromatografie separuje slozky smési v proudu kapaliny,
zatimco hmotnostni spektrometrie separuje ionty ve vysokém
vakuu., Je-1li tedy t¥eba ob& techniky spoji}, je nutné nosné
kapaliny pred vstupem do spektrometru aspon z vétsi &4sti od-
stranit, nebo je pouzit jako media pro chemickou ionizaci.
Zafizeni, které je umisténo mezi vystupem kapalinového ghro-
matografu a vstupem do hmotnostniho spektrometru a umoZnuje
Jejich propojeni, se podobné jako u metody GC/MS oznaduje
v anglicky psané literatufe "interface’,

Technika ILC/MS je dosud ve vyvoji, protore stdle jedts
nebylo nalezeno zgfizeni, které by bylo zcels univerzdlni,
tj. které by umoZnovalo analyzu smési riznych typd organic-
kych 1ldtek za pouZiti riznych ionizadnich technik. Tato sku-
tecnost vede k tomu, Ze se stdle objevuji nové zpiisoby spo-
jeni LC/MS nebo jejich dpravy.

V ndsledujicim strudném p¥ehledu jsou uvedeny zdkladni
zpisoby spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spek-
trometrii, pifidemZ je zvySend pozornost vinovdna komerdns
vyrébénym za¥izenim a perspektivnim technikdm.

11.1 Prerudované ddvkovini

P¥i pFferufovaném ddvkovdni, jednom ze stariich zpisobd
spojeni 1G/MS (viz obr. 35), je vzorek v eluovaném rozpoustéd-
le shromaZdovén v malém rezervodru a pneumatickém ventilu 1.
Tésné pred ddvkovdnim se otevie ventil 2 k vakuu rotadni pum-
Py, ¢imZ se evakuuje ddvkovaci kapildra, na jejim# koneci Jje
zlatd gdza nebo adsorbent., Po 5 sekundch se otevie ventil 1
a vzorek je vakuem vitaZfen do smotku zlaté gdzy nebo sorbenfu.
Zde dojde k bleskovému odpafeni rozpoust&dla, které je umoZ-
néno zahifdtim na_teplotu 70 a% 125°C (teplota se voli podle
t€kavosti rozpousStddla). Jakmile je vzorek shromirdén ve zla-
té gdze nebo sorbentu, uzavie se ventil 1, otevie se ventil
vysokého vakua 3 a kapildra se vzorkem sé zasune do iontového
zdroje. Celd operace trvd 3 aZ 5 minut, takie je zFejmé, Ze
techniku nelze pouZit pro analyzu smdsi, p¥i niZ se jednotli-
vé slozky eluuji v krdtkém sledu za sebou. Uvedens matoda je
oviem pozoruhodnd tim, Ze je jednou z mdla technik, které
umoZnuji pFi spojeni LC/MS ionizaci l4tek ndrazem elektronu.
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Au gédza nebo ventil 3
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Obr. 35. Systém pferudovaného divkovani

11.2 PHimy vstup eludtu

Pouziti p¥imého vstupu eludtu (DLI ~ Direct Liquid In-
troduction) do hmotnostniho gpektro@etgu Jje metoda dosti roz-
SiYend, i kdyZ je zndma zejména v ruznych mistnich tpravdch
("home-made interface”), protoZe neni vétdinou technicky nd-
roénd. K ionizaci slouzi pFedeviim chemickd ionizace, kterd
je schopna pfijimat pFimy vstup par roztoku do iontového
zdroje pfi pritoku 5 aZ 50 ml roztoku za minutu, pricemz se
péry nosného média pouZivaji primo jako reakéni plyn, nebo se
organické ldtky ionizuji bombardovdnim rychlymi atomi (FAB -
Fast Atom Bombardment). _ b

Obecné rozezndvdme spojeni se splitrem (delléem)vngbo
bez splitru. Spojeni se splitrem se pouilvg pro konvencéni
chromatografii s pritokem kolem 1 - 2 ml/@ln a spojeni bez
splitru pro mikrochromatografii. P¥i prdci se splitrem je
moZno rozddlit tok kapaliny jiZ na vystupu zvc@romayografic—
ké kolony nebo odferpat &dst par v desolvatacni komurce
umisténé mezi chromstografickou kolonu a iontovy zdroj. De-
leni toku kapaliny je starsSi zplsob a ztrdei se pri nem cit-
livost, protoZe se vyuiivd jenom men5i Zdst eludtu, ktery
vstupuje velmi malym otvorem (primér 5 - 15 um) do iontového
zdroje (viz obr. 36). Eludt je nutno chladit veodou, aby nedo-
chdzelo k odpafovdni kapaliny u otvoru do iontového zdroje a
tim kX jeho ucpdvédni vzorkem.

prebytek
eludtu —=—3 9 =

;:éadici /ﬁ—:-‘- —
S v N7
£t L’W}WE//

Obr. 36. Piimé spojeni za pouziti splitru eludtu
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Vyhodnéj8i je vyuZit ke sniZeni mnoZstvi rozpoustédla
vatupujiciho do iontového zdroje desolvatadni komiirku p#ipo-
Jjenou na zdroj vakua, protoZe se timto zplisobem cdCerpavaji
pFredevSim pdry
rozpoudtédla (viz
obr. 37).

Pro pFimy
vstup celého mnoz-
stvi eludtu se pou-
Zivd kapildrni
spojeni, nebo se
mezi vystup chro-
matografické kolo-

J desglvataéni analyzdtor ng:ziggtgzgegg:gg
komirka desolvatadni komir-
Obr. 37. PFimé spojeni s odéerpdvdnim par ggénggséggmvpgigadé
rozpoustédla tvofena vyh¥ivanou
trubickou odd&lenou od iontového zdroje tryskou. V desolvatad-
ni komirce se rozpoust&dlo zcela odpari, ¢imZ se zajisti rov-
nomérny tok jeho par undSejicich rozptylené &dstedky vzorku
do iontového zdroje. PFi kapildrnim spojeni za ndsledného vy-
uzZiti chemické ionizace je t¥eba kapildru zah¥ivat, protoze
Jjinak dochdzi v iontovém zdroji ke znadnému kolisdni tlaku,
které je zplisobeno wvnikdnim kapidek rozpousStddla do zdroje.

Primé nevyh¥ivané kapildrni spojeni LC/NS bylo v pos-
ledni dob& pouZito pro ionizaci bombardovdnim rychlymi atomy
a je komercéné vyrdbéno pod oznalenim Continuos Flow FAB (viz
obr. 38). Eludt (vodas nebo smés voda-organické rozpoustédlo
obsahujici 5-10%
glycerinu) je

iontovy
-~ zdroj

prebytek nosné kapaliny;nosnd

t kapalina pri pritoku
| 2 - 10 mlﬁﬂin
on O k¥emennd kapildra privddén k¥emen-
izolator ¥ “ nou kapildrou do
/ [ s;iedu médéného
S 1 2~ injekéni valecku, kam do-
77 B )] i f'\&&’ﬁ b Jalitil padd svazek rych-
b - lych atomi. Sys-
PR f‘ it imich tém 1lze pouZit
médény nerezovi grafitové;injektor bez chromatogra-

védlefek  1yg t&snéni fické kolony k

prostému ddvko-
védni rozpusténé
1létky pro méreni
2 8 FAB, coZ tdajné
umoznuje provést aZ jednu analyzu za minutu a citlivost mére-
ni se zvysuje o jeden rdd.

DalSim typem primého vstupu, ktery se pouZivd vyhradné
ve spojeni s FAB, je nerezova friia, ke které je eludt o pri-
toku 0,52 pl/min privdddn kiemennou kapildrou iviz 0br.39§.

Obr. 38. Spojeni kapalinové chromatografie a
ddvkovdni roztokl s ionizaci FAB

K dosaZeni optimdlni citlivosti je t¥eba, aby eludt obsaho-_
val 15% glycerinu. Rozpoudtédlo se na povrchu frity okamzité

odpa¥i a organickd ldtka rozpudténd v glycerinu (matrice) je
potom bombardovdna rychlymi atomy.

[

i

sklenénd | k¥emennd
il >
nerezovd ] trubidka | ” kap%lara
frita E = e

i | nerezovd

- trubidka

Il

I/
I}

Obr. 39. Spojeni nerezovou fritou pro ionizaci FAB

Pneumaticky rozpraesovaed (nebulizer) pat¥i svym zpiso-
bem také k pFimym systémim spojeni ILC/MS a je zaloZen na axi-
é1lnim pFivodu tlakového plynu k vystupu chromatograficke ko-
lony (viz obr. 40). Princip rozpraSovaée spoCivd Vv rozpraseni
kapaliny na ka=-

iéky a ndsledné
Uplné desolvata-
ci. Aby se zabrd-
nilo odpafovéni
rozpoustédla ve
vystupu z chro-
matografické ko-
lony a zajistilo
rozpriddeni, je
rozprasovac chla-
zen vodou. Vistup
z rozprasovade
miZe byt pripojen
p¥imo k iontovému
zdroji pro chemic-
kou ionizaci anebo
je souddsti trys-
kového sgepardtoru
(viz GC/MS tech-
nikgz, kde se z
vétSi $4sti odstrani plyn i pdry rozpoustédla, pFipadné je za-
veden do zdroje pro chemickou ionizaci pii atmosférickém tlaku
(APCI - Atmospheric Presgure Chemical Ionization)(viz obr.41).
U této technigy lze pou#it pritok reverzni faze az do 2 ml/min.
Vetupni otvor do vysokého vakua md primér 100 pm.

chladici voda

a) kPfemennd mikrokapildrni kolona
b) polyimidovy poviak
¢) chlazeny konec rozpraSovale

Obr. 40. Rozprasovad
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¢ APCI iontovy zdroj
topeni

imgol00 kP N2} 107'pa
- (760 torrd) | (10"6%orr )

\
/Pearee

v , koronového N
a) rozprasovaci plyn vyboje 2

600V 0V
b) vyrovndvaci plyn + 6000 V¥ ¥

Obr. 41. Spojeni‘zahfivaného pneumatického rozpradovace s che-
mickou ionizaci pii atmosférickém tlaku

11.3 Termospre]

Jednou z nejpouZivanéjsich technik spojeni LC/MS je
v posledni dobé termosprej. Pri_jeho pouZiti jiZ neni treba
samostatny iontovy zdroj, protoZe kromé oddéleni rozpoustéd-
la dochdzi v ném 1 k ionizaci analyzovanych ldtek aZ tremi
soucasné probihajicimi zpusoby ionizace, a to desorpci polem,
chemickou ionizaci a ionizaci ndrazem elektronu (viz obr.42).

odparovaci trubicka

proud
IONTY;elektronl

vakuum

Obr. 42. Termospre]j
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Termosprej miZe byt charakterizevan jako #vorba nadzvukového
proudu par, které obsahuji drobné kapifky a pevné Edstice.
Nadzvukovy proud se vytvd¥i p¥i prudkém odparovdni eludtu v
kovové trubidce, pPipojené k vystupni Edsti chromato%rafické
kolony. Kovovd &dst je ohiivdna na vysokou teplotu. Uv

o ionizaci desorpei polem vychdzeji ze skutecnosti, Ze pri
poruSeni povrchu kapaliny rozst¥ikovénim nebo probubldvanim
nesou vzniklé kapidky ve statisticky vyznamném mnoZstvi elek-
tricky ndboj. U kapalin, které obsahuji dostatedné mnoZstvi
rozpusténych iontd, nese ndboj vétiina vzniklych kapidek., V
piipadd termospreje, kde se fasto pouiivd 0,1 M roztoku octa-
nu emonného a poddtedni rozmér kapilek je Fddové 1 um a méné,
je poddtedni potencidlovy spdd na povrchu kapidek 107 V/m a

5 odpaFovdnim kapiek rychle vzristd. Pri dostatedné vysokém
povrchovém ndboji vypefovdni iontd nebo jejich ghlukdi (clus~
ters) termodynamicky ko je vypatevani neutrdlnich Zdstic.
Bylo zjisténo, ¥e primé vyparovdni ionti probihd u libovol-
njch molekul, bez ohledu na jejich velikost, pokud jsou ovSem
pritomny ve vodném roztoku jiZ ve formé kladnych nebo zdpor-
nfch iontd. Popsany ionizadni mechanismus nebyl pozorovdn u
takovych rozpoustédel jako jsou methanol a acetonitril, t¥e=
baZe byla pouzita relativmd vysokd koncenirace octanu amon-
ného. Methanol a acetonitril lze pouZit a%Z do koncentrace
80-90 %, avsak aby ionizace probshla dspésné, musi smés roz-
poustédel obsahovat nejméné& 10 % vody.

Chemickou ionizaci u termospreje zpisobuji ionty NHZ,

které vznikaji z octanu smonného a reaguji v plynné fazi s
neutrdlnimi molekulami. Roztok octanu smonného se priddva
do eludtu a% po jeho vystupu z chromatografické kolony, t%J.
t&sné pPed vstupem do termospreje.

Technika termospreje vyZaduje, aby vzniklé ionty byly
stabilni i p¥i relativné vysokém tlaku, ktery v iontovém
zdroji vznik4. PouZije-1i se jako pufr octan amonny, potom
14tky s protonovou afinitou mensi ne# md amoniak nebudou po-
zorovdny jako protonované molekuly, afkoliv jsou dostatecné
poldrni. Za tdchto podminek také mmoho relativmé nepoldrnich
molekul neposkytuje detegovatelné pozitivni ionty. Tato ne-

thoda vlastniho termospreje miZe byt &dstedné preklenuta
tPetim zpisobem ionizace, tj. pouzitim katody, kterd emituje
ionizujici elektrony. Katoda byvd umisténa mezi vstupnim
otvorem do analyzdtorové Sdsti spektrometru a vystupnim ot-
vorem odpafovaci termosprejové trupilky. Soudasné uplatnéni
viech t¥i ionizadnich zpisobl umoZnuje vyuZit termosprej pro
$adu mobilnich fézi e v 8irokém rozmezi pritoki.

11.4 Elekirosprej

P¥i pouZiti elekitrospreje jsou kapilky roztoku vyatii-
kovédny proti proudu dugiku, ktery je pri atmosférickém tla-

w

ku, pricdemf je vloZeno vysoké napéti mezi vystupni kapildru
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b e
kvadrupol vn&j8i pldsl ele-
ktrospreje (obr.

LD 490 Viiven vaa
jemného plisobeni
|’[::::; tlaku kapaliny,
vakuum povrchové tenze

& vysokého pole
vytvofeného na po-
vrchu roztoku
vznikaji malé na-
bité kapifky. Z
téchto kapidek se
.. o rozpoustédlo odpa-
¥i proudem dusiku a vzniklé ionty vzorku jsou vtahovédny do
hmotnostniho spektrometru. Tim, Ze neni systém tepelné zdvis-
1y, nedochdzi v ném degradaci tepelné citlivych ldtek. Obvykle
pouZivané pritoky jsou 5 aZ 15 ul/min.

Obr. 43, Elektrospre]

11.5 ©Pohybujici se pds

., Systém pohybujiciho se pdsu (moving belt) ve formé uza-
vrené smyCky, kterou se dopravuje vzorek k iontovému zdroji,
prosel ve svém vyvoji neékolika stadii. Nejprve byla navriena
smyéka z drdtu, ktery byl protahovdn vanickou s eludtem., Ze
zachyceného roztoku se pri prichodu dvémi komirkami s dife-
rencidlnim Serpdnim odstranilo rozpouStédlo a ldtka bylas p#i
pFibliZeni k otvoru do iontového zdroje odpaFena zah¥atim
dritu. Tento zpisob byl mdlo Ulinny, protoZe se vyuzilo asi
jenom 1 % eludtu. Z toho dlivodu byl v dal3i etapé vyvoje drdt
nahrazen kovovym pdskem o Si¥cg 3,2 mm. Eludt se na pdsek pii-
kapaval, rozpouStédlo se odtranovalo zah¥dtim a odlerpdvinim
par roztoku. K vype¥eni vzorku do iontového zdroje doslo opét
zahratim pdsku., PouZiti obou gystéml, tj. drdtu a kovového pds-
ku, bylo omezeno jen na tepelné stabilni ldtky, které bylo
mozno zah¥dtim do iontového zdroje vypa¥it. K vyraznému zlep-
Seni celého sysgtému doSlo ndhradou kovového pdsku polyimidovym
a ziZenim jedné &dsti uzaviené smylky, takZie mohla byt zasunu-
ta pFimo do iontového zdroje (viz obr. 44).

analyzdtor c
polyimidovy %

pések topeni
Q&Egzzzﬂ

P

hnaci kolecko

L

iontovy zdroj

éistigi
topeni vakuum

Obr. 44, Pohybujici se pds
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Eludt se nandsi Silmo umisténou tryskou spreje, roz-
poustddlo se odstrani zah¥dtim infradervenymi paprsky a Cer-
pdnim & analyzované ldtky se ionizuji ndrazem elektronu, che=-
mickou ionizaci s moZnosti libovolného vyb&ru reakéniho ply-
nu nebo dokonce ionizaci bombardovdnim rychlymi atomy.

Mo¥nosti pouzit t¥i zplisoby ionizace je pohybujici se
pds zetim nejuniverzdlngjiim systémem spojeni LC/MS. Chemicka
ionizace nebo ionizace rychlymi atomy umozni zjistit velikost
studovangch molekul a ionizace ndrazem elekironu poskytne frag-
mentové ionty, jejichZ studiem se zigskaji informace o struktu-
Ye latky. ¥

Renezance pouZivdni kovového pohybujiciho se pdsu_byla
zaznsmendna pri spojeni LC/MS s desorpci iontii pulsnim laserem
(viz obr. 45)., Vzorek byl s chromatografické kolony nandSen na
pések termosprejem a k separaci iontu byl pouzit kvadrupolovy
analyzator.

==

analyzdtorovy || TW <
kvadrupol okénko pro
U laserovy
|

gvazek

/
/

RF=-kvadrupol —
/ termospre]

/ wystup plynu 4}%¢
r i ¥ |
y\

vakuum

hnaci IC
kole§ko

A '\\
Sy W 3¢srbin
l vakuum
vakuum

Obr. 45 Spojeni kovového pohybujiciho se pésu
s desorpci laserem

Hlavni nevyhoda systému spodivd v nutnosti ukonéit chro-
matografickou separaci do doby jedné otolky pdsu (obvykle 5 -
10 min), protoZe jinak dojde k prekryvédni vzorki. Na systemu
automatického &iSt&ni pdsu se pracuje.
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11.6 Zavér

%4dny z uvedenych systémi neni idedlni, kaZdy ma své
v¥hody a nevyhody, jejichZ podrobny rozbor presahuje rdmec
tohoto vykladu. Ze soudasného pohledu se zdaji nejuniverzdl-
n&jdimi pohybujici se pds a termosprej. Nedostatkem pohybu-
jiciho se pdsu je zatim nedokonalé spojeni s ionizaci FAB,
jeZ dosud nebylo propracovédno pro vSechny typy slouéenin.
Jde zejména o otdzku pouziti kepalné matrice. Bez matrice je
citlivost méreni ni%si a po priddni matrice do eludtu vzni-
k4 problém s dist3nim pdsu.

Termosprej lze teoreticky pouZit pro libovolnou ldtku
bez ohledu na velikost jeji molekuly, sle zatim nelze vidy
predpovéddt, zda vznikne detegovatelny podet ionti. Problé-
mem také zdstdvd ucpdvdni odpatfovaci trubicky.
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12, Tandemovd hmotnostni spektrometrie

12.1 Uvod

Klasickd hmotnostni spektrometrie, zaloZend na zdznamu
iontovych proudd o daném poméru m/z, mize pfinést pFimé infor-
mace o elementdrnim sloZeni iontd., Strukturni informace se
viak zigkdvaji pouze nep¥imo na zdkladé reakci iontd, které
vedou k typickym fragmentim nebo jejich Faddm. Velmi dasto je
¥4douci ziskat strukturni informaci o ndkterém ze stdlych
fragmentli, jenZ se viek dédle nerozpadd nebo jehoZ dalsi roz-
pady lze ve spektru t3Zko vystopovat. JeSté horsi situace na-

stava pri analize’sloéitjch smési, kde se spektra jednotli-

vych slozek prekryvaji a navzdjem vytvdfeji jakysi chemicky
Sum. Na druhé stren& rozvoj ionizadnich technik umoZnuje zis-

kdvat (M + H)T, (M + Na)® 31 (M + K)* ionty ze sloZitych
molekul, které se vSak zhusta nerozpadaji a ziskané spektrum
opdt neposkytuje Zddanou strukturni informaci. Jednim z YeSe-
ni tdchto problémi je pou¥iti dvou spraZenych hmotnostnich
spektrometrii, z nich% jeden slouZi k vydlendni daného ionto-
vého druhu, tomu je pak doddna energie nutnd k fragmentaci,

a sekunddrni produkty jsou analyzovany druhym spektrometrem
(12.1) co% lze vyjddrit schematem:

Analyzdtor IIAiDetektor

Tontovy| | Analyzdtor I Reaktor

zdroj 2

& M3l ——> &———=N3=IT—— - —

12.2 Srdzkovd aktivace

Std1ému iontu lze dodat energii postadujici k fragmentaci
nap¥. absorpci fotonu, srdikou s elektromem &i pevnym povrchem.
Velmi Gdinnym a experiment§lné jednoduchym zplsobem je viak
sri’kas s atomem &i molekulou plynu, kdy cdst kinetické energie
projektilu (iontu) se méni na jeho energii wvmit¥ni. Takto vzbu-
zeny ion se pak rozpadd monomolekuldrnimi reakcemi. PPl srédZ-
kédch iontd s molekulemi dochdzi obecnd k nékolika d&jdm. Elas=-
tickym rozptylem a neutralizaci pFenosem ndboje se ztrdci pod-
statny godil primdrnich ionti. Pro samotnou fragmentaci vyvola-
nou srézkou je rozhodujici mnozstvi vnit¥ni energie p¥em&néné
z kinetické energie iontu v disledku srdzky. Bxcitadni energie
je shore omezena vzishem (12.1)

P Mers

Bexe Tow = Tam oo (12.1)
i on terc

kde E_.. je deponovand emnergie, Toy J€ kinetickd energie v té-

¥i3%ové soustavé souradnic, TLAB je kinetickd energie iontu v
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laboratornim systému soufadnic a m,

. . I
ion? mterc J80u pris.usne

hmotnosti sréZejicich se castic.

Ze vztahu (12.13 je patrné, Ze konverze energie je mdlo udinnd
pro lehké terdové atomy a molekuly a Ze uéinnost klesd s ro-
stouci hmotnosti iontu. Nap¥. matefské ionty o kinetické ener-
gii 5 keV mohou pFi srdice s atomem helia (my .x = 4) ziskat

nejvyse 192 eV pro Mg on = 100 a 19.9 eV pro Wy on = 1000. Na

druhé strané hlavni konkurendni procesy, elasticky rozptyl a

neutralizace, zédvisi rovnéZ na vlasinostech terde, Srdzkovy

prifez pro elasticky rozptyl je ddn vztahem (12.2) (
12e2)

o 2 2
de = Wa, (Z,Z5e /hv)
kde s, je tzv. stinici polomér, Z;, Z, jsou nidboje jader srd-

Zejicich se gpecies, e je ndboj elektronu, h je Planckova kon-
stenta a v je rychlost iontu (12.2). Elasticky rozptyl je tedy
48inndjd{i pro vét3i terdové molekuly, ale klesd s rostouci
rychlosti ionti.

Vybér optimdlniho srdZkového plynu zdvisi na usporfdddni
experimentu, predeviim ma typu analyzdtoru v MS-IL. Sektorové
analyzdtory obecnd piijimaji ionty ve velmi malém vstupnim
tdhlu, tekZe potladeni elastického rozptylu je zde velmi dile-
7ité, PouZivd se helia jako srdZkového plynu a co nejvyssich
kinetickych energii primdrnich ionth (ngpr. 5, 8 nebo 10 keV
v komerdénich spektrometrech). U kvadrupolovych tandemi (viz
ddle) je naopak omezujicim faktorem nizkd kinetickd energie
iontu a pro udinnou srdZkovou sktivaci je nutné pouzit tez-
Sich plynd, nap¥. N,, vzduch, Ar apod. SrdZkové procesy

p¥i nizké a vysoké kinetické energii ionti se podstatné 1isi
Jjak svou povahou tak experimentdlnim uspo¥dddnim, a je proto
vyhodné je probrat oddélené.

12.3 SrédZkou vyvolané rozpady rychlych iontd

Ionty o kinetické energii fadu keV se sktivuji letmou
sriZkou s terdovym atomem, vét3inou atomem helia. Doba exci-
tace zdvisi na velikosti iontu a jeho kinetické energii.Napi.
pro ionty o m/z 16-1000 & kinetické energie v rozmezi 3-10 keV

se doba excitace pohybuje mezi 2.10713 a3 6.10"'® 5. Distribu-
ce vnit¥ni energie po srdZce se dd vyjddrit hladkou funkci s
jednim maximem a pomérné dlouhym chvostem do oblasti vysSich
energii. Poloha mexima zdvisi na hmotnosti iontu a jeho kine-
tické energii podle p¥iblifného vztehu (12.3)

E . = (b/a) . (:2eTLAB/m)”2 (12.3)

kde a je vzdélenost,fna kterou dochdzi k interakci, a ostatni
velidiny maji obvykly vyznam. Pro odhadnutou interakcéni vzdd-
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vzddlenost 40 nm, a TLAB = 8 ke V ddvd vztah (12.3) nejpravdé-

podobndj3i pFenos energie 2,5 eV pro ion o m/z 25, zatimco pro
m/z 1000 je to jen 0,4 eV. Excitované ionty, které se rozpad-
nou je3t& pred vstupem do analyzdtoru MS-II poskytuji detego-
vatelndé sekunddrni fragmenty. Doba pro fragmentaci opét zdvisi
na rychlosti iontd a geometrii p¥istroje a pohybuje se Fddové

v 1077 10"'6 g. Casové a energetické Eodminky p¥i srdZkové ak-
tivaci rychlych iontd jsou kvalitativné podobné podminkdm p¥i
ionizaci molekul ndrazem elektronu, takZe srdzkovd spektra ra-
dikdlovych iontd se dasto kvalitativné podobaji klasickym hmot-
nostnim spektrim.

Velmi atile¥itym rysem srdZkovych spekter je to, Ze nezd-
visi podstatné na obsahu vnit¥ni energie matefského iontu ani
na jeho kinetické energii. Mate¥ské ionty o stejné struktufe,
ale rozdilném piyodu, tedy poskytuji velmi podobnd srdaZkovd
spektra. To umoznuje srovnivat spektra neznamych iontl ge stan-
dardy a identifikovat tak jejich strukturu. Citlivost sridZko-
vych spekter na malé zmdny struktury je v priméru podobnd jako
u klasickych spekter ziskanych ionizaci ndrazem elektronu., V
ndkterych p¥ipadech napomdhd identifikaci pFitomnost a relativ-
ni zastoupeni dvakrdt nabitych iontd vznikajicich p¥i srdice
odtrienim dalSiho elektronu z primdrniho iontu., Tato tzv. charge
-gtripping spektra se vétdinou ziskdvaji s pouZitim kysliku
jako srdZkového plynu.

Interpretace srdfkovych spekter pomoci pravidel platnych
pro fragmentace v iontovém zdroji je obtiZnéjsi. Casto dochdzi
k poruSeni pravidla o zachovdni parity ndboje. Srdikovd spektra
dasto obsahuji ?oslougnosti iontd vzniklych postupnou ztrdtou
vodikovych atomi, takZe nap¥. fragmentace doprovdzené pienosy
vodiku jsou obtiZn& rozpoznatelné.

Zédsadnim nedostatkem srdfkovych spekter je isomerizace
mate¥skych iont b&hem doby jejich vydlenéni v MS-I. To je
zv148t8 vyrazné u iontl se sudym podtem elektrond, které maji
dasto snahu prejit na nejstdlejsi strukturu, 8imZ se smazdvaji
rozdily mezi isomery.

12.4 Ugpo¥dddni sektorovych tandemovych spektrometri

Tandemové spektrometry lze konstruovat jiZ pomoci dvou
sektorovych analyzdtort. V uspordddni BE (MS-I je magneticky
analyzdtor B , MS=II je elgktrostaticky analyzdtor E ) je
srézkovd komirka umistdna bud v prostoru mezi sektory (B-%-E),
nebo v tzv. prvnim prostoru bez pole, tj. pr¥ed vstupem do ma- .
gnetického enalyzdtoru (%-BE). V uspofdddni B-#-E jsou mateFské
jonty vydlen¥ny magnetickym analyzdtorem a produkty analyzovény
podle jejich kinetické energie rozvojem napéti na elektrosta-
tickém analyzdtoru. RozliSovaci schopnost zafizeni je omezena
v MS-I vlastnostmi magnetu, v MS-II je pak zdvisld na uvolnéni
kinetické energie p¥i rozpadu. Hmotnostni rozlifeni MS-II zde
v3tS3inou nepfesahuje hednotu 100.
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+  V uspo¥dddni #-BE slouZi oba analyzitory zdroven k od-
déleni mateFskych iontd i produktld. Dosdhne se toho nastavenim
magnetu tak, aby propoudStél vybrané mate¥ské ionty, a ndsled-
nym vdzanym rozvojem (linked-scan) obou enalyzdtori, p¥i ném¥
je presné zachovdn pomér magnetické indukce a intensity elektro-
gtatického pole. Toto uspoirdddni ddvd tzv. jednotkové rozliSeni
sekunddrnich iontd (tj. ionty na sousednich hodnotdch m/z jsou
rozlisSeny), neni vSak prosté artefakti.

V uspordddni EB je nutné pouZit k ziskdni_srdZkového
spektra vdzaného pozvoje obou analyzdtortd, nebot elektrostaticky
analyzdtor neumoZfnuje oddéleni iontd podle hmotnosti.

Nevyhody dvousektorovych tandemi lze d4stednd odstranit
p¥iddvdnim dal8ich sektorovych analyzdtori. Trojsektorovy spek-
trometr konfigurace BEB ddvd mo3nosti B-%-~EB, BE—%-B a #-BEB
s vysokym rozlidenim hmotnosti iontd bud v MS-I nebo v MS-II.

V konfiguraci EBE lze dosdhnout vysokého rozliSeni mate¥skych
iontd (EB-#-E), nebo jednotkového rozliSeni (%-EBE),

" tyrsektorové spektrometry typu BEEB nebo EBEB pak umoZ-
nugi vysoké rozliSeni mateFskych i dceFingch iontl, p¥idem? roz-
liSovaci schopnost MS-II je podstatné ni¥${i neZ u MS-I a nepFe-
vySuje 10000 u komerdné vyrdbdnych piistroju (VG Analytical
ZAB-4F a Jeol HX-110). Zato cena t&chto tandemi pFesahuje
1000000 Ug .

12.5 SrédZkou vyvolané rozpady pomalych ionti

SrdZkovd spektra pomalych iontud (TLAB = 10-100 eV) ge od

spekter rychlych iontt 1i8i ve dvou ddleZitych bodech. Podle
vztehu (12.1) je pro deponovdni dostatedného mnoZstvi energie
p¥i srdZkou vyvolané aktivaci nutné pou¥ivat t&5ich terdovych
atoml nebo molekul. To vede ale rovnd% ke zvySeni prifezu pro
elasticky rozptyl, které je nutno kompenzovat kolimaci sekun=-
dédrnich iontd. Druhou diileZitou okolnosti je podstatnd zdvislost
srdZkovych spekter na kinetické energii mate¥skyjch iontd. Na
Jedné strané to poskytuje dalSi volifelny parametr, jehoZ zmsnou
lze ziskat informace o rozpadovych d&éjich. Na druhé strand viak
je pro analytické vyuZiti srdZkovych spekter pomalych iontd
tfeba pracovat se standardnim plynem a p¥i standardni srd¥kové
energii. I kdyZ tyto podminky jsou splnitelné p¥i prdci na Jed-
nom typu spektirometru v jedné laboratofi, pienos dat mezi riz-
nymi pracoviSti je tim znadné komplikovdn vzhledem k rdznym
Pracovnim meZimim komerdénich spektrometri.

SréaZkové rozpady pomalych iontd maeji enalyticky vyznam
v souvislostl s pouZivdnim kvadrupolovych spektrometri, V ty-
pickém uspo¥dddni tzv. trojitého kvadrupolu (QQQ) sloui prva{
kvadrupolovy analyzdtor (Q,) jako MS-I. Vy&leniné mate¥ské
ionty podléhaji srdZkdm v drulém kvadrupclu (Q,), ktery je
vS8ak provozovdn jen se zavedenim radiofrekvendni slozky na
tySe ,a slouZi jako kolimdtor rozptylenfch produktd. T¥eti kva-
drupol (QB) pek slouZi jako MS-II.

Vyhodou uspotrdddni QQQ je jednotkové hmotnostni rozliSeni
srdzkovych produktd a pFedeviim vysokd Udinnost sriikovich roz-
padll a detekce produktl, kterd &ini desitky procent /3/. Nevy-
hodou je omezeny hmotnostni dosah MS-I, ktery zpravidla nepie-
sshuje 2000.
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Dobré vlastnosti sektorovych a kvadrupo%ovjch spektro-
metri jsou spojeny v tzv. hybridnich’tandemovych spektroqe-‘
trech. Jako MS-I se pouZfivd sektorovy spektrometr v zapojeni
EB nebo BE, ktery umoinuje vydéleni iontd s vysokou rozliso-
vaci schopnosti. Rychlé 2ke¥¥ mate¥ské ionty jsou pak zpoma-
leny na TLAB = 10-20 eV, podrobeny srdZkdm a asnalyzovany sys-

témem QQ s_jednotkovou rozliSovaci schopnosti. y

K vySe uvedenym vyhoddm hybridnich tandemovych spektro-
metrt se druZi téZ nékteré technické komplikace.
Je to predeviim nutnost provozovat oba kvadrupoly na vysokém
napéti blizkém potencidlu iontového zdroje a ddle i nutnost
manipulace s iontovym svazkem pred vstupem do srazkgvého kva-
drupolu, kterd pFiddvd dal3i stupné volnosti do ladéni foku-
sace.

12.6 N8které zkratky pouZivané v literatufe

V anglosaské literatufe se éasto’vyskytuji‘zkratky,Ijejéchﬁ
vyznam nebyvd jednoznadny a které dosud nejsou unifikovény,
ba ani jednomysln& piijimdny.

MS (mass gpectrometry) je kritizovdna, led velmi Zasto pou-
Zivdna zk?gtka pro hmotnostni spektrometrii nebo hmotnostni
spektrometr éi hmotnostni spektrum.

MS(%S (mass gpectrometry mass §pectr0metrq)_je zkratka‘pro
andemovou hmE%nostni spektrometrii zavedend jako analogie
zkratek GC/MS a LC/MS.

FFR (field-free region) je zkratka pro tzv. prostor bez pole
T sektorovych gspektrometri. Jako 18% FFR se ozngduje prostor
mezi iontovym zdrojem a prvnim analyzdtorem, 2n FgR Je pros-
tor mezi prvnim & druhym analyzdtorem. 374 FFR e 4'h FFR maji
pak obdobny vyznam u vicesektorovych stroji.

CS (charge gtripping) se pou¥ivd pro procesy permutace ndboje,
vétSinou pro reakce LR SR PO,

NRMS (neutralization-reionization mass gpectrometiry) a konku-
rencni CIDI (collision-induced dissociative ionizatiop) ozna-
¢uji techniku §bstupné neutralizace matefského iontu prenosem
niboje pF¥i srdZce a ndsledovné ionizace rychlych neutrdlnich
produktu dalsi srdzkou.

CA (collisional activation), CID (collision-induced dissocia-
Tion)” a CAD (collisionally activated dissociation) se pouZi-
vaji z4msnn& jeko substantiva pro srdZkou vyvolané rozpady,
nebo jako adjektiva pro druh spekter, techniku, procesy agq. :
MIKES (mass-analyzed kinetic energy spectroscopy) se pouzivd
pro uspordddni, v némZ jsou seEund'rnl ionty vzniklé srdZkou
rozdéleny podle kinetickych energii elektrostatickym analyzd-
torem. Nékdy je vidét i zkratka CAD-MIKES, pop¥. Cdst MIKE.
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13. Interpretace hmotnostnich spekter

Hmotnostni spektrum je soubor piku iontd, z nichZ pouze
mensi 48t je strukturné vyznamnd. Je tedy nutno duleZité
ionty rozpoznat, najit mezi nimi souvislosti s jako mozaiku
gklddat informace o méFené ldtce.

NejduleZit&jsim pikem spektra je pik molekuldrniho iontu,
ktery jiZ svoji hmotnosti, intenzitou a pom&rem doprovdzeji-
cich izotopickych pikli poskytuje zdkladni informace. Intenzita
molekuldrniho piku uhlovodiki vzristd obvykle s podtem nena-
sycenych vazeb a podtem kruhli. Vyznamnou roli p¥i urdovdni
struktur organickych ldtek md méreni p¥esné hmotnosti iontd
p¥i vysoké rozliSovaci schopnosti, kterym je moZno urdit je-
Jich elementdrni sloZeni. :

I kdyZz je méFeni p¥i vysoké rozliSovaci gchopnosti velmi
uZitedné, je moZno radu ddaji vEetnd& informaci o elementdrnim
gloZeni zigkat ze spekter nizkého rozlisSeni., Nap¥iklad jiZ z
nomindlni hmotnoati molekuldrniho iontu lze ziskat cenné in-
formace o sloZeni molekuly. Je-1li tato hmotnost lichd, je
moZno pouZit dusikové pravidlo: "Md-1i molekuldrni ion lichou
hmotnost, pak obgahuje lichy podet dusikovych atomi".

Dalsi informace o sloZeni mglekuldrnich i fragmentovych
iontd poddvaji izotopické piky. Rada prvii tvoFicich molekuly
organickych ldtek je smési pFirozenych izotopli. Zastoupeni
izotopicky sdruZenych molekul u neznadenych sloudenin odpo-
vidd statisticky nahodilému rozdéleni. Z intenzity prvniho
pF¥idruZeného izotopického piku (M+1) je moZno leckdy usoudit
na pritomnost dusiku v molekule a ]ze z ndho vypoditat p¥ib-
lizny podet uhlikovych atomi v molekule. Druhy pridruZeny
izotopicky pik (M+g¥ vypovidd zejména o pF¥itomnosti kysliku,
siry, chloru a bromu. Pritomnost Cl1 a Br je z poméru izoto-
pickych pikd z¥ejmd na prvni pohled vzhledem~k charskteristic-
ké intenzité (M+2) pikl. Obsah izotopl nékterych nejdastdji
se vyskytujicich prvki v organickych sloudenindch je uveden
v nédsledujici tabulce:

Prvek Izotop Obsah % Izotop Obsah % Izotop Obsah %
Vodik 1 99,985 2 0,015

Uhlik 12 98,9 13 1,1

Duaik 14 99,6 15 0,4

Kyslik 16 99,8 18 0,2
Sira 32 95,02 33 0,75 34 4,22
Chlor 35 75,5 ; 379952455
Brom 79 50,5 81 49,5
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Na zdkladé zndmého elementdrniho sloZeni iontd lze vy-
poéitat teoretickou vySku jeho sdruZenych izotopickych piki
ve vztahu k prvnimu piku multipletu a neopak z vySek izotog
pickych pikd lze odhadnout elementdrni sloZeni, nebo alespon
usuzovat na podet nékterych atomi (zvldsté 0, S, Cl, Br) ve
studovaném iontu. Relativni intenzita jednotlivych izotopic-
kych piki se vypoditd pomoci binomického rozvoje

(a+b)® = a® + na™ b + n(n-1)a®"2b%/21 + n(n-1)(n-2)a®p>/31 +

+ eeee

kde n je pocet atomi prvki s dvéma izotopy v iontu, a a b re-
lativni zastoupeni obou izotopld. V prfipadé, kdy ion obsahuje
dva nebo vice prvki s rozdilnym izotopickym zastoupenim, je
t¥eba nejprve vypoditat relativni zastoupeni pro kaZdy prvek.
Ndsledné se pPispévky jednotlivych prvkd pro dany pik multi-
pletu sklddaji.

Jednoduse lze odvodit, Ze prvni dva &leny binomického

rozvoje pro izotopy 120 a 13¢ jsou pro libovolny podet uhlikd
v poméru 89,9 : x , kde x je pofet uhliki v pFisludném iontu.
V praxi lze toto pravidlo uplatnit tak, Ze délime vy3ku piku
gledovanych iontli devadesiti a ziskanou hodnotou pak délime
vySku jeho izotopického piku. Vysledkem je pFibliZny polet
uhlikd v tomto iontu. Nepresnost je zplisgbena mimo jiné ne-
presnosti v urdeni vysky piki. Uvedeny VyPocet plati za pFed-
pokladu, Ze studovany ion obsahuje pouze prvky C, H, O, Cl, Br

I, F a nejvyde 2 atomy dusiku, Ze fragmentaci nevzniksji (M—1)4

ionty a Ze nenastdvd zvySeni intenzity (M+1)* iontd v disledku
bimolekulérnich reakci.

Odhad elementdrniho sloZeni na zdkladé poméru izotopic-
kych piki lze Uspésdné pouZivat pFfedeviim u molekuldrnich ion-
ti, protofe pri nizkém rozliSeni miZe byt pik niZs8{ nomindlni
hmotnosti sloZen z ionth dvou i vice riznych elementdrnich
slozeni.

Aby nebylo nutno intenzitu izotopickych piki vZdy znovu
poditat, byly sestaveny tabulky intenzit pro ruzny pocet a
kombinaci izotopld. Jedt& pohodln&jsi je grafické zndzornéni
(pfedevdim pro Cl a Br), ze kterého 1lze urdit podet p¥islus-
nych prvkd pomérné snadno (obr. 46).

BliZ31 predstavy o struktu¥e molekuly i fragmentovych
iontd uddvd podet nenas%cenych mist, t.j. podet kruhd s dvoj-
nych vazeb. Lze je vypoéitat ze zndmého elementdrniho sloZeni
s pouZitim jednoduchého vztahu

1
podet nenasycenych mist = x - E—y + %— ZF1

kde x je goéet uhlikovych, y podet vodikovych a halogenovych
a z je podet dusikovych atomi.

Kritériem dileZitosti dalSich pikt spektra je jejich
poloha ve spektru, intenzita, hmotnost, polet elektronti a
souvigslost s ostatnimi piky. Zpravidla je vétsiga strukturng
dtleZitych pikt® dostatedénd intenzivni (jsou tvofeny stabilni-
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mi ionty), ale nicménd jejich duleZitost stoupd s jejich ro-
stouci hmotnosti. Tasto byvd mdlo intenzivni pik s vysSsdi
hmotnost{ mnohem duleZitéjsi neZ intenzivnéjsi pik s malou
hmotnosti. MenSi stabiln&jsi ionty vznikaji obvykle riznymi
cestami z vét3ich fragmentovych ionth a obvykle pfispivaji
mdlo k urdeni struktury molekuly. Piky iontd mensich hmot-
nosti spiSe vypovidaji o typu mé¥ené sloudeniny, protoZe kaz-
dy druh sloudenin mivd své charakteristické ionty. Napi.aro-
mity poskytuji piky ionmtd m/z 39, 50, 51, 63, 65, 77, 91;
étery m/z 31, 45, 73; alifatické kyseliny m/z 44, 45, 60, 61,
atd.

Ionty s lichym podtem elektroni jsou nékdy dilezit&jsi
ne? ionty se sudym podtem elektroni o stejné intenzité, pro-
to¥e vznikaji presmyky a fragmentacemi, které jsou charakte-
ristické pro strukturu molekuly. Ionty s lichym poctem elek-
troni jsou obecnd ménd stabilni neZ se sudym podtem elektroni.
Vyskytuje-1i se v oblasti malych m/z vEt3i pocet iontld sudych
hodnot m/z, pak jsou to obvykle ionty,obsahujici lichy pocet
dusikovich atomd, jako napf. CHp = NHp.

P¥i hleddni souvislosti mezi piky ftzv. fragmentadni
cesty) se postupuje obvykle od molekuldrniho piku smérem doli
a 7ivd se metastabilnich piki a znalosti o elementdrnim
gslozeni iontt. Vyluduji se ze vzdjemnych vztaht nepravdépo-
dobné diference mezi hmotnogtmi, jako nap¥. 4 aZ 14, 21 a¥ 25,
37 a 38, a naopak se hledaji rozdily znadici ztrdtu neutral-
niho fragmentu, nap¥. 15 (CH;), 18 ¥H20), 28 (o, 02H4),

33 (HZD + CHé) atd. Je-li tedy nap¥. ve spektru velmi inten-

zival pik []M-T]+ a soudasné piky m/z 50, 51, lze usuzovat na
aromaticky aldehyd; je-1li rozdil mezi dvéma pik1 s nejvyssi
hmotou t¥i, potom s nejvétsi pravd&podobnosti M™* ve spekiru
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chybi a prvni pik je [M:1§]+ a druby M-18]+'; p¥i rozdilu
14 (CH,) mezi piky s vy331 hmotnosti jde pravdépodobné o smés

homologi & pod. Timto naznadenym postupem je t¥eba zpracovat
celé spektrum a ziskat tek maximum informaci o mérené sloude-
niné,

Je samoziejmé, Ze pro uUspéSnou interpretaci je tieba mit
jak obecné znalosti o fragmentaci, tak védomosti o fragmenta-
ci jednotlivych typh sloucenin. U nékterych typa ldtek, jako
jsou nagi. egtery mastnjch kyselin, alifatické alkoholy a ke-
tony a rada jinych, staci zndt jen zdkladni fragmentaci a pa-
matovat si nékolik charekteristickych iontd (p¥ip. pikia), za-
timeo u jinyech typd, nap¥. triglyceridd, je treba veddt, Ze
byla vypracovdna celd fragmentadni schemata (viz obr. 47).

M-R c00
Ry,2 nebo 3°0 1,2 nebo 3 CH,OCOR,
& /RI,E‘ nebo 3C0+74 CIHOCORZ -1
* |
\\ ¥-Ry 5 nebo 3CCCH CH,OCOR
R1,2 nevo 300+128 -
| M-R) papo 3CO0CH, 1
\\\\=¥ e
l 1 [ I
m/z

Obr. 47. Schema fragmentace triglyceridi.

Je nutno poéitat 8 tim, Ze nékdy charakteristickd frag-
mentace pgoblha velmi dramaticky, za pFerudeni ndkolike vazeb
a presmgku, Jjako je tomu napf. u ethylenketall steroidd (viz
obr. 48). Jindy je t¥eba pro charakterizaci porovnidvat jen
malé zmény v intenzitdch pikd, jako nap¥. u methylesteru n-,
izo- g anteizo- kyselin.

N asto neni moZno se obejit bez studia fragmentaci modelo-
vych sloudenin jak vlastnich tak i z literatury. Prdce s lite-
raturou je v hmotnosini spektrometrii velmi dileZitd. Na tomto
migté tim nejsou minény jen atlasy spekter, ale i odborné mo-
nografie a dasopigy.

JPPi studiu struktur organickych latek, zejména piirodni-
ho plvodu, se neziskd vZdy tolik informaci, ahy bylo moZno
navrhnout dplnou strukturu molekuly a je tTeba se spokojit
Jen se znalosti fragmenth. Nejsou ridké pFfipady, kdy vysledek
veSkeré snehy o interpretaci je zjiSténi elementdrniho sloZe-
ni a typu merené ldtky. Takovd situace n8kdy nastdvd u ldtek,
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m/z 125

Obr. 48 Charskteristicka fragmentace ster01dnlch
ethylenketali.

kterych je od stejného typu celd gerie, jako napr. monoterpeny,
diterpeny, seskv1terpeny ag. Tyto sloucenlny maJl vétSinou stej-
né elementdrni sloZeni a trebaze se 1isi SVOJl strukturou, po-
skytuji ve spektrech piky iontd stejného sloZeni a blizké inten-
zity. Zde pak nepomuze ani studium modelovych ldtek a identifi-
kace je moznd jen na zdkladé porovnanl studovaného spektra s
autentickymi spektry sledovaného typu ldtek. I toto porovndni
byva ndkdy obtlzne, Jeko je nap¥. zrejmé z nékolika spekter mo-
noterpenlckych uhlovodikil uvedenych na obr. 49,

Jsou vsak take oblastl, kde hmotnostni spektrometrle zZau-
jimi i v tomto sméru vyznacne postavenl. Je to nap¥. p¥i studiun
gtruktur alka101du, které poskytual pomérné malo intenzivnich
piki fragmentovych iontl, ale Jsou zato gtrukturné duleZité.
Centrum fragmentace alkaloldu byvd na atomu dusiku nebo ¥ jeho
blizkosti a menSi zmdny struktury na vzddlendjsim konei mole-
kuly tuto zdkladni fragmentaci praktlcky neovlivni. To znamend,
Ze na zdkladé znalosti fragmentace urditého typu alkaloidu lze
z hmotnostnich spekter odvodit struktury prlbuznych létek.
(Takto obecn& to oviem plati 1 o v&tSiné Jlnych tyEu létek).
obr. 50 je napP. uvedena fragmentace ndkterych typu berberino-
vych alkaloidu. U xylopinimu g vznikd retro—Dlels—Alderovym
Stépenim ion o hmotnosti m/z T64 (prisludejici zdkladnimu piku
spektra b) spolu s neutrdlnim fragmentem ¢ 3,4-dihydro-6,7-di-
methoxyiZzochinolinem. Pokud ztstane ndboj na dusiku, pak dald{
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Obr. 49, Srovnani hmotnostnich spekter ndkterych monoterpe-
nickyech uhlovodikd

OCH4 CH40 & CH0 ZNH
OCH3

b m/z 164 c d m/z 190
1007 ~ =¥ +
xylopinin

0 S *
<0:]:::[:;hH CHy CH,
ﬁoc“s
£ n/z 174 OCH4
h m/z 178

Obr. 50. Fraﬁmentace berberinovych alkaloidd a hmotnostni
spektrum xylopininu
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ztrdtou dvou atomd vodiku vznikne 6,7-dimethoxyizochinolinovy
ion 4 (m/z 190). Tetrahydroberberin e poskytuje vedle odekdva-
ného iontu b také ion £ (m/z 174) odpovidajici zménd v moleku-
le. Thalikrikavin g psk vedle iontu f poskytuje ion h (m/z 178)
odpovidajici dalsi zméné ve struktuie molekuly.

Neodd&litelnou souddsti interpretace hmotnostnich spekter
je vyufivdni poznatki ziskanych jinymi analytickymi metodami,
zejména IC a NMR spektrometrii. Kombinaci poznatki analytickych
metod byla nap¥. uréena struktura vedlejSiho produktu reakce:

NH,

CO0C,Hs e NHCOCH,

& Cl—N:N@
Oe NHCOCH, B N=N-CgHs

X

Vedlej81i produkt X, vyskytujici se v reakdni smési v po-
mérné znadném mnoZstvi, byl izolovdn a jeho mé¥enim byly ziskd-
ny ndsledujici informace:

Elementdrni analyza: C15H12N40
NMR: -N=N-C6H5; 1 x CHB; asi 10 aromatickych protond
IC: CO, ale ne estericky; neni p¥{tomna CN skupina

HS: zméYené spektrum je na obr. 51. U Sesti hlavnich pika (m/z
77 je bezpochyby fenyl) bylo méFfenim p¥i vysoké rozlidovaci
schopnosti zjiSt&no sloZeni:

~+e
W' 329 Oy gHysNe0; m/z 224 Cy3H,(N305 m/z 183 Cy4HN,0;

m/z 155 CygHoNy; m/z 128 CoHgN; w/z 101 CgHs.

Pomoci metastabilnich pikd byly urdeny metastabilni pFechody:

~CH.N -CO -HCN -HCN
=7 e - v (T W Y D 8 SRR VR -
m¥149,5 m*131,4 m*¥105,7 m*79,7
100y
4 + e
% ] 183 §29
T7 128
SOZ 155 224
101
1 l [ 302 |,
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T : 3 T T T T lL g T T o
100 150 200 250 300 w/z

Obr. 51. Hmotnogstni spektrum nezndmé ldatky X.
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ladd vysledkid ziskanych jmenovanymi metodami a za
pfedpgilzgﬁ, Ze ZZznémé gloudenina bude obsshovat strukturni

prvky vychozich ldtek, lze zvolit pro urdeni struktury X nd-
ifci logicky postup: N l

51eduﬁ;o%nos% m/g 101 je typicky fragment naftalenovych deri-

v4td a nalezené sloZeni CSHS tento predpoklad potvrzuje.Ztrd-

ta molekul HCN je typickd mj. pro aromatické aminy, napf. ani-
1§n nebo naftylaminy. Pro ion m/z 155 lze navrhnout strukturu,
kterd je v primém vztahu k vychozi slouceniné:

NH,
OO NH”

Dalsi ion m/z 183 je rowndZ odvozen z naftalenovych deri-
vdth reakdéni smési:
NH,

Gty
4en

Ndsledujici vvaha zahrnuje p¥iddni jednotky 02H3N k hmot-
nosti m/z 183. CoH3N miZe predstavovat stabilni neutrdlni mole-

kulu acetonitrilu, kterou je moZno v ddle uvedené formé zabudo-
vat do navrhované struktury, protoZe by se z ni jako acetonitril
eliminovala.

NH, O

"
i ook
ACsCH, NHOCH,

Rozdil mezi m/z 224 a molekuldrnim iontem je CGHSNé’ coZ

pfedstavuje fenylazoskupinu detegovanou NMR., Celd navrZend
struktura je tedy:

NH, O
¢

L)
NH"CH,

N=N-CgHs
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NavrZend struktura je v souhlase s poznatky ziskanymi fy-
zikdlnimi metodeami a jeji vznik byl vysvétlen reskci hlavaniho
produktu reakce s amoniakem, ktery byl pritomen v reakdni smé-
si:

W e 1]
ubend B 4
el
N\Cég_"ﬂli

Vyznamnym pPinosem, ktery ddvd redlny zdklad pro inter-
pretaci hmotnostnich spekter, bylo zavedeni kolizi indukova-
nych disociaci, spojenych B/E scani a MS/MS tandemové kombi-
nace nékolika sektorld, p¥ipadn& trojitého kvadrupolu., S pou-
Zitim posledn& jmenované techniky lze sestavit celé fragmen-
taéni mapy, které znaCné usnadnuji interpretaci spekter.

Identifikaci jednoduchych i sloZitych spekter nékdy znac-
né urychli pouZivdni atlasd spekter. Je jich celd Fada a spek-
tra jsou v nich publikovdna bud kompletni, nebo jako n¥kolik
(zpravidla osm) nejintenzivnéjSich pikd. V atlagsech se lze
orientovat podle molekuldrni hmotnosti, elementdrniho sloZeni,
nebo intenzity vybranFch pikd.

Krom& uvedené intergretace spekter pomoci atlasi spekter
je moZnd interpretace poditalovd s pouZitim programi, které s
vétiim &i mendim dspéchem interpretuji hmotnostni spektra ne-
zndmych ldtek, Na zdklad& dosavadnich zkuSenosti s poditado-
vymi interpretadnimi systémy je moZno uldinit zdvér, Ze i kdyZ
lze v radd Eiipadﬁ dosdhnout dobrych vysledki, presto rozhodu-
jici roli pri odvozovdni nezndmych struktur bude stdle mit
zkuseny pracovnik vyzbrojeny znalostmi, zkuSenostmi a intuici.
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14, Kvantitativni hmotnostni spektrometrie organickych
sloucenin

Orgenicksd hmotnostni spektrometrie unikédtné spojuje vy-
gokou citlivost, specifickou detekci a velky dynamicky rozsah
a je proto vynikajici metodou pro kvantitativni analyzy orga-
nickyeh latek, zvld5té ve sloZitych smésich. Sveji citlivosti,
ne vSak specifidnosti, ji konkuruje pouze radioimunologické
atanoveni (RIA). Nevyhodou hmotnostni spekirometrie je Casova
nestabilita zdroje & ji vyvoland nekonstantnost citlivostniho
faktoru analyzované latky. Obranou je rglativni mé¥eni pog?i-
vajici vnit¥ni standardy a kalibraéni zdvislosti., Volba pri-
gstrojovych podminek pro kvantitativni analyzy vyzaduje znat
gtrukturu a hmotnostni spektrum analyzované latky.

Prvni kvantitativani aplikace hmotnostni spektrometrie byly
v ropném prumyslu p¥i analyze uhlovodikli zavddénych rezervodro-

/m vstupem nejd¥ive u dvouslozkovych smési, kdy se z poméru
intenzit charakteristickych iontd usuzovalo na pom&r parcidl-
nich tlakd a z ného plynouci zastoupeni ldtek ve smési. Zahy
byl zaveden pojem citlivostniho faktoru (response factor) a
mé¥eni se rozsi¥ilo na slozitéjsi vicesloZkové smési. Jako
vnit¥ni standardy slouzily zvlasté n-butan ¢i hexadekan prida-
vané ve zndmém mnoZstvi (pPesnéji Yedeno pFi zndmém tlaku) ke
smégi.

Ke zjidtdni relativniho zastoupeni jednotlivych komponent
v n-glozkovych smésich je obecnd t¥eba vybrat n charakteris-
tickych iontd a zjistit jejich citlivostni faktory pro kazZdou
slozku. U homologickych smési lze relativni zastoupeni zjistit
postupnym odediténim spekter, vychdzejic vidy z intenzity ion-
tu, ktery je tvofen jedinou slozkou. V pripad&, Ze ani jeden
z vybranych iontd neni tvo¥en jedinou komponentou, lze k Fele-
ni pouzit soustavy rovnic

SAeE PPyt S40Dp 4 Bqgby + s + BBy

dE S

2 = SoqPy + 55505 # SpgP3 + ees + Sy Py

e e e

n=Smp1+Smp2+smﬁ3+...+5m@n

kde Ii Je intenzita i-tého vybraného piku, p. je parcidlni tlak
j-té slozky a Sij Je citlivostni fektor i-tého piku pro j-tou
slozku.

. . Uvedené metody syanovené vyzaduji snimat celé spektrum, v
nemz veétsina 1§@ormac% stejné jako prodleva mezi scany jsou ne-
produktivni. Prlpoaegl plynového chromatografu jako separaéniho
zarizeni (GC/MS) umoZnilo kventitativni analyzy pii konstantnd
nastaveném analyzdtoru sledovdnim pribéhu intensity jediného
iontu (SIM, single ion monitoring, single ion detection). Jako
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tud termin hmotnostni fragmentografie). Jeliko% analyzdtor
208tdvé stdle nastaven na Jediny pik, lze vystup z detektoru
snimat s velkou Gasovou konstantou zesilovaSe. Metoda gledo-
védni jednoho iontu Je proto nejeitlivsj3i ze vSech zplisobi
hmotnostné spektrometrické detekce. Ne vZdy je viak k dispo-
zici vhodny vnit¥ni standard. Pak Je zapotrebi pledovat &a-
sové pribhy dvou nebo vice iontd.

Prvni pouZil techniky sledovini vybranych iontd (MIM,
selected ion monitoring, multiple ion selection, multiple ion
monitoring) Biemann, Princip spodival v rekonstrukci spekter
zndzornénim zdvislosti pribéhu intensity zvolenych iontd na
pofadi spekter z b&ins zaznamenaného sledu spekter. Metoda,
nazvand hmotnostni chromatografie (masg chromatography), pos-
trddd vyhody velkych integradnich asd techniky MIM., Jedt&

v neddvné dob& ji vyrobei nékterych GC/MS systémd ingerovali
Jako techniku sledovdn{ vybranych iontd, adkoliv ve skuted-

nosti 3lo pouze o softwarovou zdleZitost, o poditadova Znd -

zornéni prub&hu intensit nskolika iontd vybranych z komplet-
nich spekter. )

Technika MIM se nejd¥ive uplatnila u kvadrupdlovych pri-
strojl, kde skokovd zména parametri kvadrupélu na novy pomér
m/z neéini poti¥e. U sektorovych pfistroji je nejsnazi{ zméns
urychlujiciho napéti, jak plyne ze vztahu (8.4)

m_ 28
z - v
Urychlujici napéti Jako Eist& elektricky parameir lze ménit
skokem, ne vSak v libovolné mi¥e, nebot pusobi defokusaci pii-
stroje. V praxi je moZné ménit urychlujici napdti asi o + 10%.
Druhd velicdina, kterou vztah nabizi, je intenzita magnetické-
ho pole. Jejimu pohotovému prepindni brini jev magnetické
hystereze. Teprve zavedent leminovanych magnett dovolilo rych-
1é pFepindni mezi Jednotlivymi sledovanymi kandly s uspokoji-
vou p¥esnosti, T¥eti, teoretickou moZnosti, je zména poloméru
zakfivgni magnetu. Doposud neni zndmo Jeji praktické pouZiti.

P¥
detekéni limity dosahované MIM metodou vzdaleny teoretickym
moZnostem. Divodem je chemicky Sum, ktery z Suje pozadi a
tim sniZuje celkovy pom&r signdl/Sum. Ovlivn®ni tohoto poméru
Je podminéno zvySenim selektivity analyzy, co: lze obecnd do-
sdhnout 1) vhodnou derivatizaci, 2) volbou ionizacni metody,
3) volbou sledovanych iontd, 4) velbou vnit¥niho standardu a
vV neposledni Fad& 5) zdokonalen{im separacnich metod,

Derivatizace je udelnd, pokud vylepSuje tvar chromatogra-
fického piku anebo snifuje ztrdty v injektoru, kolond a ion-
tovém zdroji &i posouvd intenzivni ion do vy331 hmotnostni
oblasti s ni%3{im Sumem.

CEmae o
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izadni ods muzZe vést k vyraznému zvySeni piku ve
ééilggi:gzglhgﬁznosti (chemické ionizace), nebo g vyrazné
:gééi gelektivite (napf.)necitllvost negativni ionizace k
i fm nedistotdm). . ; i
uhlovggi%gngegovanjch iontd mimo oblast, v niZ se prgg;gugl
interferujici 1atky, obvykle sniZuje detekdni limit, i k K%'
zvolené ionty nepatri mezi nejintensivnéjsi. Zvysggi se eh i=
vity lze ddle dosdhnout vysokym rozlisenim nebo vy érem cha-
rakteristickych iontu tandemovou @motnosygl spektrom?trl%.
Vnitrni standardy lze rozdélit do %1 gkupin: (i) ldtky
strukfurng vzddlené nebo analogické, (ii) blizké ggmglogy,d
(iii) izotopicky modifikované sloucgnlny: Pri pouziti standar-
dd typu (i) a (ii) je p¥esnost analyzy limitovina rozdily v
extraktibilité, stabilité a ionizacnich uc;nyostech. Vet;lng
téchto nepresnosti eliminuji stan@agdyvmodlf}koyane stabilni-
mi izotopy diky velmi b11gkymvf¥21kalne79hem}ckym viastnostem.
Navic je lze vyuZivat soudasné jako nosice, jsou-li piFiddny
ke vzorku v ranném stadiu jeho zpracovani, i
Kalibradni zdvislosti se pivodng aproximovaly p¥imkou a
koncentrace analyzované 1ldtky se zjis%ova}a Z pomeru inten-
zit iontovych pdrld 1ldtky a standardu, JelikoZ se viak piky
spekter obou latek obvykle prekryvaji, coZ vede k OQChylkam_
od linearity, vyvstala nutnost odvodit ga}1bracp1 gav1s}ost1
teoreticky. Obecnd je analyzou stanovegy 1zotoplcky,pomer R
smési N moldl analyzované 1dtky a M molt standardu ddn vztahem
I\iI1
NI2v + hIzs z 12v
kde I,, I, jsou relativni intenzity signdld vazorku (v) a stan-

dardu (s) p¥i dvou zvolengch pomérech m/z (obvykle odpovidaji
molekuldrnim iontim 14tky a standardu). ; 2 /

Z rovnic vyplyvd, Ze analyzou gtanoveny pomér R neni o-
becné linedrni funkei moldrniho poméru. Rozbor vztahu vede ke
Sty¥em moZnym kalibradnim zévisloste@: . o
1) Idedlni p#ipad, kdy analyzovand ldtka ani standard navzdjem
neinterferujd, I2v = 113 = O. Grafem je p¥imka prochdzejic{

poddtkem se sm&rnici I1v/I25 bliZici se jedné.
2) Analyzovand 14tks nep¥ispivd k piku standardu {12v = 0).
Grafem je p¥imka se smirnici I1V/I25 a usekem na ose y 113/128

(pom&r 8igndlh distého standardu). .~ R .
3? Opak predchoziho, standard neprispivéd k molekuldrnimu piku
analyzované 14tky (I19 = 0). Grafem je polovidni hyperbola pro-

chézejici poddtkem g asymptotou I, /I, . V omezené oblasti lze
3dst hyperboly aproximovat p¥imkou se smdrnici I1v/12s‘

7 I"IH; it ITV il o

+ IES
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4) Obecny a nejdastdjsdi prfipad. Obé ldtky poskytuji signdl
pri obou sledovanych hodnotdch m/z. Grafem je poloviéni hyper-
bola prochdzejici bodem I1S/I23 na ose y, bliZici se v pocd-

tedni f4zi pF¥imce se smérnici I1V/I25 a s asymptotou I?v/I2v'
K obdobnym zdvErim vede rovnice odvozend Colbym a spol,

2 (R, - Rp)(Ry + 1)
g (Em-.Rx)(Ry+1)

kde x/y je moldrni pomér lehkého (x) a tézkého (y) analogu,
R, Ry jsou poméry intenzit iontd cistych ldtek x a y pri

dvou zvolenych m/z, Ry pomér intenzit iontd analyzované smési

téchto ldtek. Z rovnice lze odvodit, Ze zdviglost chyby méfeni
na mnoZstvi p¥idaného vnit¥niho standardu (x/y) prochdzi Siro-
kym minimem v oblasti vyhovujici nerovnosti 2R <R <0,5R;.
Mimo tuto oblast chyba prudce vzristd. J

0 detekdnim limitu metody rozhoduje pFedevS8im pomér inten-
zity piku analyzované ldtky k pozadi (signal/noise, S/N). Ty-
pické detekdni limity p¥i stanoveni organickych sloulenin ve
sloZitych biologickych systémech se pohybuji v Fddu

16Y = ap? ng/ml. Tyto hodnoty vysoko pFesahuji detekéni schop-
nosti hmotnostniho spektrometru, které jsou ddny statistickymi
fluktuacemi elektrickych velidin, vakua a pritomnosti chemickych
nedistot v iontovém zdroji. Hlavni p¥idinou pomé&rn& vysokych
detekénich limitd v prexi dosahovanych jsou ztrdty p¥i zpraco-
vdni vzorku a koeludni efekty. Ke ztrdtdm stopovych mnoZstvi
dochdzi na fdzovych rozhranich (kapalina - kapalina p¥i extrak-
ci, kapalina - pevnd fdze na sklenéném nidobi, injektoru, chro-
matografickych nosidich aj.). Vyrazné zvySeni obsahu vnit¥niho
standardu jako nosile vede sice ke sniZeni adsorpénich ztrdt,
zvySuje v8ak jak detekéni limit vétSim prispévkem sledovanému
iontu enalyzované ldtky, tak celkovou chybu méreni. Nové zavéd-
déné techniky, nap¥., superkriticks kapalinova chromatografie,
HPIC s kapildrnimi kolonami, tandemovd hmotnostni spektrometrie,
ddvaji dobré predpoklady k delsimu sniZovdni detekcénich limitd.
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15, Izolace a pFfiprava k analyze vzorki z biologickych
materidld

Hmotnostni spektrometrie je vysoce citlivd a selektivni
analytickd metoda poskytujici navic gtrukturni informace; neni
v3ak metodou universdlni. Cilem zpracovdni vzorkld p¥ed analy-
zou je oprodténi od rudivych sloZek, p¥ipadné tiprava fyzikdl-
nich &i chemickych vlastnosti, Kvalitativni analyzy by méla
provizet obava, zda struktura analyzovaného individua je to-
to¥n4 (nebo definovatelné odvozenég se strukturou ldtky v pr-
votni matrici. U kvantitativni analyzy je nezbytné zjistit,
aby mnoZstvi analyzované ldtky bylo definovateln& odvozeno z
mnoZstvi ldtky v pivodnim vzorku. Pokud je k dispozici synte-
ticky standard, je moZné jednotlivé izoladni kroky ovéfovat a
optimalizovat na modelovych pokusech. Ndsledujici text upozor-
ni na ndkterd moZnd nebezpeli ztrdty analytické informace v
pribéhu p¥ipravy vzorku k analyze.

15,1 Odb&r vzorkil a jejich uchovdvdni

Thned po odbé&ru zaéinaji probihat chemické a biochemické
reakce, napr. hydrolyza, esterolyza p¥itomnymi enzymy, &i me-
tabolické premény viudyp¥itomnymi mikroorganismy. Obranou je
pridavek inhinitord, uUprava pH, antibekteridlni 1ldtky, prudké
zchlazeni. Nejlépe je vzorek rychle zpracovat. Vzorky, pokud
nemohou byt ihned zpracovdny, konzervujeme hlubokym zmrazenim.
DileZité je vEasné zmé¥eni objemu ¢i hmotnosti: pri uchovévani
v mrazniéce se sniZuji sublimaci, p¥i rozmrazovani naopask zVy-
Suji kondenzaci{ vzdusné vlhkosti. U malych objemi do 0,1 ml
nejsou tyto zmény zanedbatelné. BezprostFedné po odbéru vzorku
je té% vhodné piidat standard pro kvantitativmi MS analyzu,

s vyhodou standard znadeny stabilnimi izotopy, zarudujici shod-
né pomérné ztrdty pro standar® i analyzovanou ldtku. Mezi vy-
hodné metgdy zpracovdni vzorku pro dalSi uskladnéni pat#i ne
vidy docenovand lyofilizace.

15.2 P¥edbé&Znd izolace

PF¥edb&%nd izolace spodivd v odstranéni hlavnich balast-
nich podill: srdZeni ldtek proteinového charakteru, filtrace
¢i odstredovdni heterogennich ¢4stic, homogenizace pevnych
vzorkl, extrakce roztokd. P¥i srdZeni dochdzi ke koprecipita-
ci a sorpci na sedimentujici &dstice, obvykle makromolekuldr-
niho charakteru. Nelze ani podcenovat destrukéni vliv tepla
vznikajiciho p¥i homogenizaci af mechanické &i ultrazvukem.

Extrakce je snad nejéasté&ji pouZivanou izolaéni metodou,
je v3ak téZ zdrojem Setnych artefaktd. Napi. tvorbu iontovych
pdrd lze cilend vyuZivat ke zvySeni selektivity extrakce. V
mnohaslofkovych smésich vSak na rozdil od &istych systémi také
vznikaji komplexy neZddouci, které sniZuji extrahovatelnost
ldtky nebo naopak zvySuji prestup neZddoucich p¥imési. Znacéné
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potiZe p¥i extrakcich plisobi tvorba emulsi. Pokud je ldtka v
rozpoustédle dobfe rozpustnd, je udelné dobu prot¥epdvdni ome-
zit. DelSi doby t¥epdni,v literatufe Gasto popisované, jsou
naopak nutné je-1i 14tke vdzdna v komplexu, jeho rychlost di-
gociace je limitujicim faktorem extrakce. Tvorb& emulzi 1ze
¢dstedné zabrdnit ji¥ zminénou intenzitou a trvdnim extrakce,
volbou rozpoustédla s velkym rozdilem specifickych hmotnosti,
iontovou silou a odstranénim jemnych heterogemnich &dstic od—
stfed®nim €i ultrafiltraci. Emulse ji¥ vzniklé, pokud nejdou
odstranit odst¥ed&nim, lze nékdy rozruiit roztiranim Spachtlf
¢i prudkym zmrazenim, pfipadné spojenym s odt¥edénim ztuhlé
vodné fdze.

Interakce s rozpouStédly jsou dalsim Zastym zdrojem chyb.
Pat¥i mezi né tvorba Schiffovych basi reakeci amint s acetonem,
vznik oxazolidind z beta-hydroxyamind a pFemdny derivdti kyse-
lin esterifikaci, transesterifikac{ a pod. Zndmé jsou nap?r.
transesterifikace methylestert p¥i extrakei do butylacetdtu z
progt¥edi chlorovodikové kyseliny. Ethylacetdt, ether a Jjind
rozpouStédla rozpoudtéji znaind mno¥stvi vody vietnd nedistot
v ni obsaZenych. ZivaZnd je Sistota pou¥itjch rozpoustédel.
fithery obsahuji peroxidy, chlorované uhlovodiky zas obvykle
fosgen, ktery reaguje s Fadou funkénich skupin. Stabilizdtorem
byva ethanol, ktery tvo#i s fosgenem chlormravendan. Ten jako
velice reaktivni sloudenina reaguje s alkoholy a aminy na N-
nebo O-ethoxykarbonylové sloudéniny. Obdobnd s chloroformem
vznikgji pFes dichlorkarbenovy meziprodukt N-formylderivdty.

¢inek extrakce lze ndkdy zvySit pridavkem povrchove ak-
tivnich ldtek. Naopak opakovani extrakce vede k vyraznému zvy-
Seni podilu nedistot s nizkjm rozddlovacim koeficientem a tim
ke zhorSeni poméru signdl/Sum. SniZeni objemu rozpoustédla
omezi mnoZstvi nedistot prechdzejici do organické fdze. Pozadi
zvySuji i nevhodné volené pufry: acetdt, citrdt, bordt a jiné
ionty prechdzeji snadno do organické fdze. Naopak reextrakce
z organické fdze do vodné a zpét vede k vyraznému vydisténi
vzorku, obzvlddté je-li druhé organické rozpoustsdlo jiného
typu neZ prvni. .

Zdrojem chyb miZe byt i prosté odstranovédni rozpoustédla
na rotadni odparce: béhem destilace poslednich zbytki se zvy-
Suje teplota a prudce stoupd koncentrace; oboji zvy3uje rych-
lost nezddoucich reakei.

Zvl1a$tni kapitolu tvo¥i zpracovdni neionogennich 1dtek
dob¥e rozpustnych ve vodé a 1dtek makromolekuldrnich. P¥i je-
Jich izolaci se vyhodné uplatnuji krdtké jednordzové komerind
dostupné kolonky s ndplni silikagelu, Ale3, aktivniho uhli aj.,
dasto sycené reverzni fdzi.

15.3 Derivatizace

Derivatizace v hmotnostni spektrometrii mi dva zdkladni
cile: zvySit stabilitu a t&kavost ldtek, kterd Jjinak nelze
analyzovat GC ¢i MS, a zvy8it citlivost a selektivitu a spizit
detekdni limit. Krom& vlivu na podminky GC separace_ovlivnuje
derivatizace i charakter hmotnostnich spekter. Ve S%astnych
p¥ipadech vede ke vzniku intenziwmich pikl ve vys38i oblasti
hmotnosti, kde se mén& projevuje pozadi.

|
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Chromatografické separaéni metody byly zminény v p¥edchd-
zejicich kapitoldch. I kdyZ byly popsény technlkg primé desorpce
z tenké vrstvy metodou sekundarni ionizace (SIMS), je dosud nej-
spolehlivéjsi p¥enos vzorku off-line. Skvrnu je moZné pienést
po vySkrdbnuti do sondy p¥imého vsiupu i s nosicem nebo vzorek
predem eluovat a rozpoustédlo odpa¥it. Na tomto misté je vhodné
upozornit na &dstecénou rozpustnost gilikggelu v poldrnich roz-
poustédlech, P¥i eluci pFechdzi maly podil silikagelu se vzor-
kem do rozpoustédla. V iongovém zdroji gﬁsth Jjako silny adsor-
bent poldrnich vzorki, zatimco (obvykle mén& poldrni nedistoty
se teplem desorbuji sndze. Disledkem je mdlo intenzivni spek-
trum analyzované ldtky ukryté v Sumu nedistot. ety

Pyatnost vysledku i téch nejdokonalej&ich analytickych me-
tod je zvldsté zdvisld na chybdch, JichZ jeme se dopugtlgi pri
p¥ipravé vzorku pfed analyzou. Rozhodujici podminkou tspéchu
je experimentdlni zkuSenost, teoretické znalosti, ale i trpéli-
vé a peclivé vypracovani a hlavné kritické zdivodnéni kaZdého
pouZitého &isticiho stupnéd.
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16. VyuZiti poditadd v hmotnostnd-spektrometrické praxi

0d svého vstupu do praxe v analytické laboratofi ne p¥e-
lomu 60. a T0. let ziskaly poditade postaveni jako integralni
goucdst pristrojové techniky.

Prvni podminkou pro Siroké pouZiti &islicovych technik
byly pokroky v technice integrovanych obvodd produkujici mno¥-
stvi levnych Sislicovych obvodd. Zavedenim &islicovych inte-
grovanych obvodd do méfici a reguladni techniky bylo dosazeno

yrazného sniZeni hmotnosti, velikosti a ceny t&chto zarizeni,
pri¢em# je dosahovdno vy33i presnosti a vykonnosti p¥i ziskd-
véni i prenosu dat nef u analogovych technik. Vyznamné je rov-
né% zvyseni stability &islicovych obvodi. Prakticky jsou eli-
minovény vlivy prostfedi na funkci souddstek, problémy tole-
rance soucdstek a jejich stdrnuti. Pomoci &islicové technik
Je moZno ziskat prakticky jakykoliv dynamicky rozsah. PokroSi-
138 polovodidovd technika ndm neddvno poskytla mikroprocesor,
plné &islifovy poditad v miniaturnim jednoduchém integrovaném
obvodu. Mikroprocesory nahrazuji minipoditade a mohou byt
pouZity i misto konvenénich &islicovych obvodii.

Vyhody politadt a jejich obrovsky potencidl jsou v analy-
tické praxi plné vyuZiviny nejenom pro pifesnou kontrolu vlast-
niho mé¥iciho procesu a ziskdvdni presnych vysledkd méreni s
vysokou éetnosti, ale zejména pro ndsledné zpracovdni t&chto
dat zvolenym zplisobem i jejich findlni interpretaci.

VypoCetni technike obvykle sestdvd z centrdlniho podita-
¢e pracujiciho v reZimu sdileni Sasu, nékolika jim Fizenych
mikropoditadl a soustavy vnit¥nich i vnéjsich pam&ti. MiYend
hodnota je zpravidla okemZit& digitalizovdna a uklddiana do nék-
teré z paméti politade, pripadné soudasnd zobrazovina. V hmot-
nostnim spektru je kaZdému iontu resp. piku prePazena hodnota
nomindlni hmetnosti a intenzity. Hmotnost je déna urdenim
vrcholu piku (diferencidlni zdznem intenzity prochdz{ nulou)
nebo tézisté, intenzita je urdena z vySky nebo_plochy piku.

V hmotnostn& spektrometrické analyze umoZnuje programovi
vybava poditade komerdns dostupnych gystémi provad&t mé¥eni v
nekolika reZimech, nap¥. je moZno ziskat spektrdlni data o
ionizaci el. ndrazem i chemickou ionizaci s detekeci negativ-
nich i pozitivnich iontd v jediném analytickém experimentu,
pficdemZ tato m8FYeni jsou redlnd i p¥i spojeni hmotnostniho
spektrometru s vysokorozliSujici kapildrni plynovou chromato-
grafii v nékterych pripadech s piesnosti postadujici k urdeni
elementdrniho sloZeni iontd, Nutnou podminkou pro takovd méye-
ni je vysokd rychlost digité}nihg snimdni (obvykle 150-200
kHz), dynamicky rozsah alespon 10° a vysokd rychlost "scanu"
(u magnetickych analyzdtord je nutnd laminovand konstrukce
magnetu) ve zlomcich sekundy za dekddu. Pro spojeni spektro-
metru s poéitaCem i nékterych dild zarizeni navzdjem je hojnd
vyuzivdno svétlovoddl a to nejenom pro elektrické odddleni
obou &4sti za¥izeni, ale i pro p¥enos signilu v presném tva-
ru a pot¥ebnou rychlogti. ;
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Jsme schopni monitorovat desitky_vybranjcbviontﬁ sogégsné
s vysokou citlivosti a méFeni kvantifikovat. MiZzeme provadét
méieni spekter metastabilnich iontd (u p¥istreji s vysokym roz-
lidenim) k objasnéni vzniku a fragmentace podstatnych iontd v
hmotnostnim spektru nezname létky, pripadné pro nalezeni téchto
i % ve spektru smési. h
10ntuPoéit§5 ndm pomtZe vyreSit i problém, jak nalofit s tako-
vym mnoZstvim vysledki. Automaticky provede mormalizaci spektra
na nejintenzivnéjsi pik ve spektru a vyjdd¥i jeho relativni in-
tenzitu k celkové intenzité iontového toku. Pro dalSi zpracovd-
ni hmotnostniho spektra je nezbytné jeho "vydisténi". Lze zadat
droven vyznamnosti iontd (pod touto hodnotou jsou vSechny ionty
anulovdny), lze ziskat primérné spekirum v daném intervalu mé-
¥eni, konkrétni ionty (napf. pozadi kolony, atmosféru,koeluujici
sloZky) lze ze spektra vymazat. Vetsiga modgrnlgh systému pro-
vddi takové operace automaticky tak, Ze napP. p¥i vyhodnocovédni
plynov&-chromatografické analyzy provede oznadeni vrcholu piku,
oznadi poddtek, resp. konec eluce (minima) a provede odedteni
primérného spektra pozadi od spektra zaznamenaného na vrcholu
chromatografické vlny. | L & b &

V pripad& nedokonalého d&leni sloZek p¥i chromatografii
provede pocitad analyzu pribéhu intenzit vSech ionth ve zvole-
ném rozsahu hmotnosti a retencénich &ast, p¥iradi k sobd ionty
se stejnym trendem intenzit a vysledkem jsou spektra &istych
sloZek nebo kvantitativni zhodnoceni jejich obsshu.

VSechna data je moZno ziskat jak v grafické tak i v tabe-
1ldrni formé& s moZnosti formidtovdni do podoby pFimo publikovatel-
né, Kapacita pam&ti poditade dovoluje archivaci mnozstvi spek-
trdlnich dat ?desitky tisic) a je zdkladem pro tvorbu knihoven
a komparativnich zplisobl interpretace spektrdlnich dat.

Prvnim krokem pro tvorbu knihovny hmotnostnich spekter Qe
redukce spektra pri zachovdni maximdlniho mnoZstvi strukturnich
informaci v ném obsaZenych. Tato operace je nezbytnd k zefekti-
vnéni préce s databdzi (redukuje podstatné obsah paméti nutny
pro ulozeni spektra a omezuje se polet operaci p¥i srovndvacim
zplsobu vyhleddvdni - Set¥{ &as). Podstatné je, Ze jak spektra
knihovni, tak spektrum nezndmé ldtky musi byt zpracovdno stej-
nym zplisobem. k

Vedle Fady malych specializovanych knihoven existuji i
velké kolekce soukromé i obecné pristupné. "Wiley Registry of
Mass Spectral Data" a NIH/EPA/NBS Mass Spectral Data Base,
které dohromady zehrnuji cca 80 000 hmotnostnich spekter ceca
67 000 sloudenin, jsou hlavnimi pFedstaviteli bdzi obeend pii-
stupnych, Zdkladnim problémem zejména velkych databdzi je kva-
lita uloZenych spekter. V&tZina spekter byla pfevzata bez ko-
rektury a bez znalosti podminek méi¥eni. Pritom nemaji hmotnost-
ni spektra povahu fyzikdlni konstanty a jsou velice obtiZng re-
produkovatelnd (pristrojové zdvisld). Bylo vyvinuto mnoho zpl-
sobl jak optimdlné redukovat gpektirum, podinaje vyb&rem uréité-
ho po¢tu nejintenzivnéjSich piki jeko reprezentativni charakte-
ristiky spektra, pires hodnoceni vyznammosti iontd ve spektru
podle jejich tzv. "momentu", tj. souéin nnm@nalnl hmotnost% a
intenzity iontu, aZ po tzv. bindrné kodovand spektra, kde je
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vyznamnost iontu urdena pouhou p¥itommosti i nep¥itomnosti
ve spektru. Posledné uvedeny zpisob hodnoceni spekter posky-
tuje pozoruhodné vysledky pri vyhleddvdni, zejména s pouZitim
malych systémd s omezenou kapacitou paméti.

NejrozsiFendjs8i metodou je technika Biemannova, kterd
spodivd ve vybéru dvou nejintenzivnéjdich pikd v inkrementu
kaZzdych Etrndcti hmotnostnich jednotek a takto redukované
spektrum je uloZeno pro Udely vyhleddvdni. Index podobnosti,
ktery je vyjdd¥enim shody mezi referendnim spektrem a spektrem
neznémym, je vypoditdn na zdklad® pomdru piki pFislusnych obéma
spektrim a na zdkladd relativni intenzity pikd objevujicich se
bouze v jednom ze spekter. Bylo udinéno mmoho pokust o dpravu
$éto techniky, spodivajicich v rozSireni inkrementu hmotnostni
Skdly (20 jednotek) &i zvitSeni &i zmensSent podtu vyznamnych
iontu v tomto inkrementu. Ukdzalo se viak, %e 14 hmotnostnich
Jednotek representujicich homologicky piirdstek methylenu je
optimdlni.

Dalsi velice rozSifenou technikou redukce spekter je me-
toda PBN (Probability - Based Match). Principem této metody je
predpoklad, Ze definuje vyznamny pik spektra s ohledem na jeho
statisticky vyskyt v databdzi. Jako vyznamné jsou hodnoceny ty
piky, jejich¥ vyskyt je ménd frekventovany a jsou tudi? vice
diagnostické pii vyb&ru spekter ne? obvyklé (b&zné) ionty. Re-
ferencni spektra Jsou redukovdna na obvykle 15-25 "jedine&nygch"
(neobvyklych) piki. Metoda tvo¥ila zdklad FYady on-line komer-
¢né dostupnych systémi. Vysledkem vyhleddvdni mi%e byt 100-150
nejshodnéjsich spekter, kteri mohou byt ddle statisticky vyhod-
nocena a podrobena vyhleddvdni stejnou technikou, Vyhodou této
$zv. "post search" metody je, ¥e pPi druhém vyhodnoceni mohou
byt jako vyznamné uvaZovany zcela Jjiné ionty ne% v prvanim kro-
ku, koneénym vysledkem je velice jemné rozliSeni mezi spektry.

Hennebergem vyvinuty_systém SISCOM Je charakterizovéan
Schopnosti rozliSit stupen podobnosti (SI) s pouZitim speci-
fického typu (S), kédovédni %CO) a mnohondsobnych (M) vybéro-
vych faktord. Pik je zde definovan Jako vyznemny, jestliZe je
vétSi neZ primér jeho "homologickych" pikd, tj. o 14 jednotek
hmotnosti niZ3ich a vy$8ich nes hodnoceny pik. Vyhodnoceni po-
dobnogti je zde zaloZeno na koreladnim koeficientu mezi redu-
kovanym spektrem a nezndmym spektrem, na vyznamnych (charakte-
ristickych) picich vyskytujicich se v referendnim spektru, a
nikoliv v nezndmém spektru, a na vyznamnych picich p¥itomnych
V neznémém spektru, ale nikoliv v referendnim spektru., SISCOM
vyhleddvd spektra podobnd spektru nezndmému, tj. spektra 1litek
strukturné podobnych.

Pro malé soubory spekter byly vypracovdny techniky vyhle-
ddvdni, pracujici s kompletnim spektrem, napi. metoda LIANAL,
kde knihovna 300 1d4tek je Fazena podle retendniho &asu. Pro
kazZdy scan je v matrici GC/M3 dat metodou nejmensSich &tvercy
testovdna shoda referendnich spekter majicich retendni &as
blizky uvaZovanému scanu., Touto cestou Jje ziskdn profil indi-
vidudlni sloudeniny ve vzorku jako funkce Casu. JestliZe je
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denina pritomna ve vzorku, ale nikoliv v knihowmé, metoda
z;ggggzié tgnto fakt, program extrahuje spektrum nezndmé 14t-
ky a spektrum miZe byt s p¥islusnym retencnim Casem vloZeno do
referendni knihovny. Obdobnd metoda, pouZivajici charakteristic-
kych hmotnosti v prislusSném inygryalu yetencnlho.casg pro iden-
tifikaeci a nazyvana MSSMET, umoznuje opet kYa?tlflkB?lz Obouv.
metod bylo pouzito pro monitorovdni metabolitl steroidd v moci.

Pro vyhleddvdni ve velkych kolekcich spekter je nezbytné
nejprve jednoduchou technikqu gyb;at tésny soupqr k dgta%;y%mu
srovéani. Je moZno nap¥. bindrné kodovat osm nejintenzivnéjsich
pikd ve spektru a tuto informaci uloZit Jgko sogcaggv%ndexu re-
ferenéni 1ldtky. Prvni vybér je tedy rychly a nejbliZ8i spektra
jsou Fazena podle poltu shodnych pikd k dalsimu zpracovani., U
komerénich systémi je takto ziskdna odpovéd v desitkdch vterin
a? v nékolika minutdch. Uspésné softwarové provedeni je uzkost-
livé streZenym vlastnictvim firem produkujicich tyto systémy.

S rozvojem pFistrojové techniky ve spektrdlni analyze jsou
tendence vytvdfet komplexni databdze, vyuzivajici nezdvisle nebo
v kombinaci vyhod kaZdé techniky. Zejména infradervend spektra
jsou velmi nadé&jnd s rozvojem GC/FTIR/MS zafizeni, kde se jiZ
citlivost IR metody blizi MS. V zdsadé je problém vyFeSen dvéma
zZpisoby. Bud jsou ob& spektra spolgcné kodovedna, nebo je infra-
dervené gpektrum vyuZito jako doplnkovy faktor urceni pritom-
nosti funkénich skupin. Prvni zplsob nardzZi na nesoqmerltelnost
bdzi obou typh dat (MS databaze s obsahem 40-70 tisic spekter,
IR spektra v plynné f4zi jen nékolik tisic) a obecné je obtiZné
Vv anal. praxi oba typy spekter synchronigovgt.’T? ge provadi pro
danou sestavu manudlné adjustaci_t¥{ aZ Ety? pikd v chromatogra-
fu. Ddle je moZno vyuZivat 'H i 13C NMR_spektrdlnich dat pro_
samostatny vyhleddvaeci postup, je-1i moZno (s ohledem na mno¥-
stvi 14tky) takovd spektra ziskat. ] e |

Snahy o urcéeni struktury nezndmé latky ze spektrdlnich dat
vrcholi vyvojem interpretadnich metod. V zdsadd je moZno rozli-
$it dva zpisoby, nazvané "pattern recognition" a "artificial in-
telligency". Prvd technika sgpodivd v urdeni substruktur moleku-
ly na zdkladé spektrdlnich charakteristik ( v tomto smyslu lze
povazovat vyhleddvaci metody d¥ive popsané za podskupinu metod
"pattern recognition", kde substruktura je ekvivalentem struktu-
ry kompletni)., Druhy p¥istup zahrmuje metody vychdzejici ze sou-
dasnych znalosti vzniku a fragmentace iontd v hmotnostnim spek-
tml

Technika DENDRAL provede nejd¥ive srovndni neznimého spek-
tra se spektry substruktur uloZenymi v knihovné€ a provede vyb&r
nejpravdépodobnéjsich substruktur, jeZ mohou byt prthmny v ne-
znamé ldtce. Nyni je spustén generdtor struktur, ktery provede
vybér mofnych kandiddtli na molekulu. Na zdkledd znalosti 0 jed-
noduchém Stépeni a p¥enosu vodiku jsou odvozena teoretickd spek-
tra kandiddtt a jsou porovndna se spektrem nezndmym {kriteria
podobnosti jsou pochopitelné odliSnd od d¥ive uvddénych vyhle-
ddvacich technik) a sefazena. Pro kaZdou strukturu je vypolte-

no teoretické 130 NMR a porovmnéno s experimentdlnim spektrem a
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konednym vysledkem postupu je vypis nejpravdépodobnéjsich
struktur.

Podobné pracuje systém CHEMICS, ktery vSak pro struktur-
ni korelace zahrnuje také infradervend spektra a neni tak sil-
né orientovdn hmotnostné spektrometricky (je urden pouze pro
sloudeniny obsehujiei C,H,N,0).

Technika STIRS (Self-training interpretation and retrie-
val system) vyuZivd n&kolika odliSnych technik vyhleddvini,
jeZz jsou zalozeny na riznych zpisobech redukce spekter (pre-
pisu, hodnoceni vyznemnosti iontd ve spektru) a jsou-tudiz ci-
t1livé na rizné spektrilni charakteristiky.

Vysledky riznych zpisobld vyhleddvani jsou vyhodnoceny s
ohledem na strukturni podobnost a je ziskdn vypis nejpravdépo-
dobnéjs8ich strukturnich fragmentl. Ddle je ziskdn Udaj o mole-
kulové hmotnosti sloudeniny, ekvivalent dvojnych vazeb, podet
atomi dusiku v molekule. K té&mto metoddm lze zahrnout i sekven-
¢ni analyzu derivatizovanych peptidl (od N-koncové aminokyse-
liny vypoctem kombinaci a srovndnim s redlnym spektrem. Postup
pracuje gutomaticky aZ k poslednimu iontu v redlném spektru).

Pocitaé ndm umozZni prepodet polyizotopickych spekter na
monoizotopickd, jeZ jsou zdkladem pro urdeni elementdrniho slo-
Zeni iontl, a naopsk provede vypodet teoretického zastoupeni
izotopi.

PrestoZe algoritmus t&chto vypoldtd je k dispozici ji¥ del-
81 dobu, je patrnd jeho urditd renesance s ohledem na nynéjsi
dostupné hmotnosti zrv 10 000) nap¥. technikou_ FAB. Dalsim dl-
vodem je rozvoj MS/MS techniky, kdy se neuplatnuje p¥irozené
zastoupeni izotopl v dcefinych iontech, a v neposledni Fadé
rostouci vyuZiti vysokorozlisSujici hmotnostni spektrometrie
vedlo ke kalkulacim ocdekdvanych izotopovych "clustert" (skupin-
shlukd) za téchto podminek,

Co 1lze odekdvat v blizké budoucnosti? Zejména vét31 prak-
tické aplikace systémi uZivajicich kombinovenid spektrdlni dsta
(MS/IR a snad i NMR). S rostouci dostupnosti vysokych hmotnos-
ti v béZné praxi je nasnadé dals{ zpresndni algoritmd pouiiva-
nych pro vypodet hmotnosti, elementdrniho slofeni a izotopic-
kych "clusteri". Tendence zavddéni malych (a pomalejSich) po-
¢itacl bude s ohledem na komerdni Uspésnost pravdépodobné po-
krﬁgogat a velké a pPevratné zm&ny se patrnd brzy nedodkdme,

i T2 e uls

Pocitace predstavuji bezesporu kvantitativni i kvalitativni
zménu v mérici technice. Je vSak Zddouci p¥ipomenout, Ze termi-
ndl a barevnd obrazovka zlistdvaj{ platnym ndstrojem jen v rukou
Skoleného specialisty.
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Soudasné komerdni hmotnostni spektrometry

17.
7.1 Gvod

{ éto kapitoly neni podat Uplné informace o vSech
typech ggiggsgé vyrégénjc% hmotnostnich spektrometri. Vzhledem
kyge Yetryité inovaci vyrobnich programi vSech vyrobel by ta-
kovépinformace byle zastarald d¥ive, neZ by text opustil tis-
kirnu. Cilem je spise podat ndvod, jak pgstupovat pri volbe
spriavného pristroje. Pokud se budeme zmlnogat o jednotlivych
typech a vyrobcich, je t¥eba si uvedomit, ze se Jedna jen o
hlavni typy, které se nejvice uplaftnujli na evropském trhu. Po-
dobné jako Vv pr¥edchozich kapitolaqh, budeme se i zde zabyvat
pouge oblasti organické hmotnogtni spektrometrie, nebudeme se
zminovat o p¥istrojich pro analyzu plynu a analyzu izotopickou,
i kdyZ by se takové vymezeni mtho(JeV1tv3ako neopodstatnené.
Predpokldddme rovnéZ, Ze hlavni otdzku pred vliastni volbou
vhodného pristroje, totiZ otdzku konkretnich analytickych pro-
b1lémt svého pracovidté, md 5ita§el ugagngnungredem. i34

Prigtroje v soucasné dobd vyrdbéné mizeme rozdélit do
4 skupin: I. hmotnostni spekﬁrometry kva@rupolqve, II. hmot-
nostni spektrometry sektorové, IIT. MS/MS systémy, IV. hmot-
nostni spektrometry specidlni, Prakticky vSechmy pristroje
I.,IT. a III. skupiny jsou bud v zdkladnim provedeni nebo spo-
lu s prislulenstvim konstruovdny jako kombinace GC/MS. V zd-~
vislosti na technickych parametrech, moZnostech technického
vybaveni a tedy i cend lze tyto piistroje rozdélit do nékolika
kategorii technické trovng (nejni#¥si, st¥edni a nejvyssi).
17.2 Hmotnostni spektrometry kvadrupolové

Nejjednodusdi kvadrupdlové pristroje Sspolg’s’ana}yzé-
tory na principu iontové pasti) jsou vyhradné pouzivany jako
selektivni detektory k plynovym chromatografim. Jsou opatreny
iontovym zdrojem s ionizaci elektronovym nérazemvg datasyste-
mem, jehoZ zdklad tvori zpravidla osobni mikropoéitad s dosta-
tednou kapacitou na uchovdvéni nejvétSich knihoven spekter a s
velkymi progremovymi moZnostmi zpracovdni spekter, Nejsou opa-
treny systémem primého vstupu, vakuovy systém tvori neprilis
vykonné vyvdvy, v nejmodernéjsi verzi 1 rotaéni pro predvakuum
a jedna turbomolekuldrni pro vysoké vakuum. PouZivat lze vzhle-
dem ke konstrukei vstupu pouze kapildrni chromatografické kolo-
ny. Hmotnostni rozsah (600 resp. 800) je dostatedny pro GC/MS
analyzy v&tSiny orgenickjch sloudenin. I kdyZz jejich cena je
neékolikandgobné vys8i nez cena plynovych chromatografi, je na
mnohych pracovistich takovd investice zcela opodstatnéna, ne-
hlede ke skutecnosti, Ze ziskdvané informace kvalitativne pre-
vySuji informace ziskdvané béinymi GC detektory. Jsou vhodne
na téch pracovidtich, kterd se zabyvaji problémy detekce a sta-
noveni zndmyeh sloudenin, v3t5inou primyslové vyrdbénych, ana-
lyzovatelnych plynovou chromatografii, jejichZ spektra jsou
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obgsaZena v knihovndch. MiZe se jednat zejména o pracoviSté re-
S8ici problémy toxikologické, problémy zZivotniho prostiedi a
pod. Maji malé rozmdry srovnatelné s rozméry plynovych chroma-
tografh, pouzivaji se jako stolni p¥enosné pristroje. Do této
kategorie pfistroji zarazujeme hmotnostné spektrometricky de-
tektor fy. Hewlett-Packard typ HP-5970 a detektor na principu
iontové pasti fy. Finnigan MAT typ ITD-700.

Kvadrupolové hmotnostni spektrometry stF¥edni kategorie
jsou zpravidla jiZ opat¥eny kombinovanym EI/CI zdrojem a pPFi-
mym vstupem pro zavddéni pevnych ldtek do iontového zdroje.
Zavedeni chemické ionizace neni sloZitym technickjym problémem,
avSak zvySeni ceny je dost vyznamné. Chemickd ionizace zvySuje
moznosti selektivmni detekce rady organickych sloudenin, spolu
s dalsi modifikaci pristroje umoZnuje té% 2ziskdvdni spekter ne-
gatiwmich iontd a je-1i k disozici p¥imy vstup, téZ desorpdni
chemickou ionizaci (DCI). Hmotnostni rozsah téchto p¥istrojh
je zpravidla do m/z 1000. Nejmoderndjsi pristroje této katego-
rie jsou rovndZ velice kompaktni stolni za¥izeni. Do této ka-
tegorie lze zaPadit pristroje fy. Finnigan MAT typ Incos 50
(¥adu 5100 lze povazovat za vybéhovou), HP 5995, Shimadzu QP
1000, Nermag R 10-10T, Nermag R-10-10S.

Kvadrupolové pristroje nejvy3sSi kategorie jsou vybaveny
kombinovanymi BI/CI zdroji, p¥imym vstupem, maji rozsSi¥eny
hmotnostni rozsah do m/z 2000 i vySe (2500) a vykonny vakuovy
systém, zabezpecdujici spojeni s kapalinovymi chromatografy s
pouzitim termosprejové ionizace nebo i pohyblivého pdsu. Mohou
byt opatfeny téZ ionizaci rychlymi atomy (PFAB). Jejich cena,

v zdvislosti na vybaveni, je vSak znacnd a zpravidla je srov-
natelnd (ne-1i vys8i) s cenou sektorovych p¥istrojl nejnizsi
kategorie. Do nejvySsi kategorie kvadrupolovych hmotnostnich
spektrometri Fadime ndsledujici pFistroje: Finnigan MAT Pada
4500 & 4600 jako GC/MS systémy, rada 4700 a 4800 jako LC/MS sy-
stémy, VG Masslab Yada 250 (12-250, 15-250, 20-250), HP-5988,
Nermag R 10-10E, Vzhledem ke konkurenci sektorovych pifistroju
nejnizsi kategorie, které poskytuji v mnohych smérech vice in-
formaci a analytickych moZnosti, lze odekdvat, Ze tato kate-
gorie kvadrupolovych hmotnogtnich spektrometru bude postupné
nahrazena trojitymi kvadrupoly jako ngjjednodusi MS/MS sesta-
vou. Tato prestavba je jiZ dnes uplatnovdna u vSech uvedenych
firem kromé HP,

17.3 Hmotnostni spektrometry sektorové

Do nejnizsi kategorie sektorovych pfistrojd ¥adime p¥i-
stroje s rozlidovaci schopnosti (RS) do 25000/10% (definice
rozliSovaci schopnosti na 10% prekryv, neboli dva stejnd in-
tensivni piky o hmotnostech M a M+ AM jsou rozliSeny tehdy,
je-1i vySka Udoli mezi nimi rovmna 10% jejich intensity, veli-
kost rozliSovaci schopnosti RP je pak urdena hodnotou M/AM).
Jejich maximdlni rozsah hmot p¥i plném akcelerujicim nagéti je
1000 a% 2000, Jejich prednosti pred kvadrupolovymi pristroji
je moZnost stanovit hmotnosti iontd s vysokou presnosti a tim
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3 %4 srn{ slo¥eni iontd, moZnost zéskévat spek-
moznost urc%Fli%gﬁeggiiglvznikleh rozpédem v prvni oblasti be%
e - “imdch a materskych iontd pomoci spojenych B/E
pole, spektra dcerinyc I0EL J v o komtrk
I 2 g dv iontd je moZné aktivovat zarazenim komurdy pro
P el do 1. oblasti bez pole. P¥ipoteme-1i k jejich
kolisni aktivaci do 1. OD/ £ 3 bi i ia thehs %

i vim Fadove citlivost p¥i GC/MS kombinaci, J 3
aktivim Fadove vyssl CLlilve i bl éms #i identi-

&i jmé i refeni strukturnich problemu, pri ildent

doporuc¢it zejmena pr it a) 14513

i : 1Atek neznamych (struktury metabolitu a pod.), zvla
Fikaci late meany s maji predpoklady pro_zajidtini kvalifi-
pak pracoviStim, ktera majl predp y pro 2 ’ 3

8381 Jako vsechny sektorové p¥istroje mohou byt
kovan&j3i obsluhy. Jak chny - e
¥ i zdroji BI/CI, FAB, termosprejovou ioni
grate o4 §°m3$n§§?§y§§tegorie fadimé pristroje: VG Analytical
iangg_ggo' Kratos typ MS-25 RF a JEOL typ D-303. Tyto pfigtro-
jg se Véak’podstatné 1i81 ve svych konstrukcich i v n&kterych
parametrech. MS-25 RF md klasickou EB NierTJohnionogg Kertlkil-
¢ iontovou optiku, rozliSovaci schopnost je automatlcky nasta-
3it§§ﬂé mechaﬂickjﬁi §térbinami na max 7500/10%, mi nejvyssi
GC/MS citlivost (pétgrét v§t§1 ve sroyndni s o7ﬁgtn%@1)z Tﬁ—sgo
je trisektorova kombinace EBE, zvyhodnug391.MS méfeni. Nova
koncepce bezhysterezniho magnetu pak umoZnuje rychly rozvoj &

S A 2 Al it Sl
presné nastaveni hmotnostni 8kdly bez pouziti referencnic a
tek. JlS D-303 pouZivd EB Matsudovu geometrii. M4 podobné moz-
nosti automatického nastaveni rozliSovaci sqhopnogtl_do'5000/10%.
Navic md moznost ruéniho nastﬁvegi RS pomoci kontinudlné nasta-
vitelnyech St8rbin az do 25000v10”$ / 5 |

Sektorové pristroje stPedni kategorie. Do této skupiny
¥adime pifistroje s rozlisovaci schopnosti do 50000/10%.’Vyzna-
duji se ddle vgééi citlivosti, vétsi presnosti stanoveni hmot-
nosti iontld, vét3im maximdlnim rozsahem hmotnost}m(az BDQngr§
max. akcelerujicim napéti), adaptabilitou pro MS/MS usporadani,
zejména hybridniho typu EBéQ nebo BEQQ. Pomoci téchto pristroju

J J e I o . x
je mozné provddét nejndrodnéjsi organickeé analyzy vieho druhu.
e e e e e e
rady yp (U= pripadné téz . 3
typ M5-890 & p¥istroje fy Finnigan MAT 90 a rady,8§00/840Q.
Rovné&Z v této skupiné se jednotlivé pristroje 1isi koncepecil
iontové optiky, vakuové techniky i elektroniky. 3 5]

Sektorové p¥istroje nejvyssi kategorie. Radime sem pri-
stroje s velmi vysokoumrozliéqvgci’schopnostlta rozsahe@_hmitz
R; piesaﬁgaq 10009%{1Qm avm$§ég%1n% ¥m0t§952n1'2033g23552§2 ggge
akcelerujicim napéti je aiz . Tyto pFistroj .
splnuji poZadavky nejndroénéjsich laborato¥i, zejména tam, kde
jsou pozadavky analyzovat vysokomolekuldrni 1ldtky o molekulovych
hmotnostech vy35ich ne% 5000 daltond. Redime sem ndsledujici
pristroje: pristroje fy VG Analytical Pady ZAB-E , pglstroaf
JEOL HX 110 a pFistroj fy Kratos MS-50 RF, Vysoké porizovaci
ndklsdy a ndroénost obsluhy predurduje u nds tuto kategorii pri-
strojli pouze pro ojedindld specializovand pracovisté.
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17.4 Tandemové (MS/MS) systémy

Trojity kvadrupol QQQ pat¥{ do nejni¥3{ kategorie pra-

yeh MS/MS systémi. Pouzivd kvadrupoly o hmotnostnim rozsahu
az 4000. Jednoduché linedrni scany umoZnuji vSechny typy roz-
voji zndmé pro spojeni rozvoje B/E u sektorovych pristrojd,
t.Jj. zigkdni spekter matefskych iontd, dceiinych i spekter
iontd odstdpujicich urditou zadanou neutrdlni Sdstici (neutral
loss fragmentation). M4 prednosti pFfed sektorovymi MS/MS systé-
my v jednoduldim ovldddni a Pizeni poditadem. Vyhoda sektoro-
vych pristroji je pak hlavnd v p¥esném stanoveni hmotnosti a
v mozZnostech sledovdni kolisnich fragmentaci p#i vysokych ener-
giich ionth., Trojity kvadrupol se svymi p¥ednostmi a nedostatky
je zpravidla drazSi neZ pFistroje sektorové nejniZsi kategorie
a pribliZuje se cenové sektorim stPedni kategorie. Do kategorie
trojitych kvadrupoll pat¥i pristroje fy Finnigan MAT TSQ 70,
fy VG Masslab Fady 353T (VG-20-353T a VG 30-353T) a fy Nermag
typ R 30-10.

MS/MS hybridni pristroje

Jdsou odvozeny od sektorgovych pristroji stfedni kategorie pFipo-
jenim kolizniho kvadrupolu a kvadrupolového analyzdtoru nebo

od p¥istrojli nejvyssi kategorie Fady VG ZAB. Maji vS3echny pred-
nosti sektorovych pFistroju s dvoji fokusaci se zachovdnim
vSech jejich puvodnich parametrii, Fadu prednosti pred trisek-
torovymi MS/MS systémy jak typu EBE, tak i BEB. Do této katego-
rie Fadime p¥istroje Ty VG Analytical typ 70-5(E)Q, (uspordddni
EBQQ) ZAB HSQ/HFQ a ZAB-EQ(SEQ) (uspo¥iddni BEQR), pristroj fy
Finnigan MAT H-SQ 30 (uspordddni BEQQ) a p¥istroj fy Kratos

MS 890Q (uspoidddni EBQQ).

MS/MS sektorové pF¥istroje

Nejvétsi volbu poskytuje firma VG Analytical. Je to jednak
Etyreektorovy systém na zdkladd p¥istroji 70-S s uspordddnim
EBEB, typ T0-S4F(SE4F) a 3 pristroje odvozené od Fady ZAB:
t¥isektorovy ZAB-3F(BEB uspordddni) a étyrsektorové ZAB-4F a
ZAB-SEAF (BEER usporaddni). Firma JEOL tgp JMS HX 110/HX 110

s uspordddnim EBEB a firma Kratos s uspordddnim EBE na zdkladé
analyzdtorti MS 50, p¥ipadné s uspordddnim EBEB t&chto analyzd-
tord. Vertikdlni geometrie pFistroji firmy Kratos v3ak zpiisobu-
je nemalé problémy v prostorovém uspoidddni analyzdtord.

17.5  Specidlni hmotnostni spektrometry

Do této skupiny pFistroji Fadime piistroje na principu
iontové cyklotronové resonance fy Nicolet typ PTMsS 2000 a fy
Bruker typ CMS-47. Analyzdtory typu TOF jsou komerdnd vyrdbény
ve gpojeni s ionizaci 2520f PD firmou Bio-ion Nordic, ve spoje-
ni s ionizaci (desorpci) lasery pak firmou Cambridge Mass Spec-
trometry Ltd., typ LIMA (TOF) firmou Leybold-Heraeus (typy
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Dovolujeme si sem za¥adit i kvadrupo-
etr s ionizaci elektrickym vybojem fy
1001 urdeny pro kvantitativni analyzy.

utno brdt v dvehu pri rgiiné qek;eiych

& { #itom jednat o za¥izeni nakladne. Tak
proylemuoﬁénegzgiéis g;zgﬁomglekulérni c@emie_{anglyza peptidd
gapgé ?nje v?hodnéjéi fes8it na }gvném_gflstroal’glgulon Nordic
ABpne% na drahych sektorovych pfigtrojich o zv1dSté vysoké roz-
1igovaci schopnosti.(Vyznam vysoke rozlidovaci schopnosti ztrd-
sokomolekuldrni oblast hmotnosti nad 10000 svij puvod-

ci pro v¥
ni smysl).

17.6 Jak postupovat p¥i porovnani kvality pFistroji?

LAVMA 500 a LAMMA 1000).
lovy hmotnostni spektrom
Bruker/Franzen typ GOMS

Pristroje této skupiny n

Paremetry jednotlivych p¥istrojh, uvddéné ve specifika-
cich, jsou pro nds zpravidla snadno dostupnymi Udeji, na zdkla-
d& kterych miZeme vice nebo méné objektivne posuzovat technic-
kou uroven jednotlivych typh. Jejich vyznem je pre@evs1T v_tom,
%e ka%dy vyrobce dosaZeni té&chto parametru g§rantuge._Dglez1yy
je pro nds nejen vydet jednotlivych parametru, ale zejmena pres-
né uddni podminek a jejich porovnatelnost u jednotlivych typl
(tykd se zejména citlivosti). Podrobné uvedeni podminek a para-
metri svéddi o serioznosti vyrobce, naopak chybi-li néktere
ddaje ve specifikaci, vede négrto zpravidla k Eo@ezregl, 26 Ay
pristroj nedosahuje kvality pristroje konkurencniho. Na zecesti
nds snadno miZe privést Udaj méFeny pri nestandardnich nebo ne-
specifikovanych podminkdch. Nemaji pro nds tedy prakticky zadny
vyznem nap¥.: citlivest 1 pg, rozlisovaci schopnost 25000, hmot-
nostni rozsah 5000 (u sektorovych pfistrojl), nejsme-li schopni
zjistit na jakou ldtku, ionizaéni techniku, ne jaky pik, pri ja-
kych podminkdch GC a v jakém reZimu (scan nebo SIM?) je citli-
vost vztaZena, nevime-1li, jak je rozliSovaci schopnost definova-
na 8i pro jaké skcelerujici nagéti 1daj maximdlniho hmotnostniho
rozgahu plati. Mnohem jednodu$si situace je u pristroju sekto-
rovych, prestoZe mnoZstyl udaju ve specifikacich je znacéné vyssi
nez u p¥istrojt kvadrupolovych. Je to zplsobeno veéisi tradici
sektorovych pristrojl a_malym podtem vyrobel (4). Citlivost je
zpravidla uvad&na zvlAst pro iontovou optiku v coulombech na
mikrogram meth@lstearétu a ionty m/z 298 (pro FI) a m/z 299 (CI)
vétSinou p¥i nékolika hodnotdch rozlifovaci schopnosti. Pokles.
soudinu citlivosti a rozlidovaci schopnosti p¥i p¥echodu od
nizké rozliSovaci schopnosti k vysoké dosti objektivn& charekte-
rizuje kvalitu optického systému. GC/MS citlivost je uvadéna po-
mérem signilu k Sumu (S/N) pikd m/z 298 (BI) resp. 299 (CI) pri
ndst¥iku 100 pg methylsteardtu do injektoru chromatografu.

pidkové pFistroje dosahuji S/N = 200:1. RozliSovaci schopnost
Je zpravidla vztaZena na 10% p¥ekryv piku (viz vySe). Vétsi
prakticky vyznam md ddaj o dynamické rozlidovaci schopnosti,
uvddény vSak pouze u Spidkovych p¥istrojt. Velmi dilezitym je
ddaj o pPesnosti stanoveni hmotnosti (v jednotkdch ppm) srovnd-
vgci metodou (peak matching) a v dynamickém reZimu s automatic-
kym zpracovdnim dat.
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U kvadrupélovych p¥istrojdt jsou specifikujici ddaje jed-
nak chudS8i eo do podtu, jednak mnohem méné jednoiné, Nékteréd z
nich nemaji adekvdtni vyznam. RozliSovaci schopnost je zpravidla
jednotkovd v celém hmotnostnim rozsahu a neni tak dileZitym pa-
rametrem jako u pFistroji sektonmovych. Rovnd% hmotnostni roz-
sah, pokud jde o kombinace GC/MS,neni kritickou velidinou, Nej-
dileZit8j81 charakteristikou je jejich GC/MS citlivost uvadina
podobn& jeko u sektorovych pFistroju hodnotou S/N. Byvé' viak
vztaZena na mol. pik methylsteardtu jen p#i EI. MnoZstvi pouZi-
tého methylsteardtu je kaZdou firmou a dokonce i pro kaZdy p¥i-
stroj uvddéno jinak. Nejsou jednotné rychlosti zdznamu spekter
a hmotnostni rozsah pro danou citlivost, nékdy je dokonce pou-
Zit Udaj p¥i sledovdni jednoho iontu (SIM). Méné seriozni vy-
robci mohou volit takoveé podminky, které p¥i porovndni zplsobi
falednou predstavu. Dlouhodobd stabilita uvddéna v hmotnostnich
Jednotkdch na hodinu, resp. nékolik hodin je vesmds dostate&ni
a nezdd se byt -faktorem kritickym. Podobné plati i pro maximdl-
ni rychlost zdznamu spekter a pro podet sledovanych iontd v SIM
rezimu.

Velké data systémy jsou vétSinou zaloZeny na poditadich
Tady PDP 11 nebo DG, Hardware a periferni jednotky jsou u vSech
firem na dostatedné Grovni a nemély by p¥i vybéru pristroje
hrdt rozhodujici roli. Jinak je tomu ovSem u softwaru, ktery
viek je bez praktického provddéni analyz t&iko porovneatelny.

PovaZujeme-1i parametry p¥istrojt uvddéné ve specifika-
cich za objektivni méritko posuzovéni technické urovné, pak ne-
méné diileZitou dlohu p¥i vybdru mi celd rada vice i méné sub-
Jjektivnich méFitek. Seriozni vyrobei poskytuji na poZdddni sez-

namy uZivateld jejich pfistreoji. Korespondenini spojeni (neni-1i

mozZné osobni) s uzivateli t&ch pFistrojt, o jejichs koupi uva-
Zujeme, by mélo doplnit nade pPedstavy o stabilitd, zachovani
parametrl, poruchovosti, UdrzZbé a servisu a o urovni softwaro-
vého vybaveni, jeko¥to nejkritidtdjSi ddsti datasystému., ILze
Je posoudit jen z dlouhodobé praxe podobng jako spolehlivost
vakuového systému, jako jedné z nejdtleZitdjSich Gdsti kadého
hmotnostniho spektrometru. Pravidlem by méla bft pracovai nd-
vitéva aplikadnich laborato¥i vyrobcl s provedenim analyz vlast-
nich vzorkd odpovidajicich vlastnim extrémnim praktickym podmin-
kdm.

PFi rozhodovdni je t¥eba brét v tvahu i zkuSenosti a tra-
dici jednotlivych vyrobcii. DileZitym faktorem je cena ndhrad-

P

nich di18 a sprdvny odhad kvality a rychlosti servisnich sluseb
v ceskoslovenskych podminkdch. Vzhledem ke sloZitosti a ndklad-
nosti pfistroji i servisu je t¥eba u_v3ech vyrobeld uvaovat

zdviglost n8 servisu, prevaznd zajistovaného ze zahranidi.
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J.T.Watgon: Introduction to Mass Spectrometry.Biomedical, Envi-
ronmental ami Forensic Applications, Raven Press,
New York, 1976 (239 str.)

U.P.Schlunegger:Advanced Mass Sgectrometry, Pergamon Press,
Oxford 1980 (143 str.

A.A.Poljakova: Molekuljarnyj mass-spektralnyj analiz organi-
deskich sojedinenij, Chimija, Moskva 1983 (248 str.)

A.A.Poljakova, R.A.Chmelnickij: Masg—spektrometri?a v orga-
nideskoj chimiji, Chimija, Moskva 1972 (367 str.)

K.Biemann:Mass Spectrometry, Organic Chemical Applications,
McGraw-Hill, New York 1962 (363 str.)

C.Brunnée, H.Voshage: Magsenspektrometrie, Verlag K.Thiemig,
Munchen 1964

H.D.Williams, I.Howe: Principles of Organic Mass Spectrometry,
McGraw-Hill, London 1972

V.V.Tachistov: Praktideskaja mass-spektrometrija organ%éeskich
sojedinenij, Izdatélstvo Leningradskovo Instituta,
Leningrad 1977

R.A.W.Johnstone: Mass Spectrometry for Organic Chemists,
Cambridge University Press 1972

I.G.Zenkevi&, B,V.Ioffe: Interpretacija mass-spektrov organi-
¢eskich sojedinenij,Chimija,leningrad 1986 (175 str.)

18.2 Monografie sloZené z pi¥ispdvki vice autord
(nemusi pokryt vSechny oblasti hm.sp.)

Mass Spectrometry (R.I.Reed, Editor), Academic Press, London
1965 (463 str.)

Mass Spectrometry, Proceedings of the International School on
Mass Spectrometry, Ljubljana 1969, J.Marsel, Editor
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Mass Spectrometry, Techniques and Applications, G.W.A.Milne,
Editor, Wiley, New York 1971 (521 str.)

Mass Spectrometry of Organic Ions, F.W.McLafferty, Editor,
Academic Press, New York 1963 (730 str.)

Topics in Organic Mass Spectrometry, A.L.Burlingame, Editor
: Wiley-Interscience,New York 1970 (471 str.)

Mass Spectrometry, R.Brymner, J.R.Penney, Editors, Butter-
worths, London 1968 (275 str.g

Mass Spectrometry, Ch.A.McDowell,ed., McGraw-Hill Company,
New York, San Francisco, Toronto, London, 1963
(637 str.)

Applications of Mass Spectrometry to Trace Analysis, S. Fa-
schetti, ed., Elsevier,Amsterdam,Oxford, N.Y. 1982

18.3 PF¥ehledné monografie

J.H.Beynon, R.A.Saunders, A.E.Williams: The Mass Sgectra of
Organic Molecules, Elsevier, New York 1968 (510 str.)

J.Roboz: Introduction to Mass Spectrometry, Instrumentation
and Techniques, Wiley-Interscience, New York 1968
(539 str.)

W.Benz: Massenspektrometrie Organischer Verbindungen, Akademi-
sche Verlaggesellschaft, FPrankfurt 1969 (396 str.)

H.Kienitz: Massenspektrometrie, Verlag Chemie, Weinheim 1968
(883 str.)

J.H.Beynon: Mass Spectrometry and its Applications to Organic
Chemistry, Elsevier, Amsterdam 1960 (640 str.) .

H.Budzikiewicz, C.Djerassi, D.H.Williams: Mass Spectrometry of
Organic Compounds, Holden-Day, San Francisco 1967
(690 str.)

J.R.Chapman: Computers in Mass Spectrometry, Academic FPress,
London, New York, San Francisco 1978 (265 str.)

G.Spiteller: Massenspektrometrische Strukturanalyse Organischer
Verbindungen, Verlag Chemie, Weinheim 1966 (354 str.)

N.A.Sechovcov: Magnitnyje mass-spektrometry, Atomizdat,Moskva
1971 (232 str.)

N.S.Vulfson, V.G.Zajkin, A.I.Mikaja: Mass-spektromeirija orga-
nideskich sojedinenij, Chimija, Moskva 1986 2312 str.)

B.S.Middleditch: Practical Mass Spectrometry, A Contemporary
Introduction, Plenum Press, N.Y., London 1979
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18.4 Monografie specidlng zaméfené

Iontovd optika

5 d. H.Hinterberger: Methoden und Anwendungen der Masgsen-
et spektroskopie, Verlag Chemie, Weinheim 1953 (288 str.)

Tontovd chemie, fragmentace, energetika

R.G.Cooks, J.H.Beynon R.M.Caprioli, G.R.Lester: letastable
’Ions, Elsev{er, Amsterdam 1973 (296 str.)

K.Levsen: Pundamental Aspects of Organic Mass Spectrometry,
Verlag Chemie, Weinheim 1978 (312 str.)

Metody, techniky

A,G.Harrison: Chemical Ionization Mass Spectrometry, CRC Press,
Boca Raton 1980 (156 str.)

Tandem Mass Spectrometry, F.W. McLafferty, Editor, Wiley-Inter-
scilence, New York 1983 (506 str.)

T,A.Lehman, M.M.Bursey: Ion Cyclotron Resonance Spectrometry,
Wiley-Interscience 1976 (229 str.)

W.H.McFadden: Techniques of Combined Gas Chromatography-Mass
Spectrometry: Applications in Organic Analysis,
Wiley-Interscience, New York 1973 (463 str.)

C.E.Melton: Principles of Mass Spectrometry and Negative Ions,
M.Dekker, New York 1970 (313 str.)

B.Ugrosik: Dynamické hmotové spektrometry, SNTL Praha 1972

P,H.Dawson, ed.: Quadrupole Mass Spectrometry and Its Applica-
tion, Elsevier, New York 1976

Aplikace podle typi sloucenin

M.R.Litzow, T.R.Spalding: Mass Spectrometry of Inorganic and
?gggnoget?alic Compounds, Elsevier, Amsterdam 1973
str.

Q.N.Porter, J.Baldas: Mass Spectrometry of Heterocyclic Com-
pounds, Wiley-Interscience, New York
1. vydani 1971 (564 str.)
2. vydani 1985 (966 str.)

H.Budzikiewicz, C.Djerassi, D.H.Williams: Structure Elucidation
of Natural Products by Mass Spectrometry,
Volume 1: Alkaloids (233 str.g
Volume 2: Steroids, terpenoids, sugars and miscella-
neous classes (306 str.)
Holden-Day, San Francisco 1964
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Z.V.Zaretskii: Mass Spectromeiry of Steroids, Israel Univer-
gities Press, Jerusalem 1976 (182 str.)

Biochemical Applications of Masg Spectrometry, G.R.Waller,
0.C.Dermer, Editors, Wiley, Vol.1 (1972), Vol. 2
(1978), Supplementary Vol. 1 (1980)

The Medical and Biological Application of Mass Spectrometry,
J.P.Payne, J.A.Bushman, D.W.Hill, Editors, Academic
Press, London 1979 (203 str.)

Analysis of Drugs and Metabolites by Gas Chromatography-Mass
Spectrometry, B.J.Gudzinowicz, M.J.Gudzinowicz,
volumes 1-T7, M.Dekker, New York 1980

R.Hague, F.J.Biros (Eds): Mass Spectrometry and NMR Spectro-
gcopy in Pesticide Chemistry, Plenum Press, New York,
London 1976

H.Budzikiewicz (Ed.): Progress in Mass Spectrometry
Vol.1. M.Hesse: Indolalkaloide, Verlag Chemie, Wein-
heim/Bergstr. 1974
Teil 1: Text (261 str.)
Teil 2: Spektren (98 sir.)

Vol.2, S.E.Drewes: Chroman and Related Compounds,
Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr.,
1974 (138 str.)

Vol.3. M.Hesse, H.O.Bernhard: Alkaloide ausgser Indol-

Triterpen-und Steroidalalkaloide,
Verlag Chemie, Weinheim 1975 (372 str.)

18.5 Periodika

Chemical Abstracts Selects-Mass Spectrometry (od r. 1977)

Mass Spectrometry Bulletin, Mass Spectrometry Data Center,
The Royal Society of Chemistry (uvddi ndzvy pivodnich
praci a klidova slova) od r. 1967

Organic Mass Spectrometry, Heyden, Wiley, plUvodni sd&leni od
r. 1968, 1 volume rocné.

Biomedical Mass Spectrometry, Heyden, Wiley, plvodni sdéleni
od r. 1973, 1 volume rodnd

International Journal of Mass Spectrometry and Ion Physics
(od r. 1983 .... Ion Phenomena), Elsevier od r. 1969,
vice volumli rodéné.

Specialist Periodical Report, The Royal Society of Chemistry,
Vol. 1-8 od r. 1968 zhruba 1 volume za 2 roky.
Kompilace a kritické zhodnoceni plvodni literatury,
vychdzi s dvouletym zpozZdénim.

Mass Spectrometry Reviews, Wiley, p¥ehledné &lédnky, od r. 1982
1 volume rodnd. '

Rapid Communications in NMass Spectrometry, od. 1.5.1987.
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¥ dné &ldnky vychdzeji nepravidelnd téZ v : Analyticel
gizgiztry, Chegzcal Reviews, Topics in Cu;rent Chemistry,
Tetrahedron, Organic Mass Spectrometry, aj.

e in Mass Spectrometry, Vol. 1-10, sborniky Mezindrod-
oL nich kogferenci o hmot. spektrometrii, jednou za
3 roky, posledni 1985.

18,6 Tabulky, atlasy spekter

J.H.Beynon, A.E.Williams: Mass and Abundance Tables for Use in
Mass Spectrometry, Elsevier 1963 (569 str.)

F.W.McLafferty: Mass Spectral Correlations, Americal Chemical
Society, Washington 1963 (117 str.)

M.Spiteller, G.Spiteller: Massenspektrensammlung von Losungs-
mitteln, Verunreinigungen, Saulenbelegmateriaslen und
einfachen aliphatischen Verbindungen, Springer-
Verlag, Wien 1973 (61 str. + 170 spekter)

R.A.Hites: Handbook of Masg Spectra of Environmentgl Contami-
nants, CRC Press, Boca Raton 1985 (394 spekter).

E.Stenhagen, S.Abrahamsson, F.W.MacLafferty: Registry of Mass
Spectral Data, Wiley-Interscience, New York 1974
(18806 gpekter, graf.)

Eight Peak Index of Mass Spectra, The Royal Society of Chemistry,
Mass Spectrometry Data Center, Nottingham 1983
(65000 Z4stednych spekter, tab.)

A,Cornu, R.Massot: Compilation of Mass Spectral Data, Heyden,
London 1966~1967 (1000 &&stednych spekter, tab.)

E.Stenhagen, S.Abrahamsson, F,W.McLafferty: Atlas of Mass
Spectral Data, Wiley, New York 1969 (cca 6000 spekter)
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