Kombindcia plynovej chromatografie a hmotnostnej spektrometrie

E. LAZAR

Ak by sme mali vymenovat moderné fyzikalno-chemické metddy, niekde na
zaciatku by sme iste, a nie neopravnene, spomenuli plynova chromatografiu
a hmotnostni spektrometriu, pretoze dnes prakticky nejestvuje oblast che-
mického vyskumu, v ktorej by tieto metddy nenasli svoje uplatnenie.

Plynova chromatografia (PCH) a hmotnostna spektrometria (HS) ako samo-
statné metdédy presli osobitym vyvojom. Zaklady hmotnostne] spektronnme
polozil J. J. Thomson, ktory r. 1913 analyzoval anédové lice neénu. Prvy
hmotnostny spektrograf skonstruoval r. 1919 F. W. Aston. V organickej ché-
mii sa HS prvykrat pouzila pri kvalitativnej analyze ropnych produktov
r. 1950. Sirsie pouzitie HS mozno vsak pozorovat az od r. 1960. Pre vyvoj plyno-
vej chromatografie bola vyznamna praca Martina a Syngea [1], ktorf upozor-
nili, Ze v chromatografickom systéme kvapalina—kvapalina mozno nahradit
pretekajicu kvapalinu plynom. Prakticky sa tato myslienka potvrdila az
r. 1952, ked Martin a James [2] opisali svoje tspesné pokusy v tejto oblasti.
Praca mala velky ohlas a kratko po jej publikovani doslo k prudkému rozvoju
plynovej chromatografie.

Prvé spojenie plynového chromatografu a hmotnostného spektrometra
uskutocnili r. 1957 Holmes a Morell [3], ktori Sstudovali plynné zmesi s pouzitim
deliaceho systému, umoziujiceho napistanie menej ako 19, zmesi vystupu-
jucej z kolény plynového chromatografu do idnového zdroja hmotnostného
spektrometra. Dalsi krok v tejto oblasti urobil r. 1959 Gohlke [4], ktory §tudo-
val zliCeniny nizkej mclekulovej hmotnosti, pricom pouzival priame spojenie
kapilarnej kolény s hmotnostnym spektrometrom. Roku 1964 skonstruoval
Ryhage tryskovy separator s pouzitim kombinovanej metédy PCHHS étw.n»
val zmesi mastnych kyselin a uhlovodikov nizkej molekulovej hmatnosti [5].

Prvy pristroj na trhu, vyuzivajici obidve metdédy, bol GC-MS S\stmn
s tryskovym separdtorom, skonstruovany r. 1965 vyrobcom LKB AB, Stok
holm. prvou aplikaciou kombinovanej metédy bola na tomto pristroji ana-
lyza metylesterov mastnych kyselin, izolovanych z masla. Zo ziskanych
spektier sa identifikcvalo 27 zloziek [6].

Aj ked od uvedenia obidvoch metéd do praxe uplynul pomerne kratky cas.
v odbornej literatire mozno najst vela titulov z oblasti plyrovej chromarto-
grafie [7—11], hmotnostnej spektrometrie [12-—14] i kombinovanej PCH-HS
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metody [15], nehovoriac o mnohych c¢lankoch, publikovanych v rozlicnych
odbornych ¢asopisoch.

Tento prispevok ma byt preto struénou charakteristikou jednotlivych me-
tdd s poukdzanim na problémy, ktoré vznikaju pri spojeni plynového chroma-
tografu a hmotnostného spektrometra, ako aj na moznosti aplikdcie kombino-
vane] PCH-HS metédy v chemickom vyskume. Na podrobnejsie stidium
teoretickych problémov PCH a HS odportcame uvedent literatiru.

1. Plynova chromatografia

Plynova chromatografia je mimoriadne citlivda metdda delenia prchavych
latok, zalozend na rozdeleni latky na dve fazy: nepohyblivi s velkym povrchom
(stacionarna faza) a pohybliva, ktorou je nosny plyn. Mozno povedat, ze ply-
nova chromatografia je akousi obdobou destilacie. V priaznivom pripade moz-
no nou rozdelit zmes zlic¢enin s dostatotnym tlakom nasytenych par (1—1000
Torr) pri teplotdch od —70 do +400 °C na jednotlivé zlozky, vyhodnotit
kvalitativne 1 kvantitativne tidaje o danej zmesi. Jej citlivost zavisi v neposled-
nom rade od pouzitého detektora; pouzitim vysokoseiektivnych detektorov
mozno analyzovat hmotnostné mnozstva v oblasti 1012 g. Z dvoch typov
PCH — adsorpénej a rozdelovacej — budeme sa dalej venovat rozdelovacej
plvnovej chromatografii.

1.2 Princip ¢innosti a funkcné casti plynového chromatografu
Obrazok 1 schematicky znazornuje plynovy chromatograf. Celkova ¢innost

plynového chromatografu mozno opisat kratko takto: vzorka sa injektuje do
injekéného bloku, v ktorom sa odpari a nosny plyn ju undsa do chromato-

fu. 1 zdgobnik nosného plyvnu: 2 ventil;
- koléna; 6 — rez koldénou, 7 detektor; 8
. @ — chromsatogram.

Obr. 1. Schéma plynového
3 — injekény blok: 4 tern
zap
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grafickej koldény. Vplyvom rozlicnej rozpustnosti jednotlivych zloziek v sta-
cionarnej faze dochadza pocas prechodu zmesi kolénou k jej rozdeleniu na
jednotlivé zlozky. Takto oddelené zlozky vstupuji postupne do detektora.
v ktorom sa deteguju. Signdl vznikajici v detektore sa zosilni a prividza na
zapisovac, ktory zapise priebeh celej analyzy vo forme tzv. chromatogramu.
V idedlnom pripade, ak koléna rozdeli zmes, pozostavajicu z a zloziek. mdze-
me na chromatograme pozorovat a pikov, pricom kazdy z nich prislicha
jednotlive]j zlozke (vzdialenost od zaciatku). Na identifikdciu zlozky, teda kvali-
tativnu analyzu, nam okrem iného slazia tzv. eluéné charakteristiky (eluc-
ny cas, elutny objem). Kvantitativne zastapenie zloziek sa vy hodnocu]e
podla plochy jednotlivych pikov, pretoze plocha je v prvom priblizeni amerné
mnozstvu danej zlozky.

Nosny plyn je pre ¢innost plynového chr omatografu nevyhnutne ])utwbn\
Na jeho cistotu a inertnost sa klada vysoké pomadavky Musi vyhovovat aj
pouzitému detektoru. V PCH sa oby¢ajne pouziva He, N,, H,.

Injekény blok je vyhrievany priestor, do ktorého Gsti zadiatok chromato-
grafickej kolény. V priestore injek¢ného bloku dochadza k vypareniu vzorky,
preto teplota injekéného bloku musi byt dostatotne vysokd, aby viparenie
vzorky prebehlo v kratkom c¢ase (v opacnom pripade dochadza k rozmyvaniu
pikov): na druhej strane vsak nesmie byt privysoka, aby nedoslo k termickej
destrukeii zloziek zmesi.

Koléna je zikladnou stcastou plynového chromatografu. Od jej kvality,
druhu i spésobu naplnenia zavisi tispech celej analyzy. Chromatografické kols-
ny pozostz’wajﬁ najéastejéie z ocelovej alebo sklenenej riarky. vo vnutri ktorej
je obycajne na nosi¢i umiestnend stacionarna faza. Kolény delime na naplinové
a l\dpﬂmne Odligujt sa vnitornym priemerom, dizkou, sposobom n.qﬂnema
s tym stuvisi predovsetkym ich efektivnost. Strucéné Chcﬂ’ﬂl\f@ll\ﬁl\\ chromato-
or afic kych kolén prehladne uvadza tabulka 1 [11].

Tabulka 1. Charakteristiky kolon

Vnttorny

, : Dizka VETD Objem vzorky
Druh kolony priemer -
(mm) (m) (mm) plynna | kvapalnd
analytické 2—6 0,5—6 1 0,1—50 ml 0.04—20 4l
napliové
Ii(“‘"!"‘”"‘“t“" 6-—500 26 1—5 0,05—151 0.02—2 ml
i bez naplne 0,1—0,5 10—100 0,5
|
| kapilarne 0.1—10 ul 0.004—5 ul
népliové 0.3 0.5--50| 0,5 |
|

Nosi¢ zabezpecuje velky, rovnorody a inertny povreh pre stacionarnu fazu.
Dnes je na trhu vela druhov nosic¢ov. Spomerime z nich napr. Chromosorb
P.W. G, AT, Porapak Q, P, R, 8, Varaport. Rozmery ¢astic nosica sa udava-
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ja v hodnotéach mesh. Pre bezné analytické tcely sa pouzivaji nosice s roz-
merom déastic 100—120 mesh (0,149—0,124 mm) (ASTM).

Staciondrna faza by v idedlnom pripade mala byt dobrym rozpastadlom pre
komponenty zmesi, pri pracovne]j teplote musi byt stabilni, inertnd a mélo
prehavé (0,01—0,1 Torr). Podla polarity mézeme stacionarne fizy rozdelit
na polérne, nepolérne, Specifické a schopné vytvarat vodikové vazby so zloz-
kami zmesi. Podobne mozno klasifikovat aj analyzované latky. Podla zndmej
skuto¢nosti, ze podobné sa rozpusta v podobnom, je preto pre kazdy druh
analyzy potrebné zvazit poziadavky pri vybere stacionarnej fazy. Kazdy vy-
robea stacionarnych faz (i hotovych kolén) uvadza pre kvapalnu fazu zdkladné
udaje: polaritu, max. pracovni teplotu a rozpuistadlo, napr. SE-30, silikénova
zivica: nepolarna, max. pracovna teplota 300 °C, rozpuastadlo chloroform.
Tieto udaje si velmi dolezité:

1. Max. pracovna teplota sa nesmie prekrocit; v opatnom pripade dochadza
k nadbyto¢nému tniku stacionarnej fazy (,,bleeding®).

2. Vzorka nesmie byt rozpustend v rozpustadle uvedenom pre stacionarnu
fazu.

Désledkom nedodrzania tychto podmienok je znehodnotenie kolény a zne-
Cistenie detekcéného systému.

Detektor sluzi na detekciu zloziek vystupujicich z chromatografickej kolény.
Kvalitny detektor musi byt predovSetkym necitlivy k zmenam teploty a rych-
losti nosného plynu, musi mat nizku hladinu Sumu a linedrnu odozvu v Siro-
kom koncentracnom rozsahu. Zmiefime sa strucne o niektorych typoch detek-
torov.

Podstatou tepelne vodivostného detektora (TVD) (katarometer) je zohrie-
vané vlakno s vysokym tepelnym koeficientom (W, W + Re), ktoré sa ochla-
dzuje podla toho, akd latka pradi okolo neho. V idedlnom pripade je signal
TVD (R, mV) funkciou koncentracie c:

R=k .c, (1.1)
kde k&, je konstanta. Ak oznac¢ime plochu piku 4, potom plati:
k,. M
. UL} 1.2)
e (

kde M je hmotnost zlozky a F objemova rychlost nosného plynu. Kedze plocha
je priamotmernd hmotnosti zlozky, mozno urtit zastipenie zlozky v hmot-
nostnych 9, ak pozname pomer pléch pikov. Na druhej strane je plocha piku
nepriamotmerna F, preto pri kvantitativnych analyzach treba udrziavat
konstantnt rychlost nosného plynu.

Velmi asto poum\mnv detektor je plamenovo-ionizac¢ny detektor (FID),
Plyn vychadzajuci z kolony sa miesa s H, a spaluje v atmosfére 0,. Tvoriace
sa 16ny a elektrony vstupuju do elektrédového priestoru, zmensuju jeho odpor,
dosledkom ¢oho j je vznik prudu vo vonkajsom okruhu. Mechanizmus vzniku na-
bitych castic nie je este celkom zndmy a predpoklada sa, Ze termickd ionizécia
m# maly podiel na celkovom pocte ionizovanych castic. FID je citlivy takmer
na véetky ovganické latky, s vynimkou HCOOH [8,s. 144]. Je ]ednoduchv
lacny, s linearnou odozvou v sirokom rozsahu koncentracnych zmien (107). Plo-
cha pikov nezavisi od rychlosti nosného plynu, kedze pre FID plati:
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A=1k,. M, (1.3)

kde k, je konstanta, M — hmotnost zlozky. '

Toniza¢né detektory sa zakladaji na skuto¢nosti, ze elektrick4d vodivost
plynu je imerna koncentracii nabitych ¢astic vznikajacich ionizdciou narazom
elektronov. Prad nabitych castic vytvara v elektrédovom priestore elektricky
prud. Vysledné napétie na vonkajsom odpore R sa zosilnuje a vznikajuci signal
sa vedie na zapisovac.

Zo specifickych detektorov spomenme detektor elektronového zachytu.
ktory sa pouziva pri analyzach pesticidov.

1.2 Teéria metddy

7 mnohych teérii PCH venujme aspon kratko pozornost rychlostnej tedrii.
ktora vypracovali van Deemter a spol. [16] a Glueckauf [17]. Délezitym ada-
jom, vhodnym na porovnavanie efektivnosti rozlicnych kolén je pocet teore-
tickych etazi (V) a vyskovy ekvivalent teoretickej etdze (VETE), medzi kto-
rymi je jednoduchy vztah:

VETE = 2, (1.4)

kde L je dizka kolény. VETE vlastne predstavuje dlzku kolény, nevyhnutni
na ustanovenie rovnovahy medzi stacionarnou a mobilnou fazou. Podla zna-
mej van Deemterovej rovnice pre VETE plati:

2v D 2kd? u
VETE — 23d, + Do | Zkdju (1.5)
i 3(1 -+ k)2D),
kde 42— konst., ktora je mierou naplnenia kolény, y — labyrintovy faktor.

d, — stredny priemer castic nosica, D, — difizny koeficient latky v mobilnej
faze, w — priemernd linearna rychlost nosného plynu, & — priestorovy faktor.
df, — efektivna hribka stacionarnej fazy, D, — diftzny koeficient latky v sta-
cionarnej faze.

Niekedy sa (1.5) pise v skratenom tvare:

VETE = 4 + g + Cu. (1.6)
28

Zmensovanim hodnoty VETE sa zvysuje efektivnost kolény. Je teaa uéelné
pracovat za takych podmienok, aby VETE bola minimalna. KedZze podla
(1.5) je VETE zlozitou funkciou rozlicnych koeficientov, zistuje sa minimalna
hodnota VETE experimentalne. Podla (1.6) je VETE funkcioun #. Tvar tejto
zavislosti je na obr. 2. Pri uq,e pracuje koléna najefektivnejsie. Treba pripo-
mentt, ze v désledku stlacitelnosti plynu nepracuje tak cela koléna, ale iba
jej cast.
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1.3 Kvalitativna analyza

Spomenuli sme, ze eluéné charakteristiky (elutny objem, elu¢ny cas) st
doleznyml a charakterlstlckynll tidajmi tej-ktorej latky. Namerané hodnoty
sa porovnavaji s hodnotami standardu. Casto vSak dochadza k tomu, ze latky
s blizkymi eluénymi charakteristikami splyvaja do jedného piku. Tento fakt
stazuje identifikovat latku, preto treba najst ini, vhodnejsiu kolénu, na ktorej

VETE
[mm]

a opt a

Obr. 2. Zavislost VETE od rychlosti nosného plynu. Veli¢iny 4, B, C — pozri rovnicu (1.6)

je rozdelenie latok uplné. Okrem toho nie vzdy mame na porovnanie eluénych
charakteristik standard. Existuji aj dalsie moznosti identifikacie pikov. Expe-
rimentalne sa ziskali rozlicné logaritmické a semilogaritmické zavislosti pre
rozliéné typy homologickych radov zltcenin. Velmi cenny tdaj je Kovacsov
elu¢ny index. O spomenutych moznostiach kvalitativnej analyzy sa mozno
blizsie dodcitat v

1.4 Kvantitativna analyza

V kapitole 1.1 sme spomenuli, ze plocha piku je v prvom priblizeni imerna
hmotnosti zlozky. Pre hmotnostné © zlozky & plati:

A, ,
(hmotn. %), = W 100, (1.7)

kde A je plocha piku. Pre kvantitativnu analyzu treba preto zmerat plochy
pikov a kedze ozva detektora je rozlicnd pre rozlicné zliceniny. zistit aj korek¢-
né faktory. Existuju rozliéné spoésoby merania plochy pikov — od planimetro-
vania, cez vyrezdvanie a vazenie pikov, po matematické vypocty (napr. vy-
pocet podla plochy trojuholnika). Najnovsie pristroje maju elektronické in-
tegratory, ktoré poskytuji ommoho presnejsie vysledky prakticky hned po
skonceni analyzy. O metddach absolitne] kalibracie, vnutorného Standardu,
pouzivanych v kvantitativne] analyze, mozno ndjst podrobnejsie informacie
v odbornej literature.
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2. Hmotnostna spektrometria

Zékladom metddy je stiepenie molekul organickej latky, spésobené narazom
elektronov na molekulu skiimanej latky v plynnom stave a nasledujice delenie
generovanych kladnych iénov podla ich hmotnosti. Pristroj, umoziinjici
separdciu iénov v plynnej fize a zaznamendvajici hmotnost a mnoZstvo
pritomnych iénov sa nazyva hmotnostny spektrometer. Obrazok 3 schematicky
znazorfiuje hmotnostny spektrometer s 90° sektorovym magnetickym polom.

Ako zdroj latky (I) pre hmotnostny spektrometer sa méze pouzit :

Obr. 3. Schéma hmotnostného spektrometra. 1 -— katoda; 2 — Strbina analyzédtora;
3 trubica analyzdtora; 4 — kolektorova strbina ; 5 —kolektor; 6 — zapisovac; 7—hmot-
nostné spektrum. Oblasti I, IT, III, IV — pozri opis v texte.

1. napustaci zasobnik (plynné vzorky),

2. priamy systém (kvapalné a pevné vzorky),

3. plynovy chromatograf (plynné a kvapalné latky).

Zo zdroja latky (I) vstupuji molekuly plynu do oblasti ionizacie (I1) —
i6nového zdroja, pricom mnozstvo plynnej latky sa reguluje tak, aby tlak
v oblasti II bol 10-"—10- Torr. Tonizdciu a disocidciu v oblasti 11 spésobuje
zvazok elektrénov s kinetickou energiou 20—70 eV. Niektoré molekuly sa pri
prechode oblastou II zrazkou s elektrénmi ionizuji. Kladne nabité iény sa
z oblasti Il vytahuji elektrédou s vysokym negativnym potencialom
(—4000 V). Takto urychlené kladné iény vstupuji do tzv. elektrooptického
systému (1), v ktorom sa prid idnov fokusuje. Fokusécia sa uskutoéiuje
pridavnymi elektrédami, umiestnenymi za oblastou I1. Pred vstupom do mag-
netického pola nadobidaji iény kineticka energiu (napr. 4000 eV), no vzhla-
dom na svoju hmotnost maji rozdielnu rychlost (£ = 1/2 mv?). Ked sa nabita
castica pohybuje v magnetickom poli (IV) kolmo na jeho silociary, posobi na
nu sila. ktord drahu castice zakrivi. Polomer zakrivenia je imerny hodnote
Me. kde M je hmotnost castice, e jej ndboj. Preto mozno vytvorit také pod-
mienky (parametre elektrického a magnetického pola), aby do vstupnej $trhbi-
ny kolektora (4) prichddzal prid iénov s ur¢itou hodnotou M /e (M,). Na kolek-
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tore (5) odovzdaji iény M, svoj naboj, vytvoreny a zosilneny signél sa registruje
zapisovadom [6]. I6ny s inou hodnotou M/e (M,, M) a teda aj s inym polo-
merom zakrivenia drahy narazaji na steny trubice analyzatora, kde rekombinu-
ju. Pravda, iony M,;, M, mozno tiez sustredit do strbiny kolektora, ak vhodne
zmenime parametre magnetického pola alebo urychlujiceho potencialu. Vztah
medzi polomerom zakrivenia », hodnotou M/e a parametrami elektrického
a magnetického pola mozno vyjadrit rovnicou:

e ]/M LR (2.1)

kde U je urychlujtaci potencial (V), B — indukcia magnetického pola (G)
(G =10-T).

; M . y. JETT € : s

Aby sa polomer drdhy castice o urc¢itom mernom naboji ( — | pri danej
M Jx

hodnote B pouzitého magnetického pola prave rovnal polomeru drahy trubice

analyzéatora (3) 74, vymedzenej clonami (2, 4), t. j. aby prave castice s hodnotou

(_) dopadali na kolektor, musi byt urychlujice napétie nastavené na hod-
.

4

notu U/,, ktord splia rovnicu:

20U, (M
rq = — 2.2
l V B? ( € )x’ =
resp. pri danej hodnote ' musi hodnota B, spinat podmienku:
L V>U M 3,
! Bg ( € );z:. a

Ak teda menime hodnotu B od zaciatocnej hodnoty B, po B, budi na kolek-

g .M . (M
tor postupne dopadat castice s hodnotami (—) az (—) :
e /o e /g

Na vystupe hmotnostného spektrometra sa obycajne registruje zivislost
iénového prudu od casu, pricom ¢as je spojeny s rychlostou zmeny parametrov
magnetického pola (rychlost rozvoja spektra) a méze sa vyjadrit v hodnotach
Mle. 7Z hmotnostného spektra potom médzeme jednotlivym pikom prisiadit
hmotnost M ,.

Keby sa viénovom zdroji tvorili iba molekularne iény (M+), bol by pristroj —
hmotnostny spektrometer — idealnym pristrojom na uréenie molekulovej
hmotnosti, no neposkytoval by informacie o Struktire sledovanej latky.
Utinkom pomerne v ysokej i mmz(unej energie (obycajne 70 eV) dochadza okrem
priméarnej ionizacie (vznik M) aj k dlsocmcu molekuly (mztrlmutle vazieb).
Podla hmotnosti tychto fr aoment()\' urcéenej zo Spektm mozeme usudit, aké
skupiny atéomov sa vvsls\tum v molekule neznamej latky, pretoze I\azde]
hmotnosti fragmentu zodpoveda urcity poéet moznych a lealn_\'ch kombindacif
atémov. Napr. fragmentu s M /e = 31 zodpovedd CH,0, C'H,N, fragmentu

Me = 55 zasa kombinacie CCHN,, C,HNO, C,H,;N,, C;H,0, C;H,N, C,H..
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Tieto informécie zo spektra moézeme vyuzit na to, aby sme z jednotlivych
fragmentov ,.zlozili** molekulu nami sledovanej latky.

2.1 lonizacia molekul

Spomenuli sme, ze v dosledku vysokej kinetickej energie bombardujacich
elektrénov dochadza k vzniku molekularneho iénu M+ a sekundarne fragmen-
tov s rozlicnou hmotnostou. Ionizaciu molekuly ABCD mézeme schematicky
znazornit takto:

ABCD + e~ +- E = ABCD+* - 2e- + K’
ABCD +*——— ~ABCD* -+ fotdn,
_ — >AB I+ CD+ + E”
—— A" 4+ BCD 4 E
atd.

(Hviezdit¢kou oznaceny i6on ABCD** predstavuje excitovanti molekulu.)

Kinetickd energia F, ktoru ziska molekula, dostiva sa do vnutornych
energetickych stupnov (vibracné, rotacné), ktoré vedu k disociacii. Naboj na
M* nie je lokalizovany a rozdelenie energie je statisticky ndhodné. Energia sa
prenasa z jedného stupna do druhého. Ak sa v niektorom stupni nahromadi
Statisticky urc¢ité mmnozstvo energie, dochadza k disocidcii molekuly danym
reakénym kanalom. Pri polyatémovych molekuldch existuje vela reakénych
kandlov, preto rozpad molekuly méze prebiehat niekolkymi smermi. Touto
postupnou disociaciou sa tvoria generacie iénov 2, 3, ..., n-tého stupna. Potom
zavisi od rychlostnych konstant jednotlivych disociatnych procesov, ¢ sa
v spektre pozoruji iény vyssich generaénych stupnov.

Pri fragmentdcii molekil zlic¢eniny mozno pozorovat vseobecne vznik
viacerych typov iénov:

1. molekularne iény (M),

2. iény fragmentov,

3. i6ny vznikajlice presmykom,

4. metastabilné iény,

5. i6ny, vznikajice pri medzimolekularnych procesoch,

6. i6ny s vacsim pottom nabojov,

7. zaporné iony,

8. i6ny s prebytkom kinetickej energie, tvoriace sa pri Franck—Con-
donovych prechodoch.

Charakterizacia jednotlivych typov idnov by si vyzadovala samostatni ka-
pitolu. Zial, pre obmedzeny rozsah ¢lanku moézeme zdujemcov o podrobnejdie
stidium upozornit iba na odbornt literatiru [12—14, 18, 19]. Poznamenajme
len, Ze pri praci na hmotnostnych spektrometroch strednej rozlisovacej schop-
nosti (500—2500) maji prakticky vyznam iény 1—3.

2.2 Interpretdcia hmotnostnych spektier

Pod tvmto pojmom rozumieme pristidenie struktdiry neznamej latke na
zaklade jej hmotnostného spektra. VSeobecny navod neexistuje a samotna
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luterpleta(na spektler si vvzadu]e znaéné odborné vedomosti i skiisenosti a je
¢asovo najnarocnejsou operaciou. Hmotnostné spektla st normalizované tak,
ze intenzita piku s maximéalnou amplitidou sa povazuje za 100°, a intenzity
ostatnych pikov sa vztahuju k tejto hodnote.

Medzi molekulovou struktirou a hmotnostnymi spektrami existuji uréité
vztahy, najméi empirického charakteru. Pre dspesnua interpreticiu ich treba
poznat. Ide najma o intenzity pikov M+, spésoby fragmenticie a presmykov
uréitych typov zlucenin.

Situdcia je jednoduchSia, ak o litke mame informacie, ziskané UV, IC
spektrometriou, NMR spektrometrlou alebo elementarnou analyzou. Casto st
tieto informdcie pre uspesnu interpretaciu nevyhnutné.

Dalsiu moznost poskytuji do uréitej miery rozliéné tabulky, v ktorych sa
uvédzaji hmotnostné spektra zlitenin namerané na inych pristrojoch [20—22].

Moderna technika zasahuje coraz vac¢smi aj do tejto oblasti. Samocinné poéi-
tace, v ktorych pamati st ulozené zakladné udaje o hmotnostnych spektréch,
tzv. dokumentacné fondy spektier, stavaji sa pomaly neodmyslitelnou sucas-
tou hmotnostného spektrometra. O wuplatneni pocitacov pri identifikdcii
hmotnostnych spektier mozno najst podrobnejsie informéacie v praci Koh-
novej [23].

3. Spojenie plyvnového ehromatografu a hmotnostného spektrometra

Npojenie plynového chromatografu a hmotnostného spektrometra je vyhod-
né z tychto hiadisk:

a) pri obidvoch metddach sa na stidium pouzivaji latky v plynnom stave.

b) obidvoma metédami mozno skumat mnozstva latok mensie ako 1 ug.

¢) rychlost obidvoch metéd je vo vzajomnej zhode, t. j. doba zdznamu piku
na plynovom chromatografe je postacujica na zaznamenanie hmotnostného
spektra zlaceniny, vystupujicej z kolény. Z jedného piku chromatogramu
mozno ziskat aj viac hmotnostnych spektier a urcit, ¢i skutocne ide o jednu
latku,

d) zmes organickych ldtok moze byt separovand: moze byt urceny elucny
¢as a hmotnostné spektrum kazdej zlozky.

Inymi slovami: plynovy chromatograf je vhodny zdroj latok pre hmot-
nostny spektrometer a naopak. hmotnostny spektrometer je vyborny detektor
pre plynovy chromatograf.

3.1 Neparatory

V kapitole 2 sme spomenuli, ze pracovny tlak v iénovom zdroji hmotnost-
ného spek‘rmn\(”v a je 10-7—10-° Torr. Pre plynovy chromatograf je zasa naj-
\\hodne],\le ak je na vystupe z kolény atmosfericky tlak. Tlak v iénovom
zdroji je ur¢ovany predovsetkym 1'\('}110%011 napustania sledovanej zlaceniny
a vakuovym systémom. Pre vacsinu hmotnostnych spektrometrov st pripust-
né rychlosti napastania 0,3 ml/min. Prietokova rychlost nosného plynu cez
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kolénu chromatografu byva 1—60 ml/min (zavisi od typu kolény). Aby sa
dodrzali podmienky pre pracu hmotnostného spektrometra, treba redukovat
objemové mnozstvo plynnej zmesi, vystupujicej z kolény, na hodnotu pri-
pustni pre hmotnostny spektrometer. Ak pouzijeme jednoduchy deli¢, pomo-
cou ktorého do hmotnostného spektrometra privadzame iba cast toku z kolény,
pozorujeme straty vzorky a zniZenie citlivosti (treba mat na pamiti, ze vzorka
je velmi zriedena nosnym plynom). Aby sme zamedzili stratam vzorky, pripaja
sa medzi plynovy chromatograf a hmotnostny spektrometer separator, v kto-
rom sa plynnd zmes, vystupujuca z kolény, rozdeli tak, aby sa po prechode
separatorom obohatila vzorkou. Mierou zvysenia koncentracie vzorky v plynne;j
zmesi po jej prechode separatorom je koeficient obohatenia, urceny pomerom
koncentracie vzorky pri vstupe do hmotnostného spektrometra ku koncentracii
vzorky na vystupe z plynového chromatografu. Dalsou délezitou charakteris-
tikou separatora je efektivnost, ktora urcuje podiel vzorky, vstupujicej do
hmotnostného spektrometra po procese obohatenia. Princip ¢innosti separa-
torov je v podstate rovnaky: oddelit z plynnej zmesi nosného plynu a vzorky
predovietkym molekulu nosného plynu, a tak obohatit zmes vzorkou. Kratko
sa venujme aspon niektorym typom separatorov:

a) Tryskovy separdtor (obr. 4) vyuziva najrozsirenejsi sposob oddelovania
He (nosného plynu) zo zmesi: zmes organickej zluc¢eniny a He vstupuje do
ustia A, z ktorého vyteka otvorom d, (0,1 mm) v tvare rozsirujiceho sa pradu.

¢ @

C B
vstup — N A -— vystup
e P
do HS , z PCH
k vyveve
Obr. 4. Tryskovy separator podla Beckera [25]. 4 — tstie vystupu z plynového chroma-

tografu; B, C — komory separdtora; d,, d,, d, — vysvetlenie v texte.

V stene oddelujicej komory 4 a B je dalsi otvor dy (0,24 mm), umiestneny
od d- vo vzdialenosti d, (0,3 mm). Najlahsie komponenty plynnej zmesi
(predovSetkym nosny plyn), charakterizované mensou hodnotou zrychlenia
v smere toku i vacsim koeficientom difuzie ako tazsie komponenty (organické
zlGceniny), prednostne opustaji tok a vstupuji do priestoru B opatreného
vikuovym odtahom. Takto sa plynnad zmes obohacuje fazsimi zlozkami.
Komora (' je vlastne kanalom, cez ktory obohatena zmes vstupuje do hmot-
nostného spektrometra. Separator ktory skonstruoval Ryhage [24], pozostava
z dvoch tryskovych separatorov, umiestnenych za sebou. Koeficient obohate-
nia tohto separdatora sa blizi k hodnote 100, jeho efektivnost je az 609%, [5].
Tryvskové separatory sa zhotovuja z nehrdzavejicej ocele ; mozno ich zohrievat
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do 300 °C, aby sa zabranilo kondenzicii a adsorpeii chromatograficky oddele-
nych latok v separitore.

b) Pdrovité separdtory s zaloZzené na principe efuzie. Eftizia (molekulirne
pridenie) cez otvor prebieha iba vtedy, ak priemer otvoru (d) neprevysuje
1/10 strednej volnej drahy molekil (L) v oblasti vysokého tlaku, t. j. pred
vstupom do otvoru. Ak v zmesi dvoch plynov st splnené podmienky efizie,
potom kazdy plyn pridi nezavisle od druhého, pretoze v blizkosti otvoru ne-
doché4dza k zrazkam molekil a treniu. Rychlost pridenia plynu v zmesi urcuje
pokles parcidlnych tlakov na otvore, cez ktory tecie plyn. V prvom priblizeni
zavisi nepriamo od molekulovej hmotnosti plynu, takze pri jednoduchych
podmienkach je vadsia pre lahsie plyny (nosny plyn). Molekuly nosného plynu
pretekaji otvormi (poréznym materidlom) rychlejSie a zmes sa obohacuje
o tazsie komponenty. Medzi separatory tohto typu patria: separator s porovi-
tou sklenenou trubicou (obr. 5), pérovity separator z nehrdzavejicej ocele,
teflénovy separator, separator s pérovitou striebornou membranou a strbinovy
separator, predstavujici separator nového typu. Podrobnejsi opis separitorov
mozno ndjst vo Watsonovej praci [25].

k vyveve
I3 iaile™

) il J]rfL N\
do HS *—f - \\ Emzﬁ&"— z PCH
\iql\i \2 \1

Obr. 5. Separdtor s pérovitou sklenenou trubicou podla Watsona a Biemanna [25]. 1-
vstupnd Strbina; 2 — poérovita sklenend trubica; 3 — vystupnd Strbina; 4 — prichytka
k i6novému zdroju hmotnostného spektrometra; 5 — odsdvany priestor; 6 — tesnenie.

Strbinovyj separdtor je na obr. 6. Plynnd zmes, vychadzajica z plynového
chromatografu, pradi v kruhovom kanali, ohrani¢enom dvoma ostrymi hrana-
mi a platiiou, ktorej odstup od hran sa da nastavit. Strbinou medzi hranami
a platiiou pradi prebytok nosného plynu a ¢iastotne aj latky, do priestoru,

v

, . CEEZZIZIA
vystup—>ﬂwi—i| F_A@:—»jstt‘ps
do

z PCH

vystup—s :_,—J;X

z PCH \,\ <
S

Obr. 6. Strbinovy separdator Varian MAT. 1" — k vyveve.
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z ktorého sa odsava pumpou. Menenim odstupu hran sa meni Sirka Strbiny
(0.1-—50 um) a eftizna plocha separatora. Tym sa meni aj vystupny tok, ktory
sa (pri vstupnom toku 1-—100 ml/min) méze nastavit na maximélne pristupnu
hodnotu pre hmotnostny spektrometer, t. j. 0,3 ml/min. Kedze rychlost pra-
denia plynu cez Strbinu je nepriamo imerna molekulovej vahe plynu, s rasti-
cou molekulovou hmotnostou latky stipa hodnota koeficientu obohatenia
a efektivnosti, ¢o sa nepriaznivo odzrkadluje pri kvantitativnych analyzach.

4. Varian MAT 111

Pristroj Varian MAT 111, s ktorym pracujeme na nasom ustave, je vhodnym
modelom na demonstraciu toho, ¢o sa povedalo v predchadzajucich kapitolach.
Varian MAT 111 je kombinaciou plynového chromatografu a hmotnostného
spektrometra s 90° sektorovym magnetickym polom. Optimalne spojenie je

dosiahnuté pomocou strbinového separiatora. Obrazok 7 znazornuje tento pri-
stroj schematicky.

/ﬂ
i ]

1"
L\
- N \\ W
1/8 :
Obr. 7. Schéma GC/MS systému Varian MAT 111. PCH plynovy chromatograt;
HXN — hmotnostny spektrometer; 1 — injekény blok: 2 -— koléna; 3 — Strbinovy separi-
tor; 4 vstupné vedenie; 5 — EID a idnovy zdroj HS: 6 kompenzacény zapisovad;
7 - elektromagnet; 8 — trubica analyzdatora; 9 — ndsobi¢ elektréonov; 10 — galvanomet-

ricky zapisovaé; 11 — osciloskop; 12 — priamy napustaci systém.

Na detekeiu chromatograficky oddelenych zloziek sa pouziva elektrénovy
narazovy ionizacny detektor (IKID), umiestneny v blizkosti iénového zdroja
hmotnostného spektrometra (IZ). Tym je umozneny vzajomny vztah medzi
chromatografickymi pikmi a hmotnostnymi spektrami prislusnych zloziek
analvzovane] zmesi.

Fnergia elektrénov EID je 20 eV, teda nizsia ako ionizatna energia pouzité-
o nosného plynu (He, 24,58 eV). EID poskytuje preto signal iba v pritomnosti
tei-ktorej zlozky zmesi. Plynovy chromatograf méze pracovat s naplhovymi
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alebo kapilarnymi kolénami v teplotnej oblasti 20—300 °C. Stabilita teploty
pri izotermickych analyzach je 4+ 0,2 deg, pri programovani teploty (10 rych-
losti od 0,5—20 deg/min) je + 0,5 deg. K zakladnému vybaveniu plynového
chromatografu patri standardnd analyticka stprava kolén (5 x 1/8") s tymito
stacionarnymi fazami: FFAP, Hallcomid, SE-30, DEGS, OV-1, Carbowax
20 M.

Energia elektrénov iénového zdroja hmotnostného spektrometra je 80 eV,
s pridavnym zariadenim sa moéze menit v rozsahu 5—80 eV. Emisny prad je
pri 80 eV 278 pA. Urychlovaci potencial —820 V. Iénovy zdroj pracuje pri
teplote 200 °C, s vyhrievanim pri 300 °C. Hmotnostny rozsah je 1 ... 1000 «
(a. h. j.), rozlisovacia schopnost 600.

Na detekeiu iénov sa pouziva 16-stupnovy nasobic¢ elektrénov so zosilnenim
10%.

Pristroj je vybaveny G¢innym vidkuovym systémom, pozostavajicim z dvoch
rota¢nych pump (50 I/min) a dvoch olejovych diftznych pamp (10 1/s, resp.
150 1/s).

Pre zaznam chromatogramov sa pouziva kompenza¢ny zapisovac¢ so 1009,
spatnou véazbou, s odporom 10'°Q. Hmotnostné spektrd zaznamendva
galvanometricky zapisovac.

Aplikacia PCH-HS metody

Oblast pouzitia kombinovanej PCH-HS metédy je velmi Siroka. Metdda sa
da pouzit prakticky vsade tam, kde sa pouziva PCH. Vidy vSak treba mat na
pamiti urcéité obmedzenia pouzitia metédy PCH-HS v porovnani so samou
PCH. Na druhej strane je pouzitie hmotnostného spektrometra ako detektora
vyvhodné najmé pri kvalitativnej analyze zmesi.

Kombinovana plynovd chromatografia a hmotnostnd spektrometria sa
pouziva v biologickej oblasti pri analyzach mastnych kyselin. alkaloidov.
steroidov, aminokyselin, aromatickych latok, hormoénov, antibiotik, drog
a ich metabolitov, v organickej chémii pri analyzach ropnych a uhlovodiko-
vyveh plynov, produktov organickych syntéz, v medicine, v biochémii. pri
najrozlicnejsich studiach produktov ktoré v7n1kaju pri spracovani a tuprave
potravinarskych produktov. Uvedme iba kratky prehlad vyuzitia kombinova-
nej PCH-HS analyzy v potravinarstve: PCH-HS metédou sa analyvzovali
aromatické latky v bandnoch [26], pomarancovom dztse [27], kave [28].
mlietnom tuku [’Q], jahodach [30], vine [31], rume a whisky [32], fenolové
a dechtové latky v idenom maése [33]. O analytickej aplikacii PCH-HS metddy
prehladne referuji Burlingame a Johanson [34], Issenberg a \pol [35] a dalsi
[367 Aﬂdl\ zovali sa aj zmesi prirodnych uhlovodikov [37]. kyseliny Krebsovho

( 38], studovali sa aminokyseliny a peptidy [39, 40], llpldv [41], urtoval
sa oLsah pesticidov v potravindch | 421, rastlinach [43. 4‘»‘. i dechtovych latok
v tab vkm'om dvme [44, 45] atd.

Z me(‘(*neho kratkeho prehladu vidiet, ze }H)UI‘TI(' Lomhmovane] PCH-HS
metody je rozmanité. To dava slubné perspektivy pre este vacsie uplatnenie

l’("H-H;\ metédy nielen v potravinarskom vyskume, ale aj v rozlicnych
oblastiach chemického vvskumu.
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Sthrn

(lanok je rozdeleny na 5 Casti, v ktorych autor postupne vysvetluje principy
plynovej chromatografie a hmotnostnej spektrometrie, ako aj kombinovanej
PCH-HS met6dy, venuje sa problémom, ktoré vznikaja pri kombinécii plyno-
vého chromatografu s hmotnostnym spektrometrom. Tieto poznatky dalej
demonstruje na priklade pristroja GC/MS Varian MAT 111. Zavereéna cast
venuje aplikacii kombinovanej PCH-HS metdédy v potravinarskom a chemic-
kom vyskume.
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RowoOumaisa razoBolil Xpomarorpaim 1 Mace-CHeRTpoOMeTpHil

BuiBO b

TATbhi paclipe/ledeHa Ha D uacTeil u aBTOp B HHUX HOCTEIIEHHO HCTOJJROBLIBACT HPIHHILHIILI

a?onon \p()mmupa(}mn (I'X) u macc-cuexrpoverpit (MC) a rarme KROMOMHUPOBAHHOIO
seropa TX/MC 11 yaeaser BunManue mpod.eMaM BOSHUKAIONIM Hpil KOMOUHATILIL Fas0BOro
xpomarorpada ¢ Mace ~CHEKTPOMETPOM. ITI MO3HAHMS OH jlajiee IPHMEHsET Ha o0pase 1upii-
Gopa GC/MS Varian Mat 111. SariiouiresbHas YacTh COAEPHUT IpIMeHenne ROMOIHII-
|Hil'd‘HH010 I'X/MC yeroja juist e aeloBaHIIT B TIIEeBOL 11 XIMITUeC RO ITpOMBIITLTeHHOCTIL.

Combination of Gas Chromatography (GC) and of Mass
spectrometry (MS)

Summary

The paper is divided in 5 parts in which the principles of G " and of M N,

and of GC/MS are by author explicated. The author solves the problem rising by the
combination of the G C with M S These results are further demonstrated on the example
of the equipment GS/MS Varian Mat 111. The final part is devoted to the application of
the GC/MS combination in food and chemistry industry research.
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