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Spektrometrija masa (MS)
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Primjena spektrometrije masa
1) molekulska masa (M*, M+1*,M-1)
2) elementna analiza
3) izotopni omijeri (33Cl, 37Cl)
4) molekulska formula (m/z = 120, CgH,N,, C;HgN,)
5) podaci o strukturi (analiza fragmenata, MS")

IONIZATOR

datasystem

> ivoriona ——  analizatormase | - detektoriona T

Spektrometrija masa (MS)

Prvi korak: nastanak molekulskog iona (prekursaj
M+e=— M"*+2e

Molekulski ion podlijeze fragmentaciji -produktmni
PM*+ R

paran broj radikal
M' +< elektrona
NM*+ N

neparan broj molekula
elektrona

loni se razdvajaju na temelju njihovih m/z i detes§tu
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ionski
snop
izolator

elektronski mogu dosegnuti detektor
snop prelagani ioni imaju
ionski previde svinutu putanju __detektorske
izvor . pukotine
- pukotine detektor
\ na vakuumsku
\ pumpu
" akceleratorska
4 \ ploéa
unos uzorak

preteski ioni imaju
premalo svinutu putanju

cijev

samo ioni odredene mase

. pisat

1. ionizacija brzim elektronima

— upareni uzorak se ionizira (obi¢no se ukloni jedan

elektron, ponekad dva; moderne metode i viSe elektrona) — pozitivno nabijene vrste ulaze

u akceleracijsku komoru;

2. akceleracija — ioni se podvrgnu djelovanju elektricnog polja radi ubrzanja;

3. otklon (deflekcija) — tezi ioni se manje otklanjaju od lakSih — odvajanje prema
atomskim (molekulskim) masama tj. m/z;

4. detekcija — samo ioni odredene mase dolaze do detektora — za detekciju svih iona
treba mijenjati akceleracijsko polje ili jakost magnetnog polja — detektor biljezi svaku vrstu

kao zaseban vrSak (“peak”).

TipiCne reakcije u izvoru s
lonizacijom brzim elektronima

Tvorba molekulskog iona

Fragmentacija

ABCD + ¢ = ABCD™ + 2¢
ABCD"— A™ + BCD

- A +BCD'-> BC'+D

B+ A7
— CD +AB' >
A+B*
D+ C'
- AB +CD'—>
C+D*
BC + AD®
Pregradnja i fragmentacija ABCD" — ADBC™ —
AD + BC”

“Sudari fragmentacija

ABCD™ + ABCD — (ABCD) ™ — BCD" + ABCDA"
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Relativna zastupljenost %

100 3
29 |32
50 EI-MS spektar
15 metanola
18
[l | 11} N
T T
15 30 m/z
CH,OH
mi/z Relativha mlz Relativha
zastupljenost % zastupljenost %
12 0.33 28 6.3
13 0.72 29 64.0
14 2.4 30 3.8
15 13.0 31 100.0
16 0.21 32 66.0
17 1.0 33 0.73
18 0.9 34 ~0.1

Spektar masa i pregradnja etil sec-butiletera

100 —
90 —|
80 —
70 —
60—.

40 —
30 —
20 —
10—
0—

20

CH=—O0H Ethyl sec—butyl ether
/ | m.w. 102
CHj f7g ——————————-
! P

M-CH3CHz

CHyCH;

30 40 50 60 70 80 90 100 110
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atomska i molekulska masa opcenito se izrazava u atomskim
jedinicama mase, amu (“atomic mass unit”) - prema ugljikovom
izotopu 2c kojemu je pripisana masa to¢no 12 amu

lamu=1dalton=1u
_1 12 g **C/mol **C
12{ 6,0221x107% atoma *2C/mol *2C

=1,66054 x 10-2* g/atom 12C

=1,66054 x 10?7 kg/atom 12C

 MS ne mjeri masu, nego m/z!

e Atomic mass unit = Dalton = 1/12 12C-
mase izotopa nisu cijelobrojne
vrijednosti!

» Molekulski ion daje masu molekule s
isklju€ivo najzastupljenijim izotopima
(Formula Mass) - masu molekule
dobivamo izraCunavanjem po
zastupljenosti

16.5.2013.



Tehnike ionizacije

lonizacija elektronima,
“Electron ionization” (El)
Kemijska ionizacija (Cl)
FAB (Fast atom
bombardment)

MALDI (Matrix assisted
laser
desorption/ionisation)

Termorasprsenje (TS-
Thermospray)

lonizacija pri atmosferskom tlaku

(API-Atmospheric pressure

ionisation):

— Elektrorasprsenje (ESI-

Electrospray)

— APCI (Atmospheric pressure
chemical ionisation )

lonizacija poljem, FI

Desorpcija poljem, FD

lonizacija brzim elektronima (El)

lonizacija u plinskoj fazi-

za lakohlapljive i
tremostabilne molekule

Velika fragmentacija-

molekulski ion s&esto ne

vidi u spektru
E~20-70eV

Intensity Intensity
(arbitrary units) (arbitrary units)

Intensity
(arbitrary units)

8000 69

El
6000

4000 A

56

87

bl .§2| 100 U

40 60 80 100 120 140 160 180
mi/z

87

2000

4500
3000 Cl-metan

1500

69 143
11
61 | s1] 10012127

60 80 100 120 140 160 180
m/z

12001 A

900+
600
3004

Cl-izobutan

73 87

60
60 80 100 120 140 160 180
ml/z
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Kemijska ionizacija (Cl)

Manje energije nego EIl - manja fragmentacija -
prisutan molekulski ion u spektru
Sudari molekule s ionima
Najceke se koriste metan, izobutan, amonijak kg
se prvo ioniziraju El
NajceXe nastaje MHmolekulski ion

M+ GH* —MH*+ G

MALDI
(Matrix-Assisted_aserDesorption

lonization
a) Uzorak se pomjeSa s matricom (otopina
organske molekule)
— SuSenje smjese
— Nastaje “solid solution"dvrsta otopina)

b) Kratki laserski puls jakog intenziteta
— Brzo zagrijavanje kristala matrice
— Prelazak u plinovito stanje
— ionizacija

16.5.2013.



lonizacija
elektrorasprsenjem

- jedna od najblazih tehnika ionizacije

- proces desolvatacije iona (“evaporacija iona”)
eluat je rasprsen u si¢uSne kapljice u elektricnom polju; povrSinska
distribucija iona kod odredenih dimenzija kapljica postaje prevelika i
zbog elektrostatske repulzije ioni su “izbaceni” s povrSine kapljice

atmosferski tlak

1 MH+

"4 Ng

kapljica manja kapljica

S

klasteri i ionske specije

E

S
« 0.9
Ms
LC protok e % (\.2 % @ f’
E— 10~ bar
100 bar Sn ioni

- fragmentaciju je moguce postiéi tako da se
molekulama malo poveca kineticka energija na
njihovom putu kroz izvor iona - fragmentacija je tada
posljedica sudara medu molekulama (tzv. in-source
collision induced dissociation, CID)

- fragmentacija je ograni¢ena na najlabilnije veze

16.5.2013.
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Electrospray MS spektar eritromicina (mol. masa 733.46 da)
<ty
1004 “‘:’cu o LWl 7345
o Yl R
ﬁ""- "o T
b an cin
ol (=11} i
% 7356
Ti85
Loy Jerk & 1
100 180 | 200 | 250 | 300 350 400 150 500 550 500 650 700 70 T
.
In-source Electrospray MS spektar eritromicina
100+ 158.1
576.4
7345
R
ssea 7355
5224 h 7165
211 N S ‘“‘..,.'.EL,‘.‘..

Kemijska ionizacija pod
atmosferskim tlakom (APCI)

- tehnika “meke” ionizacije

- zagrijavanjem molekule prelaze u plinovitu fazu (“flash

evaporation”), gdje se odvija proces kemijske ionizacije pod
utjecajem molekula otapala

- uvjet: spoj mora biti hlapljiv

- (M+H)* i (M-H)- kvazimolekulski ioni, ali i Citav niz adukata sa
molekulama otapala




Usporedba ESI i APCI

ESI APcl
- zapolarne - za molekule manje
organske molekule i molekulske mase
(bio)makromolekule koje su manje
koje postoje polarne, hlapljive i
ionizirane u otopini mogu formirati ione

u plinovitoj fazi

- manji protoci - stabilnost analita na

- usko podrucje povisenim temp
linearnog odziva - limit od ~1000 Da
detektora (hlapljivost)

- osjetljivost znacajno
ovisi 0 pH i ionskoj

jakosti, tj.
koncentraciji
elektrolita u
mobilnoj fazi
EI o
H3C 165-!
E 100 3
H;C M*
g 3,4-Dimethoxyacetophenone 1801
‘s C1gH 205
® 50 Mol. Wt.: 180
43 i 137
[ g " ] 94.-! 109:! L ] | )
III_[IIlI5[0|II||||ll1&)llll|llll§0IIII|lllI2(lnlll1—F
1
CT Reagent Gas Methane m/z
lBl-i
E 100
i M+1]" =M+H*
g [M+29]" = M+C,H,*
+41]" = M+C,H,"
e 5 M+41] sHs
20912211
0l_l_1|IIll[Illl|lll'|l’li|TT_|'|lllll|II|'_'_|IIIIII|
50 100 i 150 200
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Analizatori mase

Analizatori s magnetnim sektorom
Kvadrupolni analizatori mase
Kvadrupolna “stupica za ione”
Analizatori vremena leta

Fourier transformirana MS “stupica za
jone”

Magnetni sektor

preteski ioni imaju
premalo svinutu putanju

ionski .
snop , cijev
izolator

. samo ioni odredene mase

elektronski mogu dosegnuti detektor

snop
ionski
izvor

prelagani ioni imaju
previse svinutu putanju
"~ pukotine [

i‘
na vakuumsku e

pumpu

_detektorske
~._pukotine

detektor

" akceleratorska
ploca

unos ‘ uzorak |
|

N pisac
s Vlinaad Veliosbissasssassns

» Velika rezolucija, mase do 10000 da (s ESI i viSe)

16.5.2013.

11



Magnetni sektor

Ex = kineti¢ka energija iona
m = masa iona
_1 2 z = nabojni broj
B =28V = 2 mv V = napon izmedu ulazne i izlazne pukotine
v = brzina iona poslije ubrzavanja
e = naboj iona (e = 1,60 x 10'*° C)

Fu = Lorentzova (magnetna) sila
B = jakost magnetnog polja Fy =Bzev
F. = mv? Fc = centripetalna sila (ravnoteZna)
c- r r = polumjer zakrivljenja magnetnog sektora

Da bi ion pro3ao do detektora: Fyy = F¢

..... preuredenje za v =..., uvrStavanje v u Ey....., kona¢an izraz:
m _ B°r%e
Z 2V

Kvadrupolni analizator
mase

Izlazni
ioni

(My)

Izvor iona Kvadrupol

(M4, My, Mg)

Fokusiranje snopaiona

16.5.2013.
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Kvadrupolni analizator mase

* Primjenom RF i DC elektriénog polja duz
zajednicke osi Sipki kvadrupola mogucée je
filtrirati ione ovisno o vrijednosti omjera mase
I naboja iona (m/z)

kvadrupol je “filter” mase, jer za odredenu
vrijednost elektri€nog polja propusta ione
samo jedne vrijednosti m/z

Kvadrupolni analizator mase

kontinuiranom promjenom RF elektricnog
polja moguce je motriti Zeljeni raspon masa
kvadrupol je posebno pogodan za spregnute
tehnike zbog brzine skeniranja koju je njime
moguce postici

glavni nedostatak kvadrupola je manja
rezolucija nego kod ostalih vrsta analizatora

16.5.2013.
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Kvadrupolna stupica za ione (ion trap)

* lzvedba slicna kvadrupolu
» Bolja osjetljivost, dobra rezolucija, moguénost MS"

* najcesSce 3 elektrode: centralna prstenasta elektroda
(rf) i dvije “end cap” elektrode

Einzel lens,
Central element Trap ring electrode

lon volume

Einzel lens, s e

First element Trap end caps

Source lenses

* loni su uhvaceni, izbaceni iz stupice i detektirani-
Spektar mase

Analizator vremena leta (Time Of Flight- TOF)

loni se ubrzavaju elektri¢nim pulsevima od 103-10% V
Ubrzani ioni prolaze kroz cijev bez utjecaja magnetnog polja
Iste kinetiCke energije ali razliite mase iona

Laksi ioni putuju brze do detektora

Odvajanje iona ovisi 0 vremenu leta (1-30 us)

Slaba rezolucija, velike mase

16.5.2013.
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Fourier transformirana MS
“stupica za ione”

lonska stupica
lonska ciklotronska rezonancija
loni uhvacéeni u kruzno gibanje u magnetskom polju
Pobuda jakim rf pulsom (frekvencije jednake ciklotronskoj)
Nastaje signal u vremenskoj domeni
Fourierova transformacija = spektar mase

W, = VIr = zeB/m

Visoka osjetljivost i rezolucija, velike mase

FT-MS spektar

a) vremenska domena

(b)

i b) frekvencijska i
ol masena domena

|
|
|

i fa E

I
NOTCA VA S SN
| | Frequency (kHz) L
158 155 152 141 138 136
| | | Mass (amu) L1
17 119 121 131 133 135

16.5.2013.

15



100%—

M1 M2

T T
G M2 M1y miz

Razlwivanje
analizatora masa

Nominal mass loss occurring

(mass units)

Functional group possibly
associated with mass loss

—15
—16

=17

—18
-28

—162
—176

~CH,
-0
-NH,
-OH
—NH;
-H,0
-co
-CH,
-CHO
- CaHs

- OCH,
- CH;0H
-s

-CH,CO
-C3H,
-GCsH,

- CH,;CO
-CO,
-CO.H
—-O0C;Hs

- CH;CO,H
-S0;
—hexose

~ glucuronic acid

Razlugivanje

R=m/Am

Am = razlika masa dva susjedna vrska koji su
upravo razluceni

m = nominalna masa prvog vrska (ili srednja masa
dva susjedna upravo razlu¢ena pika)

smatra se da su dva pika razlu¢ena ako visina udoline izmedu vrSaka nije ve¢a od nekoliko
postotaka njihove visine (€esto 10%)

primjeri:

« spektrometar razlucivanja 4000 razlucuje pikove vrijednosti m/z 400,0 i 400,1 (ili

40,01 40,01)

* razlikovanje iona iste nominalne mase kao Sto su C,H,*, CH,N*, N,*, CO*
(nominalna masa 28 daltona; to¢ne mase 28.0313, 28,0187, 28,0061 odnosno
27,9949 daltona) zahtijeva razlucivanje od nekoliko tisu¢a

« ioni niskih molekulskih masa koji se razlikuju za 1 ili viSe, npr. NHz* (m = 17) i
CH,* (m = 16) mogu se razluciti uz razlucivanje manje od 50

16.5.2013.

16



Dusikovo pravilo

» Ako je molekulska masa paran broj, to
upucuje na paran broj dusikovih atoma u
strukturi.

» Ako je molekulska masa neparan broj, to
upucuje na neparan broj dusikovih atoma u
strukturi.

(Vrijedi za organske molekule do M,~1000
Da)

SPEKTRI MASA

lonske serije — indikator tipa strukture

alkilna: 15+ (14)n (m/z 29, 43,57, 71...)
zasi¢eni alifatski ugljikovodici, ketoni,
aldehidi

alkenilna:13 + (14)n (m/z 27, 41, 55, 69...)
alkeni, cikloalkani, cikloalkanoni

— aromatska:
(m/z 39, 51+1, 64+1,78+1)

— kisikova: (m/z 31, 45, 59, 73)

dusSikova:(m/z 30, 44, 58, 72)

16.5.2013.
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element Najzastupljenijii  Drugi izotop zastupljenost
izotop
Vodik H H 0.015
Ugljik 12c 13C 1.08
Dusik 14N 15N 0.37
Kisik 160 170 0.04
180 0.20
Sumpor 825 EES 0.8
343 4.4
Klor 35CI s7Cl 325
Brom "Br 81Br 98.0
silicij 285 29Sij 5.1
30Si 3.4
ClI spektri-
izobutan
- 57 MW=327daton | § . _,COOCHs
® 100 | CHOH-CH,0S0,CH;
L =4
£ 80
£ TN ©c 8 3 7 . .
g 60 a2 & 9 =98 g Cisti spoj
£ 40 O o NN )
-%’ 176 208 328 ™ S S o P
g 20 [ |284] o84 503 555 611655
100 200 300 400 500 600,700
261+1
2 100 el o -
g HO. =" \— ? 3
g 80 \e=N = = oEN
£ 60 S = 2 3 :
£ MW = 288 dalton ? | T §§ smjesa
k! < Y 9 do
[ & = & N R
e & 100 137 | 83 (od
100 200 300 400 500 ./, 600

16.5.2013.

18



YValine (V) Glycime (G) Serine(S) Glutamate (B) ™
CHON CHON ™

+17"
+HJ'

\]

M +23
M + Na]*

4131

" [anﬁ

Di-n - pentyl sulfide

L
/ § \ CHy(CHa), — § — (CH), CH ,
HC' — CH,
\ 174 (1) 10000
\ 175 (M#1) 1133
176 (M+2) 467

CyH, 8%

CHuSH
fCA"ns._C"r

80 90 100 1o 120 130 140 150

mjz

160

/ M+l
’4M+2

170 180

16.5.2013.
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x 3 417
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COOH—CH —CH;— CH,— COOH
|
NH,

CaHe M= 147

e M*
ikl 147

Cig (M = H0*
129

1

Lok 1 a1 Ly
20 0 20 60
mz
(a) electron impact ionization

130
(M - H0 + H)*

M + H)*
148
45 COON*

0 0 120 160
mz

(b) field ionization

B | ! |
40 80
miz

(c) field desorption

368
M +23]" (Na) et

50 100 150

!ﬁ-l

l§l-|
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Vrste ionizacijskih metoda i njihova kompatibilnost sa razli¢itim
tipovima masenih spektrometara

Tonization method Principal ions Mass Sample classes

detected (+1~)° spectrometer® (approx. MW limit)
electron impact M M.Q non-polar and some
EI and some polar organic
fragment ions compounds,
< ca. 1000 da
chemical ionization MH" M, Q non-polar and some
cI M7, (M-H)",M™* polar organic
compounds,
< ca. 1000 da
electrospray MH", (M+nH)™ M, Q, polar organics,
ES (M—=H)~, M—nH)"~ TOF proteins, biopolymers,

organometallics,
< ¢a. 200000 da

atmospheric pressure  MH" M,Q polar and some
chemical ionization M-H)~ non-polar organic
APCI compounds,
< ca. 1000 da
fast atom/ion MH" M.Q polar organics,
bombardment M-H)" proteins,
FAB/FIB/LSIMS organometallics,
< ca. 10000 da
(but depends on m/z
range of MS)
field desorption/ MH* M, (Q non-polar and some
ionization (M-H)~ polar organics, inc.
FD/FI synthetic polymers,
< ca. 10000 da
(but depends on m/z
range of MS)
thermospray MH", MNH* M, Q polar and some
TSP (M-H)~ non-polar organic
compounds,
< ca. 1000 da
matrix assisted laser MH TOF polar and some
desorption ionization (M—H)~ non-polar
MALDI biopolymers, synthetic
polymers ca. 200000
da and higher

M = molekulska masa
M = magnetic sector
Q = kvadrupol

TOF = time of flight

STUPANJ NEZASICENOSTI ILI BROJ
EKVIVALENATA DVOSTRUKE VEZE

Zasiceni ugljikovodik C H, +2
z dvostrukih veza izostanak 2z vodika

trostruka veza 2 ekvivalenta dvostruke
veze

halogeni (F,CI,Br,lI) ekvivalenti 1 vodiku
Si, Ge, Sn, Pb ekvivalenti ugljiku
Ciklicka struktura 1 ekvivalent dvostruke veze

16.5.2013.
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e F(IDV)=(2n+2 +m) —X /2

n- broj ugljikovih atoma i njegovih ekvivalenata
m — broj duSikovih atoma atoma i ekvivalenata
X — broj vodikovih atoma i ekvivalenata

Op¢i slu€aj (najéeséi): C, H, N, O, S, Hal

Procjena stupnja nezasi¢enosti:

1l)izostaviOi S

2) zamjeni halogen vodikom

3) zamjeni dusik skupinom CH

4) usporedi hipotetski ugljikovodik CnHx sa sastavom zasi¢enog

ugljikovodika CnH2n+2

F=(2n+2)—x/2 uzuvjetdaje S dvovalentan, N trovalentan

Na temelju fragmenata u EI-MS spektarima odredite koji spektar
pripada spoju 3-metil-2-pentanonu a koji 4-metil-2-pentanonu

43
100 4 93

-

s

o8 s8s8
]
g

QLT

0 20 40 60 B8O 100 0 20 40 60 80 100
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KROMATOGRAFIJA

Kromatografija — tehnika kojom se odjeljuju sastojci smjese ovisno o
njihovoj raspodijeli izmedu dviju faza, od kojih je jedna nepokretna, dok se
druga kreée u odredenom smjeru (pokretna faza).

Mihail Semenovi¢ Cvet, 1906.

- odjeljivanje otopine biljnih pigmenata klorofila i
ksantofila prolaskom kroz staklenu kolonu
napunjenu sitnozrnastim kalcijevim

karbonatom

- odjeljeni sastojci vidljivi kao obojene vrpce na
koloni:

\ “chroma” (grcki boja) + “graphein” (gréki
- pisati)

Biljni ekstrakt
uotapalu

kromatografija

Kolona:
sitnozrnati
CaCO;ili
Al,O4

AKO,07/08

KROMATOGRAFIJA

FAZE U KROMATOGRAFIJI:
» Nepokretna faza (stacionarna faza)
» Pokretna faza (mobilna faza)

Nepokretna faza
- Cvrsta tvar, gel ili tekucina
- ispunjava usku cijev ili je nanesena na ravnoj plohi
= sorbens

Pokretna faza
- tekuéina, plin ili fluid
- prolazi kroz ili uzduz nepokretne faze u odredenom smjeru
= eluens u kromatografiji ispiranjem (eluiranjem)
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PODJELA KROMATOGRAFSKIH METODA

PODJELA PREMA FIZIKALNOM STANJU FAZA:

Plinska kromatografija
Tekuéinska kromatografija

YV VYV

Fluidna kromatografija pri superkriti€énim uvjetima

PODJELA PREMA FIZIKALNOM STANJU OBJE FAZE:

Kromatografske metode ovisno o fizikalnom stanju obje faze

Pokretna faza | Nepokretna faza
Plinsko-tekuc¢inska kromatografija Plin Tekucina
(Gas-Liquid Chromatography, GLC)
Plinsko-¢vrsta kromatografija Plin Cvrsta tvar
(Gas-Solid Chromatography, GSC)
Tekuéinsko-tekuc¢inska kromatografija Tekuéina Tekucina
(Liquid-Liquid Chromatography, LLC)
Tekuéinsko-¢vrsta kromatografija Tekuéina Cvrsta tvar

(Liquid-Solid Chromatography, LSC)

PODJELA KROMATOGRAFSKIH METODA

PLINSKA KROMATOGRAFIJA (Gas Chromatography, GC)

- pokretna faza plin
- u koloni

TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA (Liquid Chromatography, LC)

- pokretna faza tekucina
- u koloni i na plohi

- sitne Cestice nepokretne faze uz visoki ulazni tlak pokretne faze
= tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (visokih tlakova)
(High-Performance Liquid Chromatography, HPLC)

FLUIDNA KROMATOGRAFIJA PRI SUPERKRITI CNIM UVJETIMA

(Supercritical-Fluid Chromatography, SFC)

- pokretna faza fluid (plin ili tekuéina) iznad ili blizu kritiéne temperature i

tlaka fluida
- u koloni

16.5.2013.
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Tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti- HPLC

Tehnika normalnih faza
— Nepokretna faza polarna (silikagel)
— Pokretna faza nepolarna (heksan, diklormetan, kloroform..)

Tehnika obrnutih faza
— Nepokretna faza nepolarna (silikagel s C8 ili C18 lancima)
— Pokretna faza polarna (voda, acetonitril, metanol..)

KOLONSKA KROMATOGRAFIJA — KROMATOGRAFIJA ISPIRANJEM

Eluiranje — pokretna faza ispire sastojke s nepokretne faze

Uzorak otopljen u pokretnoj fazi
nanosi se na vrh kolone

Dodavanjem pokretne faze uzorak
se krece niz kolonu

Sastojci se raspodjeljuju izmedu
pokretne i nepokretne faze

Razli¢ita brzina gibanja =
odjeljivanje sastojaka =
vrpce ili zone na koloni

E Kromatografske krivulje

- (krivulje eluiranja, pikovi)

16.5.2013.
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KOLONSKA KROMATOGRAFIJA — KROMATOGRAFIJA ISPIRANJEM

Kromatogram - grafi¢ki prikaz odziva detektora (funkcija koncentracije analita)
u ovisnosti 0 vremenu ili volumenu eluiranja.

- polozaj pika = kvalitativna analiza (identifikacija sastojka)

- visina ili povrSina pika = kvantitativha analiza (koli¢ina sastojka)

odziv detektora

vrijeme

|
Vo

|
Djelotvornost kolone  odreduju: # ‘:Yf\%a -
-relativna brzina eluiranja sastojaka = =l : :\\-—w
klasi¢na teorija / \ ! /I/
-Sirenje zona eluiranih sastojaka = el L e

kineticka teorija /\\} I

odziv detektora —

4 (©)

vrijeme —

KLASICNA TEORIJA KROMATOGRAFIJE

Klasi¢na teorija kromatografije — odjeljivanje sastojaka ovisi 0 njihovim
relativnim brzinama istjecanja iz kolone

KONSTANTA RAZDJELJENJA (koeficijent raspodiele)

o Konstanta razdjeljenja, K — odnos koncentracija odjeljivanog
K= ? sastojka u nepokretnoj i pokretnoj fazi za ravnotezno stanje
M

Koncentracija sastojka u nepokretnoj fazi, cS

Koncentracija sastojka u pokretnoj fazi, cM

16.5.2013.
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KLASICNA TEORIJA KROMATOGRAFIJE

VRIJEME ZADRZAVANJA

ty Ukupno vrijeme zadrzavanja , tg — vrijeme od trenutka
unoSenja uzorka do maksimuma pika

Zadrzano vrijeme (mrtvo vrijeme), t,, — vrijeme potrebno da
sastojak koji se ne zadrzava na koloni prode kroz kolonu

ty' =ty —t, Prilago deno vrijeme zadrzavanja , tg’

15 /ki\

le—si i

| \
|

odziv detektora

=__,€/ A\ /

vrijeme

- u GC analogno Vg, Vy, V¢’

Spregnute tehnike
LC-MS, GC-MS, LC-NMR, GC-
IR, LC-IR

» Za ucinkovitu analizu smjesa spojeva
— Identifikacija
— Odredivanje strukture
— kvantifikacija

16.5.2013.
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vrsta analizatora mase

Vrsta uzorka, kromatografska metoda, ionizacijska metoda i

Sample classes Chromatographic Ionization methods Mass spectrometer*

interfaces
proteins, LC,CE ES M, Q, TOF
peptides, low flow LC, CE FAB/FIB/LSIMS M,Q
oligonucleotides, none MALDI TOF
oligosaccharides
polar organic GC CI M. Q
compounds LC,CE ES M, Q

LC APCI M, Q

low flow LC, CE FAB/FIB/LSIMS M,Q

none FDI/FI M, (Q)

LC TSP M, Q
non-polar organic GC, particle beam LC  EI M, Q
compounds GC CI M, Q

none FD/F1 M, (Q)
synthetic polymers none FD/FI M, (Q)

none MALDI TOF

M = magnetni sektor
Q = kvadrupol
TOF = vrijeme leta (time-of-flight)

Primjena GC-MS

Kromatogram ukupne ionske struje i fragmentogrami
polikloriranih bifenila ekstrahiranih iz tla

Pik br. 1

Tetraklorbifenil

151

165

bt

158 208 258 300 358 wz

MS Spektar tetraklorbifenila

16.5.2013.
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LC-NMR-primjena
spektri kontinuiranoga protoka

peak 5: all- trans ‘?
1H LC-NMR spektri kontinuiranog R e i
pl’OtOka | : peak 4: 9- cis H

u“ J‘\‘ I l‘

1 e
: I" " | %0 dmin ‘ ‘ peak 2: 11- cis \j
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P peak 1: 11,13- dicis |
B [ “ “
Odvajanje izomera vitamina A

‘ |

mixture of isomers (
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Protonski NMR spektri mesalazina u 71% N i 29% DO

a) obtan spektar
b) prezasienje CHCN

c) dvostruko preza&enje
CH,CN i HDO

d) Dvostruko prezaéenje
CHL,CN i HDO uz*3C
rasprezanje

JUK

N
-
L

n l

.
(

T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 65 &0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 L0 DRI

Prednosti

* visoko razlgivanje

odvajanje  m—)
detekcija = e———)

* mjerenje u realnom vremenu

LC-IR 1 GC-IR
- direktnim povezivanjem kromatografa i infracrvenog
spektrometra omoguje se odvajanje i detekcija uzorka

Nedostaci

kromatografija

infracrvena spektroskopija

* poteskae prilikom korekcije

pozadinskog zk&nja

» kombinacija spektroskopskih i < loSa osjetljivost
kromatografskih informacija o analitu

* manja mogunost kontaminacije,

oksidacije i kristalizacije analita

=
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- podaci dobiveni vezanim tehnikama
kromatografije i infracrvene spektroskopije
zahtijevaju statistiCku obradu
- najznacajnije multivarijatne metode analize su:

- analiza glavnih komponenti

(engl. Principal Components Analysis, PCA)

- parcijalni najmanji kvadrati

(engl. Partial Least Squares, PLS)
- koriste se za dobivanje maksimalne koliine
informacija iz dostupnih podataka te za uklanjanje
pozadinskog zracenja

Vezane tehnike kromatoqgrafije i infracrvene

spektroskopije on-line:

» Tekucéinska kromatografija - infracrvena
spektroskopija on-line

(engl. Liquid Chromatography - Infrared
Spectroscopy on-line , LC-IR)

 Plinska kromatografija - infracrvena
spektroskopija on-line

(engl. Gas Chromatography -Infrared
Spectroscopy, GC-IR)

16.5.2013.

31



Tekwinska kromatografija - infracrvena spektroskomifaline

Tekwinska kromatografija - infracrvena spektroskop
on-line (engl.Liquid Chromatography - Infrared
Spectroscopy on-line, LC-IR)

mikrokolona

. S metalni
- uzorak iz tekdinskog drza
kromatografa prolazi kroz IR o etion 2

od teflona
protainu mikrateliju sa

.. .. . upadno IR T izlazno IR
stijienkama od kalijevog bromida ‘e = = raterie
- prolaskom kroz mikréeliju orkovane sastini soi

dolazi do djelomine apsorpcije s ks o el
v . . e T drza¢
IR zratenja s bl

izlaz

Shema IR protine mikraelije

Tekwinska kromatografija - infracrvena spektroskomifaline

Primjena LC-IR

« kvalitativna i kvantitativha analiza:

- aromatskih ugljikovodika
- steroida u bioloSkim uzorcima

x10

a~
“

. . 5
- polimernih dodataka Ha
- flavonoida u véu 3
- farmaceutskih proizvoda g

- smjese ugljikohidrata (Slika) =

1300
] ‘16&) 1400 ‘Wavenumber (cm"]

Analiza smjese fruktoze,
glukoze, saharoze i maltdze

lja
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Tekwinska kromatografija - infracrvena spektroskomifaline

Tmuvm P Erucamide
Tlnunn 440

lrz nox 3114
irgnnm 1010 “"\':jJ
1 Tlmnln r
i Reference
1
‘ ﬂ/\/\‘,k |
0 ln 0 30 40 S0 60 70 0 90

100 150 200 250 300 350 4000 3220 2440 1660 RSO
Time (min.) Pressure  (p.sii.) Wavenumbers

IR spektri sastojaka naréinog soka
¢iji se kromatografski pikovi pojavljuju

pri 2,5 min, 51 min i 66 min

Odrativanje polimernih
dodataka pomitu LC-IR

Absorbance

‘Wavenumbers

Plinska kromatografija - infracrvena spektroskopipline

Plinska kromatografija - infracrvena spektroskopija

on-line (engl. Gas Chromatography - Infrared
Spectroscopy on-line, GC-IR)

- uzorak iz kromatografske
kolone ulazi u svjetlosnu cijev
S unutarnje strane obloZzenu
reflektirajucim materijalom

- IR zra&enje prolazi kroz
svjetlosnu cijev te se
djelomicno apsorbira

- transmitirano zréenje
detektira se pomui
fotoelektriécnog detektora

IR izvor

svjetlosna
cijev

ulaz iz
kolone

fotoelektricni
detektor,

Opticki sustav GC-IR instrumenta
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Plinska kromatografija - infracrvena spektroskopipline

- viSestrukom refleksijom IR zéanja u svjetlosnoj cijevi
poveava se duljina puta zrake kroz uzorak

- detekcija uzoraka u plinovitom stanju prskim
koncentracijama

reflektirgjuca
povrsina
leca

leca

upadno izlazno
IR zradenje

IR zraéenje

! 1

izlaz ulaz iz
kolone

Prolazak infracrvenog z¢anja kroz svjetlosnu cijev

Plinska kromatografija - infracrvena spektroskopipline

Primjena GC-IR

 kvalitativna i kvantitativha analiza:

[ Stack Plot from 2.42 min, to 5.73 min. |

- farmaceutskih proizvoda
- fosilnih goriva (Slika)

- etertnih ulja H
- ispusnih plinova z
- produkata pirolize 00154
b.010
0.0054

3200 3100 3000 2900 2800 2700
Wavenumbers

IR spektri snimljeni tijekom kromatografske
separacije sastojaka benzina
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Plinska kromatografija - infracrvena spektroskopipline

alpha-pinene
beta pinene

tinakool
ES[?I;O‘C
chavicol
carvone

I acetate

6 P s b

eucalypiol(1,S-cineole)

O cic-mothyl cinnamats,

10 eugenol
Il methylengenol

12 trams-methyl cinnamate

£ 42 46
Time (minutes)

Analiza eterinog ulja bosiljka:

a) kromatogram

b) IR spektar kromatografskog pika

koji odgovara linaoolu

50 54

b)

% Tramsmizsion

a)

950

Linaloaol

4000 3200

2400 1600

Wavenumber

B8040
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