I = Zrodta jonow

Zrédla jonéw




Schemat analizy metoda SM

SCHEMAT IDEOWY PROCESU ANALIZY MAS
ZWYKORZYSTANIEM SPEKTROMETRU MASOWEGO

PRZYGOTOWANIE PROBEK
(procedury chemiczne, rozdzial, przygotowanie zrodia)

SEPARACJA JONOW
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I - Elementy zrodet jonow

Zrodla jonéw shluza do przeprowadzania substancji analizowanych w
spektrometrze w jony znajdujace sie w fazie gazowej pod bardzo niskim
ciSnieniem.
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o Jony o roznyc.
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| - Elementy zrodet jonow

Najwazniejsze funkcjonalne elementy zrodel jonow:

»komora jonizacji

»uklad ekstrakcji jonéw (uklad szczelin wyciagajacych jony z obszaru jonizacji

»uklad ogniskujacy (uklad formujacy wyciagniete jony w wigzke jonowq —
najczesciej stosuje si¢ ogniskowanie elektrostatyczne)

»uklad przyspieszajacy jony do zadanej energii
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= Parametry zrodta jonow

Podstawowe parametry zrodla jonow:

0 Natezenie calkowitego pradu jonowego I ( 1), wychodzacego ze zrodia w
postaci zogniskowanej wigzki jonow;

0 Gesto$¢ pradu jonowego j;

0 Skilad wigzki jonow (z komory jonizacji wyciagane sa zarowno atomowe, jak
i czasteczkowe jony badanej substancji oraz jony zanieczyszczen i domieszek);

0 Rozrzut energetyczny wytwarzanych jonow AU;

0 Sprawnos¢ (lub wydajnos¢) zrodla 7 - stosunek liczby wyprodukowanych jonow
do liczby atomow lub czasteczek obojetnych dostarczonych do zrodla:

0 Jasno$¢ ukladu jonowo-optycznego k — stosunek liczby jonéw wyprowadzonych
ze zrodla w postaci zogniskowanej wigzki, do calkowitej liczby jonow powstalych
w zrodle w jednostce czasu.
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- Techniki jonizacji

Techniki jonizacji
Istnieje wiele metod jonizacji czgsteczek w spektrometrach mas. Do metod najczescie]
uzywanych naleza:

Jonizacja elektronami (Electron lonisation, El) — jonizacja przy pomocy wiazki
elektronow. Jonizacja odbywa si¢ W prozni. Metoda ta powoduje zwykle fragmentacje
badanych czasteczek. EIl charakteryzuje si¢ stosunkowo malg wydajnoscig — ponizej
1% czasteczek ulega jonizacji. Oprocz jonu czasteczkowego M+, obserwuje si¢ jony
fragmentacyjne, charakterystyczne dla struktury czasteczki. Giéwnym ograniczeniem
tej techniki jest konieczno$¢ odparowania probki. Nie nadaje si¢ ona do analizy
zwigzkdéw polarnych, nietrwatych termicznie 1 0 duzych masach czasteczkowych.

Elektrorozpylanie (Electrospray, ESI) — polegajace na rozpylaniu pod ci$nieniem
atmosferycznym cieczy zawierajacej badang substancje z igly, do ktorej przytozono
wysokie napiecie (zwykle 1-5 kV). Jest to jedna z tagodnych metod jonizacji — zwykle
nie powoduje fragmentacji badanych czasteczek.
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- Techniki jonizacji

Termorozpylanie (Termospray, TE) — jonizacja przez podgrzanie (przy pomocy pradu
elektrycznego) roztworu zawierajagcego soOl 1 analizowang substancje wewnatrz
stalowej kapilary. Goraca substancja jest rozpylana w komorze prézniowej Z
predkoscia naddzwickowa.

Jonizacja chemiczna (Chemical lonisation, CI) — jony wytwarzane sa na skutek
zderzen czasteczek badanego zwiazku chemicznego z jonami pierwotnymi obecnymi
w zrédle jondéw. Jest to metoda niepowodujaca fragmentacji czasteczek (fagodna
jonizacja). Uzywane sg gazy takie jak metan, amoniak lub tlen.

Bombardowanie szybkimi atomami (Fast-Atom Bombardment, FAB), polegajaca na
bombardowaniu czasteczki obojetnymi atomami o wysokiej energii (zwykle 17 lub 70
eV). Czasteczki mogg znajdowac si¢ W fazie gazowej lub by¢ rozpuszczone w ciekle;j,
mato lotnej substancji (matrycy) np. glicerolu.

Bombardowanie jonami (spektrometria mas jonow wtérnych — Secondary lon Mass
Spectrometry, SIMS) Metoda ta poczatkowo byta stosowana do substancji
przewodzacych prad lub substancji naniesionych na metalowe ptytki. Obecnie metode
SIMS stosuje si¢ z powodzeniem do substancji nieprzewodzacych pradu. Istnieje
odmiana techniki SIMS, w ktorej badana substancja jest rozpuszczona w cieklej
matrycy (najczesciej glicerolu). Technika ta jest nazywana czasami LSIMS (Liquid
Secondary lon Mass Spectrometry) lub FIB (Fast lon Bombardment).
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g Techniki jonizecil,
Desorpcja laserowa z udzialem matrycy (Matrix Assisted Laser Desorption
lonisation, MALDI) — w ktérej stosuje si¢ jonizacje laserowa, ale z tak dobrang
energia wiazki, aby nie doprowadza¢ do fragmentacji czasteczek (fagodna metoda
jonizacji), lecz tylko do ich wybijania ze specjalnie przygotowanej matrycy. Matryca
absorbuje energic lasera, ktora jest pdzniej przekazywana do analizowanych
czasteczek. Metoda ta jest bardzo czesto stosowana w badaniach nad biopolimerami i
polimerami syntetycznymi.
Plazma wzbudzona indukcyjnie (Inductively Coupled Plasma, ICP) — jonizowana
substancja jest wprowadzana do plazmy ptomienia palnika znajdujacego sie w
kwarcowej rurze. Rura otoczona jest cewka, przez ktorg przeptywa prad zmienny o
wysokiej czestotliwosci. Plazma ogrzewa si¢ do temperatury rzedu 10000 K w wyniku
wzbudzenia polem magnetycznym wytworzonym przez prad plynacy w cewce.
Metoda nadaje si¢ doskonale do analizy pierwiastkow metalicznych.

Wiele metod jonizacji czasteczek, takich jak FAB, El 1 LD, prowadzi do fragmentacji
czasteczek chemicznych w trakcie jonizacji, co powoduje, ze rozne spektrometry moga
generowa¢ rozne widma dla tego samego zwiazku chemicznego. Fragmentacja
czasteczek moze pomaga¢ W analizie, gdy badany jest jeden zwigzek chemiczny.
Pomiar masy takiego zwiagzku czesto nie wystarcza do jego identyfikacji, na ktora
pozwala analiza charakterystycznego wzoru fragmentacji takiego zwigzku. W
przypadku mieszanin wielu zwiazkow chemicznych wtorne reakcje migdzy jonami
pochodzacymi z r6znych zwigzkow uniemozliwiaja praktycznie analize danych.
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 SETTTEE
I.ZRODLO Z JONIZACJA ELEKTRONAMI (EI — electron impact)

Metoda EI, nazywana takze jonizacja przez bombardowanie elektronami,

wynaleziona zostala przez DEMPSTERA, a udoskonalona przez BLEAKNEYA i
NIERA.

magnes
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I. ZRODLO Z JONIZACJA ELEKTRONAMI (EI — electron

impact)
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- _m_
I.ZRODLO Z JONIZACJA ELEKTRONAMI (EI — electron impact)

Przykladowe konstrukcje (Finnigan):

MAT 252 delta S
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g Jonizacia
Proces jonizacji czasteczek przez elektrony mozna opisa¢ na gruncie mechaniki

kwantowej. Z kazdym elektronem mozna zwigzaé fale, ktorej dlugos¢ A jest
powigzana z masg m I predkoscia elektronu V zgodnie z réwnaniem de Broglia:

A =h/p=h/mV

Elektronom o energii 20 eV odpowiada dlugos¢ fali A=0,27 nm, a o energii 70 eV —
0,14 nm. Jezeli dlugos¢ fali elektronu jest rzedu dlugosci wiazan W czasteczce, t0 W
skutek interferencji fala jest zaklocana i staje sie fala ztozona. Gdy jedna z je] czestosci
v _ma energie hv odpowiadajaca przejsciu elektronu W czasteczce, t0O moze
przekazywac jej energi¢. Jezeli bedzie przekazana wystarczajaca ilos¢ energii, to moze
nastapic wybicie elektronu Z czasteczki (Jonizacja):

M—" sM*+e"

Przy niskim napieciu przyspieszajagcym energia elektronéw jest mniejsza od
energil jonizacji czasteczki. Przy podwyzszonych napigciach dlugos¢ fali
elektronu staje si¢ zbyt mata. Czasteczki sa "przezroczyste" dla tych elektronow.
Dla czasteczek organicznych szerokie maksimum znajduje si¢ W poblizu 70 eV.
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g Jonizacia
Przy danym napigciu przyspieszajacym i statej objetosci zrodla, w stalej temperaturze,
liczba jonow wytwarzana w jednostce czasu (prad jonowy I+) jest powigzana z
cisSnieniem p i pragdem elektronéw i rownaniem:
It = K.p i
w ktorym K oznacza staty wspotczynnik proporcjonalnosci.

Z rownania tego wynika, ze prad jonowy jest wprost proporcjonalny do cisnienia gazu
probki w zrédle jonoéw |1 dzieki temu mozliwe jest zastosowanie tego typu zrddia
jonow do pomiaréw ilosciowych.

W zwyktych warunkach cisnienia w spektrometrach mas, przy energii strumienia
elektronéw rownej 70 eV, jonizacji ulega $rednio jedna na tysigc czasteczek

wprowadzonych do zrodla jondow.

Jonizacja elektronami przebiega w fazie gazowej, dlatego tez je] zastosowanie
ogranicza si¢ do substancji w formie gazowej, badz tez takich ktére mozna odparowaé
bez rozktadu w warunkach wysokiej prozni. Jedna z mozliwych modyfikacji,
rozszerzajacych zakres stosowania metody EI polega na desorpcji  probki z
ogrzewanego zarnika, wprowadzonego w poblize wigzki elektronow.
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g Ziodia EL

Typowe parametry zrodel EI:

AU<L1eV
I+ =109+ 1010 A
n =104+ 10"

Czynniki wplywajace na wydajnos¢ zrodla oraz nat¢zenie pradu jonowego:

Geometria zrodla - podczas pracy katoda nagrzewa sie do wysokiej temperatury
(ok. 2000°C) — mozliwa zmiana geometrii — zmiana rozktadu gestosci elektronow
W jonizujacej gaz wiazce elektronowej — zmniejszenie nat¢zenia pradu jonowego
wychodzacego ze zrddia | wydajnosci zrodta.

Elektrony wtérne - w procesie jonizacji duza role odgrywaja elektrony wtorne,
powstajace zaréwno W Wyniku jonizacji obojetnych czasteczek gazu, jak rowniez na
skutek wybijania ich z brzegow szczelin elektronowych. Jonizacja gazu w zrédle powinna
odbywa¢ si¢ jedynie wzdluz pierwotne] wigzki elektronowej emitowanej z katody.
Elektrony wtorne moga powodowaé jonizacj¢ W catym obszarze komory jonizacyjnej.
Jony uzyskane w procesie jonizacji elektronami wtéornymi maja bardzo duzy rozrzut
energetyczny, wywolujacy zmniejszenie zdolnosci rozdzielczej spektrometru (analogia do
aberracji chromatycznej w optyce). W normalnych warunkach pracy zrodta 20-30%
wszystkich elektronow obecnych w komorze jonizacyjnej stanowia elektrony wtorne.
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Energia elektronow pierwotnych — natezenie pragdu jonowego wytwarzanego w
zrodle jonow zalezy od energii elektronow pierwotnych (przekrdj czynny na jonizacje
jest funkcja energii elektronu pierwotnego).

-
o

—_

—
9

Liczba wytwarzanych jonéw
fragmentacyjnych/mm przebiegu/mm Hg

o
o
~

10 50 10? 10° 10*
Energia elektronow, eV

Na rysunku powyzej przedstawiono typowe krzywe liczby jonow produkowanych
przez dany strumien elektronow (prad putapki), przy statym cisnieniu probki w
zrodle jonow, gdy zmienia si¢ napigcie przyspieszajace elektrony — energia

Kinetyczna.
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g Ziodia BT

Temperatura zrodla jonow — duzy wptyw na wydajnos¢ zrédta I natezenie pradu
jonowego ma jego temperatura, a W szczegoOlnosci temperatura pracy komory
jonizacyjnej. Temperatura robocza komory wynosi zwykle ok. 200°C. Wozrost
temperatury powoduje wzrost predkosci wyptywu gazu z komory — spadek gestosci
gazu w  komorze —  zmniejszenie  nat¢zenia  pragdu  jonowego.

Gdyby jonizacja probki przebiegata pod cisnieniem atmosferycznym, nalezaloby
oczekiwac 103 -10%-krotnie wiekszych wydajnosci jonizacji, niz w zwyklym zrédle El
pod obnizonym cisnieniem. Problemem technicznym jest skonstruowanie potaczenia
zrodia jonoéw (pod cisnieniem atmosferycznym) z analizatorem, w ktérym cisnienie
powinno by¢ zredukowane przynajmniej do 108 hPa.
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- Termoemisyjne zrodta jonc

II. Termoemisyjne zrodla jonow TI

Termoemisyjne zrodta jonow oparte sa 0 zjawisko jonizacji powierzchniowej.
Jonizacja powierzchniowa lub termoemisja jonowa polega na powstawaniu jonow na
powierzchni ciala stalego podczas podgrzewania go do wysokiej temperatury.
Zjawisko to zostalo odkryte przez Gehrkego i1 Reichenheima w 1906 roku i
zastosowane w 1918 roku przez Dempstera w jego spektrografie mas. Dempster
stwierdzil wowczas, ze metoda otrzymywania jonow droga termoemisji nie moze by¢
zastosowana do badania wszystkich pierwiastkow.

Metoda termoemisji mozna szczegdlnie tatwo otrzymywacé jony dodatnie metali
alkalicznych, co jest zwigzane z niska energig jonizacji atomow tych pierwiastkow.
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- Termoemisyjne zrodta jon

ZASADA DZIALANIA TERMOEMISYJNYCH ZRODEL JONOW

Atom obojetny w stanie podstawowym lub w stanie wzbudzonym w zetknigciu si¢ z
powierzchnig metalu traci elektron przechodzac w jon dodatni. Utracony przez atom
elektron przytacza powierzchnia metalu, przy czym wydziela si¢ energia rowna
pracy wyijscia elektronu z powierzchni metalu. Proces ten przebiega samorzutnie,
jezeli praca zwigzana Z jonizacja atomu V< (gdzie V jest potencjalem jonizacji
atomu, e - tadunkiem -elementarnym) bedzie wykonana kosztem energii
przylaczenia elektronu rownej pracy wyjscia elektronu z powierzchni metalu @<
oraz energii wzbudzenia atomu U-e (gdzie ¢ jest potencjatem wyjscia elektronu
z powierzchni metalu, U - potencjatem wzbudzenia atomu).

Warunek emisji jonu dodatniego z powierzchni metalu mozna zatem zapisa¢ W ogolne;j
postaci w formie nierownosci:

o-e+U-ex V-e

Jezeli atom nie znajduje si¢ w stanie wzbudzonym (U-e=0), wowczas praca wyjscia
elektronu z powierzchni metalu @-e, powinna by¢ nie mniejsza niz energia jonizacji.
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g Termoemisia

Wyboér materialu, na ktory nalezy nanosi¢ badang probke, zalezy od wielu czynnikow.
Glownymi z nich s3: warto$¢ pracy wyjscia elektronu z powierzchni tego materiatu

oraz jego temperatura topnienia. Materiatami takimi moga, by¢: platyna, wolfram,
tantal, ren.

Efektywna praca wyjscia z powierzchni jonizatora okreslona jest stanem jego warstwy
powierzchniowej i czesto bardzo znacznie rézni si¢ od pracy wyjscia @-€ dla czystego
metalu. Na przyktad, w temperaturach T< 1800 K powierzchnia wolframu jest
utleniona 1 znajdujacy si¢ na niej tlenek wolframu ma znacznie nizsza prace wyjscia
(p-€=6,5eV), co jest gtownym powodem czestszego stosowania wolframu niz platyny -
nawet wtedy, gdy ze wzgledu na warunki temperaturowe mozna uzywac platyny.
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N BUDOWA TERMOEMISY

BUDOWA TERMOEMISYJNEGO ZRODLA JONOW

-
FO = :

Przy zastosowaniu tej metody badang probke nanosi si¢ na jedno widkno i ogrzewa w
celu jej odparowania. Drugie, bardziej nagrzane wtokno - umieszczone w poblizu
pierwszego - wykorzystuje si¢ W celu jonizacji powstatych par. Zaleta tej metody jest
to, ze probk¢ mozna odparowywacé przy niskiej temperaturze, a powstate pary moga
by¢ jonizowane przy znacznie wyzszej temperaturze. Ma to szczegolne znaczenie przy
badaniu probek lotnych, ktore nie mogty by¢ odparowywane i jonizowane na jednym
wloknie.
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= Zalety 1 wady zrodet TI

Zalety 1 wady zrodel termoemisyjnych

Zrodta jondéw z jonizacja powierzchniowa maja pewne zalety w poréwnaniu z innymi
typami zrodet. Gtownga ich zaleta jest brak wiazki elektronowej jonizujacej gaz, ktéra
moglaby jonizowa¢ gazy resztkowe i przez to dawa¢ intensywne tto w widmie mas.
Cisnienie W komorze spektrometru pracujacego z termoemisyjnym zrodtem jonéow w
wyniku wydzielania si¢ gazow podczas zarzenia wiokna 1 ogrzewania elementow

konstrukcyjnych zrodta jest zwykle nieco wyzsze niz w spektrometrze z innymi
zrodtami jonow.

Inng zaleta tego typu zrddet jest bardzo male zuzycie analizowanej substancji,
przecietnie 10pg/mm2.
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= Zalety 1 wady zrodet TI

»Koniecznos$¢ czestej wymiany probek, W zwiagzku z czym zrodto musi by¢ tatwe do
demontowania. Istnieje zatem koniecznos¢ wprowadzenia $luzy prézniowej albo, w
przypadku jej braku, koniecznos¢ otwierania spektrometru podczas wymiany probki.

Wady:

»Ze wzgledu na wydzielanie si¢ duzej ilosci gazéw zaadsorbowanych w grzejacych
si¢ czeSciach zrodla predko$¢ pompowania w obszarze jonizacji powinna by¢
mozliwie duza (w zrodle z bombardowaniem elektronami nie ma takiego warunku).

»W zrodle z jonizacja powierzchniowa wystepuje "efekt pamiegci”, ktory mozna
usung¢, stosujac dla kazdej probki nowy uklad widkien. Jednak w przypadku
stosunkowo lotnych probek zachodzi zwykle konieczno$¢ czyszczenia czesci zrodla
przylegajacych do widkien, poniewaz czgsci te grzeja si¢ I osiadle na nich poprzednio
substancje moga z nich parowac.
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I11. ZRODLO Z JONIZACJA CHEMICZNA (CI)

W przypadku duzych molekul organicznych jonizacja elektronami powoduje rozpad
jonu molekularnego na wiele fragmentéw, posrdéd ktorych niekiedy trudno go

odnalez¢.

Przewaga jonizacji chemicznej (Cl) nad jonizacja elektronami jest otrzymanie widma,
w ktorym obserwuje si¢ jon (lub jony) o masie zwiazanej W okreslony sposéb z masa
czasteczkowa badanej substancji (najczes$ciej M*1 jako rezultat przytaczenia jonu H*).
Jony te maja mniejsza energie | sa zatem tatwiej rozpoznawalne niz w widmach El.
Jest to jedna z metod "migkkiej jonizacji™.

W jonizacji chemicznej jony sa wytwarzane na skutek zderzen jonizowanej czasteczki
z obecnymi w zrodle jonami pierwotnymi. W zrodle jondow pracujagcym W rezimie
jonizacji chemicznej stwarza si¢ wiec warunki umozliwiajagce kolizje jonow z
czasteczkami W ograniczonej jego czesci. W tym celu konieczne jest wytworzenie
lokalnie cisnienia wystarczajagco  wysokiego aby zderzenia byly czgste.
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I11. ZRODLO Z JONIZACJA CHEMICZNA (CI)

Przy cisnieniu rzedu 60 Pa $rednia droga swobodna jest rzedu dziesigtych czesci mm.
Zrodto jonow musi by¢ tak zaprojektowane, aby lokalnie utrzymaé cisnienie tego
rz¢gdu. Jednym z rozwigzan jest umieszczenie w zrodle jondw niewielkiej puszki o
krawedzi ok. 1 cm. Cisnienie W puszce jest rzedu 10 Pa a poza nig rzedu 1073 Pa.

Kombinowane
zrodlo jonow EIl 1 Cl

1 — dzwignia przetacznika, 2 - L
mikroprzelacznik, 3 — wlot gazu
reagujacego, 4 — elastyczna Kkapilara
doprowadzajagca gaz reagujacy, 5 -— 8
przestona, 6 — Zzarnik, 7 — wyjscie jondow 6—H_ =¥
do analizatora, 8 — przejécie elektronow 2
jonizujacych, 9 — otwor wprowadzenia _
probki, 10 — puszka (wg dokumentacji T~
MAT 44 5)
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I11. ZRODLO Z JONIZACJA CHEMICZNA (CI)

Cisnienie substancji jonizowanej
wewnatrz puszki jest niewielka

czesciy ciSnienia gazu

reagujacego | dlatego przede

wszystkim gaz reagujacy ulegnie _

jonizacji elektronami ]
wchodzacymi do puszki (EI). 1

-
Tak utworzone jony wejda w M{ Jﬁz&(hmél

kolizje przede wszystkim z
Innymi  czgsteczkami  gazu
reagujacego (najczescie]
amoniaku, Izobutanu lub
metanu), tworzacego W ten
sposob, po serii reakcji, plazme
jonizujaca.
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. Zrodto CI - przyktad

Wzgledna intensywnos$¢ produkcji wszystkich tych jonow zalezy od cisnienia. Na
rysunku ponizej przedstawiono widmo plazmy dla jonizacji chemicznej metanu
otrzymane przy 200 pbar (20 Pa). Przyjmujac jon CH:* 0 najwyzszej intensywnosci za
100%, wzgledna intensywnos¢ jonu C,H:* wynosi 83%, a C;H:* - 14%.

100 - 17

29

50 -

41

Intensywno$¢ wzgledna, %

71

1 T 1 T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
miz

W  wigkszosci przypadkéw, z wyjatkiem weglowodorow nasyconych, podczas
jonizacji chemicznej metanem nastepuje przytaczenie protonu do czasteczki
analizowanej substancji w reakcji typu kwas-zasada z jonami gazu reagujacego, np.:

M+CH, >MH" +CH,
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g SIVS
IV. JONIZACJA PRZEZ BOMBARDOWANIE
SZYBKIMI ATOMAMI (SIMS, FAB)

Spektrometria mas jonow wtornych w ciektej matrycy (LSIMS, Liquid Secondary
lon Mass Spectrometry) i bombardowania szybkimi atomami (FAB, Fast Atom
Bombardment) polega na zogniskowaniu na probce odpowiednio wigzki jonow lub
czastek obojetnych.

Spektrometri¢ mas jonow wtornych (SIMS, Secondary lon Mass Spectrometry)
stosuje si¢ tylko do cial stalych. Jest ona szczegdlnie przydatna w badaniach
powierzchni przewodzacych, natomiast nie mozna Je] stosowa¢ do substancji
nieprzewodzacych, a wiec do zwiazkéw organicznych, poniewaz akumulujg one
tadunki pochodzace z padajace] wiazki jondw.

Wiazka obojetnych atomow jest otrzymywana przez jonizacje argonu, niekiedy
ksenonu. Jony sa przyspieszane roznicg potencjalow rzedu kilku do kilkunastu kV.
Przechodzac przez komorg kolizyjng, jony sa zobojetniane W wyniku wymiany
tadunku miedzy czasteczkami i jonami, ale ich ped jest jeszcze wystarczajacy do
zachowania kierunku ogniskowania.

Reakcje zobojetniania mozna zapisac nastepujgco:

+ +
Ar zybki + Ar( powoln y) — Ar( powoln y) T Ar(szybki)

S
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Schemat dziata FAB.
1 — jonizacja argonu, 2 — uktad optyki jonowej, 3 — komora, 4 — przej$cie migdzy elektrodami, 5 —
matryca (kropla gliceryny), 6 — popychacz, 7 — elektrody ogniskujace, 8 — analizator
Wiazka oboje¢tnych atomow, uderzajac W roztwoér analizowanej substancji w ciektej
matrycy, wytwarza fale uderzeniowa, ktéra powoduje wyrzucenie z roztworu jonow |

czasteczek. Jony sa przyspieszane w polu elektrycznym i kierowane w strone
analizatora.

Metoda FAB prawie nie powoduje jonizacji, z roztworu sa bowiem wyrzucane jony
juz W nim istniejace. Jest to bardzo dobra metoda wytwarzania pozornych jonow
molekularnych substancji polarnych o duzych masach czasteczkowych. Dodatkowa
korzyScig jest mozliwos$¢ otrzymywania w wielu przypadkach strumienia jonow ktory
moze by¢ stabilny przez dtugi okres czasu. Metoda FAB wymaga jednak zastosowania
rozpuszczalnikdw, ktorych jony komplikuja widmo.
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= Desorpcja laserowa

V. DESORPCJA LASEROWA (LD)

Desorpcja laserowa (LD) jest skuteczng metoda otrzymywania jonow w fazie
gazowej. Impulsy laserowe o energii 10%-10%° W/cm? sa ogniskowane na powierzchni
10-3-10% cm? probki, zazwyczaj statej. Impulsy te powoduja wyrzucenie kilku
pikomoli substancji w formie jondéw |1 obojetnych czasteczek, ktore dodatkowo
reaguja Ze soba W obszarze o ich zwickszonym stezeniu tuz nad powierzchnia probki.

Metoda ta jest uzywana do badan powierzchni i analizy lokalnego sktadu probki, jak
np. inkluzji w mineratach i organelli w komorkach. Ustawiajgc dtugosc fali lasera za
pomocg te] metody mozna przeprowadzi¢ wybiorcza jonizacje. Poniewaz impuls
laserowy i dostarczany sygnat trwajg bardzo krotko, metoda LD wymaga analizatorow
0 jednoczesnej detekcji lub analizatorow czasu przelotu jonow.
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‘ = Desorpcja laserowa

V. DESORPCJA LASEROWA (LD)

Jonizacja przez desorpcj¢ laserowg w matrycy (MALDI, Matrix-assisted Laser
Desorption/lonization) polega na zmieszaniu analizowanej substancji z roztworem matych
czgsteczek organicznych, zwanym matryca, silnie absorbujaca promieniowanie emitowane przez
laser (zwykle w zakresie UV). Napromieniowanie tej mieszaniny laserem powoduje
nagromadzenie w niej duzej ilosci energii i wzbudzenie elektronow W czasteczkach matrycy (po
uprzednim odparowaniu rozpuszczalnika). Jony utworzone przez przeniesienie protonu miedzy
foto-wzbudzong matrycg a analizowang substancjg ulegaja nastepnie desorpcji. Schemat tego
procesu przedstawiony jest na rys. ponize;j.

Matrix Assisted Laser Desorption lonisation
Napromieniowanie jony sg przyspieszne
@ w kierunku analizatora
. - jon badanej
Desolwatacja /})’.o ® substancji w fazie
/ o @ gazowej
o ]
R % —— e Te o ®
/ o
Desorpcja \ / ' .; ..
+ czagsteczka
o — Matryca ° H—b— @ skrystalizowanej
@ — Produkt matrycy
Przeniesienie protonu czgsteczka -
badanej substancji

metalowa ptytka (podtaczona do pradu o napieciu okoto +30kV)

Zasada jonizacji przez desorpcje laserowg w matrycy MALDI
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Desorpcja laserowa

Najczc;éciej stosowane matryce

y
kwas 2,5-dihydroksy-

benzoesowy
{gentyzynowy, DHB}

p- mtroamhna PNA)

OOH é
kwas nikotynowy {NA) kwas pikolinowy
CHge 0
COOH
HO OH HO O
OH kwas 3-hydroksypikolinowy
2,4,6-trihydroksy-  {HPA lub 3HPA)}
acetcfenon

CH OH OH

3-aminochinolina 1,8,9- tnhydroksy-

antracen
Q
CH,
Hsﬁ a Hooc™ ™0
6-aza-2-tiotymina (ATT) kwas bursztynowy

CHO COOH
HO: ;

OCH,

kwas 3,5-dimetoksy-4-
hydroksycynamonowy
{synapinowy, SA}

CH30:©\/COOH

kwas 3-metoksy-4-
hydroksycynamonowy
{ferulowy, FA}

COOH
O
HO

kwas 4-hydroksy-o-
cyjanocynamonowy (4HCCA)

COOH

Beme

kwas 2-{4-hydroksyfenylazo}-
benzoescwy {HABA}

HO~GCH,
HO—CH
HO-CH,

glicerol




= Desorpcja laserowa

V. DESORPCJA LASEROWA (LD)

Mechanizm jonizacji w technice MALDI

Laser pulse
Neutral molecules and ions
begin to desorb
" \ o Impuls laserowy trafia w
powierzchnie prébkKi (a)
ﬁ&}ﬁﬁ przekazujac jej energie, ktora
7 -~ powoduje stopienie i
Sample surface Absorbed energy starting to be converted .
into kinetic energy of melted sample Od pa rowan le czqste cze k
obojetnych i jonéw z matego
S lons drawn obszaru prébki (b). Po kilklrj
punpedaway o Tomeder nanosekundach czasteczki
\ _\//*\ obojetne zostaja odpompowane,
_:::.%@' © a c;qstki natadowane (jony) sa
‘-_'@_-F’-'f wciagane polem elektrycznym
/‘Q)@ do analizatora spektrometru
After a few nanoseconds, mBSOWEQO (C).
the absorbed energy has
been dissipated
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‘ = Desorpcja laserowa

Zalety MALDI:

« matryca, wystepujaca W znacznym nadmiarze w stosunku do analitu, rozdziela jego
czgsteczki migdzy sobg, CO ogranicza tworzenie agregatow 1 utatwia powstawanie
jonow molekularnych;

* nie jest konieczne dostrajanie dlugosci fali lasera do czestotliwosci absorpcji
kazdego analitu;

* udaje si¢ W ten sposob zdesorbowac i zjonizowac¢ biatka 0 masach do 300000 Da,
poniewaz proces ten nie zalezy ani od wtasciwosci absorpcyjnych, ani od rozmiaré6w
czasteczki analizowanej substancji;

« wysoka czulo$¢ - za pomoca matrycy z kwasu nikotynowego mozliwe jest
wykrywanie pikomoli biatek.

100
149190

50 1

m*
am* a2 2M*

0 50000 100000 200000 300000
Rys. 1.12. Widmo MALDI antyciala monoklonalnego°
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VI. TERMOSPREJ (TSP)

W metodzie termosprej (rozpylanie termiczne) roztwor zawierajacy sol I analizowang
probke jest pompowany silnie ogrzewana za pomoca pradu elektrycznego stalowa
kapilarg 1 rozpylany z predkosciag naddzwickowa w komorze prozniowej. Powstaje
aerozol z drobnych kropelek, zawierajacy jony 1 czasteczki badanej probki oraz

rozpuszczalnika.

Ogrzewanie podczas rozpylania jest konieczne, aby zapobiega¢ kondensacji aerozolu.
Powstajace jony sa wybierane i przyspieszane w kierunku analizatora przez popychacz
| elektrody ogniskujace. Kropelki aerozolu sa pompowane w sposéb ciagly przez
otwoOr umieszczony naprzeciw dyszy. Metoda ta jest czegsto uzywana do sprzezenia
spektrometrii mas z metodami chromatograficznymi.

kapilara
0grzewana oporowo

227777777777

HV

termosprejowy blok zrodta jonow
(ogrzewany)

v

- elektroda -,
/ wytudowcu

- repeler

do pompy
prozni wstepnej

)

optyka jonowa
spektrometru mas
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‘ - Elektrosprej
VIl. ELEKTROSPREJ (ES, ESI)

Metoda ES (rozpylanie w polu elektrycznym) polega na wprowadzeniu strumienia
cieczy o niewielkim przeptywie (zwykle 1-10 ul/min) w silne pole elektryczne pod
cisnieniem atmosferycznym. Pole elektryczne jest wytwarzane przez przylozenie
napie¢cia rzedu 3-6 kV migdzy kapilarg a elektrodg 0 przeciwnym znaku, potozong w
odlegtosci 0,3-2 cm.

N, (80°C)

+3 do B KV, jony + |.I Dysza
i

kapilara gaz rozpylajacy )

Skimmer
Analizator
Elektrosprej

Y

— 1

G,

Kapilara metalowa

Soczewka jonowa Pompa

/MM

N, (80°C)

Pole elektryczne powoduje akumulacj¢ tadunkéw w powierzchniowej warstwie cieczy
na koncu kapilary, ktora to warstwa ulega rozerwaniu, a rozpylona ciecz tworzy
strumien natadowanych kropelek.
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| = Elektrosprej

VIl. ELEKTROSPREJ (ES, ESI)

Pole elektryczne powoduje akumulacje tadunkéw w powierzchniowej warstwie cieczy

na koncu kapilary, ktora to warstwa ulega rozerwaniu, a rozpylona ciecz tworzy
strumien natadowanych kropelek.

kapilara

gaz rozpylajacy

GAAIATI 70075,




- Elektrosprej

VIl. ELEKTROSPREJ (ES, ESI)

Odparowywanie rozpuszczalnika zawartego w kropelkach powoduje ich kurczenie az
do momentu, w ktoérym sity odpychania kulombowskiego zblizg si¢ do poziomu sit
kohezyjnych (spojnosci) kropelek i spowoduja ich rozerwanie. Krople moga w ten
sposob ulega¢ kaskadowemu rozszczepianiu do coraz to mniejszych kropelek az do
momentu, gdy pole elektryczne na ich powierzchni stanie si¢ wystarczajaco duze, aby
spowodowac desorpcje jonow.

G ®

desorpcja jonu w wyniku

"eksplozja & dziatania pola elektrycznego /
odparowanie kulombowska" _ @
rozpuszczainika po przekroczeniu T~

bariery Raleigha (Srednica kropli
@ ok. 10 nm)

Jezeli w czasteczce jest wiele miejsc mogacych ulec jonizacji, to otrzymane jony beda
wowczas miaty tadunek wielokrotny. Otrzymanie jonéw wielokrotnie natadowanych
umozliwia nie tylko zwigkszenie czutosci, lecz rowniez analizowanie czasteczek 0
bardzo duzych masach czasteczkowych za pomocg analizatoréw 0 znacznie nizszym
nominalnym zakresie mas. Dzi¢ki tej metodzie mozna okresli¢ np. masy czasteczkowe
biatek az do ponad 130 kDa, z granicag wykrywalnosci rzedu pikomoli, za pomoca
analizatora kwadrupolowego.
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- Elektrosprej

VIl. ELEKTROSPREJ (ES, ESI)

Opracowano algorytmy, za pomoca ktorych mozna okre$li¢c masy czasteczkowe
substancji przez przeksztatcenie obecnej w widmie ESI serii pikow wielokrotnie
natadowanych w pik o pojedynczym tadunku (dekonwolucja). Niektore z algorytmow
umozliwiaja rowniez dekonwolucje widm ESI mieszanin. Ze wzgledu jednak na
ztozonos¢ widm kazdego ze sktadnikow, w ten sposdb mozna analizowac tylko proste
mieszaniny.

Widmo masowe 13127
1 ESI

LC/MS

Lo

pd 12355
P

Dekonwolucja

i}i Cytochrom C -~
+ glukagon

/ 30pmol
J
3483

2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000

(Dekonwolucja widma ESI mieszaniny biatek (Finnigan MAT)
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g ICP

VIIL. JONIZACJA W PLAZMIE WZBUDZONEJ
INDUKCYJNIE (ICP)

Zrodto jondw z plazma wzbudzona indukcyjnie (ICP) umozliwia szybka, jednoczesna
analiz¢ duzej ilosci pierwiastkow metalicznych z wysoka czuloscia I precyzja.

s

e QMyWanie gazem
IR : : 3

14 000 K

12 000K

10 000K

/[ — Whprowadzenie gazu

Rura kwarcowa

Cewka czestotliwosci
radiowej
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VIIL. JONIZACJA W PLAZMIE WZBUDZONEJ
INDUKCYJNIE (ICP)

Glownym elementem zrodta ICP jest palnik plazmowy. Do jego plomienia jest
wprowadzony roztwor analizowanej probki w postaci aerozolu po uprzednim

rozpyleniu. Kwarcowa rura zawierajaca plazme jest
otoczona cewka, przez ktorg przeptywa
prad zmienny o czestotliwosci radiowe;.
Prad ten wzbudza przez indukcje pole

magnetyczne B o liniach  sit
=———) <« wpowadzeniegazu | rOwnolegltych do rury, ktore z kolei
powoduje  ruch  obrotowy jonow
obecnych w plazmie. W wyniku
wzbudzenia plazma ogrzewa si¢ silnie |
jej temperatura moze przekroczy¢ 10

-——— Omywanie gazem i 3
l?‘.‘ﬁ\_{‘f‘ SR ? ¥ ¢ : : :

Rura kwarcowa

o 10

O g tysiecy K, a znajdujace si¢ w niej

(o ]i O Cewka czestotliwosci . S o

Ol | k radiows; CZE}StGCZkl ulegnq jonizacjl Y4

Ol o) 14 000 K wydajnoscig bliskg 100% i przewaga
’ 12000k jonow  pojedynczo  natadowanych.

Dzieki temu mozliwe jest sprzezenie
zrédta jonow ze spektrometrem mas
(ICP-MS).
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