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Streszczenie

Chromatografia cieczowa z tandemow3a spektrometrig mas (LC-MS/MS) jako przyklad techniki
laczonej — podstawy teoretyczne i przyklady zastosowan.

W technikach sprzgzonych wykorzystana zostaje zdolno$¢ rozdzielcza metody analitycznej oraz
zdolnos$¢ spektrometrii mas do identyfikacji rozdzielonych sktadnikow. Jedna z technik analitycznych
cieszaca si¢ coraz wickszym zainteresowaniem laboratoriow §rodowiskowych, przyrodniczych czy
diagnostyki medycznej, jest chromatografia cieczowa sprzgzona ze spektrometrig mas. Najwazniejsza
zaleta tej techniki jest mozliwo$¢ oznaczania zwigzkéw polarnych i wielkoczasteczkowych, dlatego
znajduje szerokie zastosowanie w analizie probek biologicznych. W odréznieniu od chromatografii
gazowej chromatografia cieczowa pozwala na analize zwigzkéw nielotnych, o masie atomowej do
kilku tysiecy Da'. Jest technika o potencjalnie wigkszych mozliwosciach aplikacyjnych niz
chromatografia gazowa. Stosujac chromatografi¢ cieczowa, mozna analizowaé znacznie wigksza
grupe substancji (ok. 80% znanych zwigzkéw chemicznych). Moga to by¢ ciecze i ciala state, w tym
zwiazki tatwo ulegajace rozkladowi termicznemu, polimery i zwigzki nieorganiczne. Warunkiem
koniecznym zastosowania chromatografii cieczowej jest rozpuszczalno$¢ analitow [1-6]. W pracy
zebrano podstawowe informacje o chromatografii cieczowej, omowiono rozwigzania pozwalajgce na
potaczenie analizy chromatograficznej ze spektrometrem masowym wykorzystanym, jako detektor.
Szczegblng uwage zwrdécono na mozliwosci aplikacyjne chromatografii cieczowej potaczonej z
tandemows spektrometrig mas (LC/MS/MS). W tej technice mozliwa jest identyfikacja analitow na
podstawie widma masowego, co zapewnia wysoka specyficzno$¢ i umozliwia iloSciowe oznaczanie
badanej substancji w zlozonych mieszaninach nawet, jezeli nie sa w pelni rozdzielone
chromatograficznie [1-7].

Summary

Liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) as an example of
combined technigque — theoretical basics and examples of use.

In coupled techniques, resolution sensitivity of the analytical method and mass spectrometry for
identification of the separated components, are used. One of the analytical techniques which enjoys
growing interest of the environmental laboratories, natural or medical diagnostics, is the liquid
chromatography coupled with mass spectrometry. The most important advantage of this technique is
the possibility of determining polar compounds and polymers, therefore it is widely used in the
analysis of biological samples. In contrast to gas chromatography, liquid chromatography allows the
analysis of non-volatile compounds of atomic mass up to several thousands of Da [1]. It is a technique
potentially more powerful in applications than gas chromatography. The application of liquid
chromatography allows analysis of a much larger group of substances (approx. 80% of the known
chemical compounds). They may be liquids or solids, including compounds easily being decomposed
thermally: polymers and inorganic compounds. The necessary condition for liquid chromatography is
the solubility of the analytes [1-6]. The study collected basic information about liquid chromatography
and discussed solutions allowing connecting chromatographical analysis with the mass spectrometer
used as a detector. Particular attention was paid to the abilities of application of liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). When using this technique, it is possible to
identify the analytes through the mass spectrum, which in turn provides high specificity and allows
guantification of the test substances in complex mixtures, even if not fully resolved by
chromatography [1-7].

! 1 dalton (Da) — jednostka masy odpowiadajaca jednostce masy atomowej 1 unit (u), ktéra w przyblizeniu jest

rowna masie atomu wodoru.
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1. WPROWADZENIE

Na przestrzeni ostatnich lat obserwuje si¢ niezwykle intensywny rozwéj metod analitycznych,
pozwalajacych na precyzyjng i kompleksowa analizg catego spektrum zwiazkéw wystepujacych
w badanej matrycy. Wspotczesna analiza chemiczna, charakteryzuje si¢ dazeniem do oznaczania
mozliwie najwickszej liczby zwiazkoéw chemicznych, na coraz nizszym poziomie stezen, w coraz
bardziej ztozonych matrycach i w coraz krotszym czasie. Za sukcesem iloSciowego i jakosciowego
oznaczenia danego zwigzku na niskim lub ultra niskim poziomie stgzen, stoja specyficzne
i selektywne metody pobierania i przygotowywania probek oraz sprz¢zone wielowymiarowe techniki
analityczne[1-7]. Podstawa pomystu taczenia roéznych technik, byla che¢é stworzenia metod
pomiarowych, dzigki ktéorym mozliwe bedzie rozdzielenie mieszanin, z mozliwoscig ich
natychmiastowej i jednoznacznej identyfikacji. Identyfikacja analitow wykorzystujaca spektrometrig
mas jest najczesciej taczona z technikami separacyjnymi, takimi jak chromatografia i elektroforeza
kapilarna. Potaczenie tych analitycznych technik ze spektrometrem masowym, jako detektorem,
dostarcza skutecznego narzedzia do jako$ciowej charakterystyki ztozonych mieszanin [1-7].
Spektrometrie mas stworzyli na przetlomie XIX i XX wieku Joseph John Thomson oraz Francis
William Aston [5,7,8]. Poczatkowo w spektrometrach mas wykorzystywano technikge jonizacji
strumieniem elektronow 1 analizator magnetyczny. Kolejne lata sukcesywnie przynosity nowe
rozwigzania konstrukcyjne, az do stworzenia w 1956 roku zestawu GC-MS, bedacego polaczeniem
chromatografii gazowej i spektrometrii mas. Do chwili obecnej system GC-MS zajmuje czotowg
pozycje w chemii analitycznej, gdyz taczy wysoka czuto$§¢ z szerokim zakresem zastosowan
i wszechstronnosécig [5-10]. Ze wzgledow technicznych, na przylaczenie do spektrometru mas
chromatografu cieczowego trzeba bylo poczeka¢ do lat 70 XX wieku [6]. Trudnym problemem
technicznym byt intensywny strumien fazy ruchomej, zawierajacy badane sktadniki (eluat), ktory
zaburzal prozni¢ w zrodle jonéw. Rozwigzaniem bylo skonstruowanie w 1968 roku, zrédta jonow
pracujagcego w warunkach cisnienia atmosferycznego [6-8]. Przetom XX i XXI wieku to okres
intensywnych badan nad doskonaleniem aparatury badawcze] pod katem wykorzystywanego
mechanizmu rozdziatu oraz sprz¢zonych z nim sposobow detekcji, czego owocem sg powstajace,
wcigz nowe techniki analityczne. Rosngca potrzeba analizowania skomplikowanych probek, narzuca
koniecznos¢ poszukiwania czutych procedur analitycznych, pozwalajacych na rozdzielenie badanej
probki na poszczegodlne sktadniki oraz ich jednoznaczng identyfikacje [1-8]. Te wszystkie kryteria
spelniaja techniki sprz¢zone (laczone), rozumiane, jako potaczenia co najmniej dwoch wzajemnie
uzupetniajacych si¢ technik badawczych. R6zne metody wytwarzania jondw, rozdzielania, zbierania i
przetwarzania danych $wiadczg o szybkim postgpie w dziedzinie spektrometrii mas, co przektada si¢
na rozwoj wciaz nowych urzadzen badawczych. W prezentowanej pracy przedstawiono podstawowe

zagadnienia chromatografii cieczowej. Omowiono budowe i zasade dziatania wysokosprawnej



chromatografii cieczowej sprzgzonej z tandemowym ukladem spektrometrow masowych (LC-

MS/MS). Przedstawione zostaty rowniez mozliwosci aplikacyjne techniki LC-MS/MS.

2. TECHNIKA LC-MS JAKO PRZYKLAD TECHNIKI LACZONEJ

Chromatografia cieczowa sprzgzona ze spektrometrig mas (LC-MS, ang. Liquid Chromatography —
Mass Spectrometry) lub tandemowa spektrometria mas (LC-MS/MS) jest dynamicznie rozwijajaca si¢
technika faczona, ktora znajduje szerokie zastosowania w analizie jako$ciowej 1 iloSciowej ztozonych
probek biologicznych. Niewatpliwg zaleta LC-MS/MS jest poprawa specyficznosci analizy
chromatograficznej w porownaniu do chromatografii z pojedynczym detektorem MS [1-7,9]. W
polaczeniu ze spektrometrami masowymi uzywa si¢ dwoch chromatograficznych technik:
wysokosprawnej chromatografii cieczcowej — HPLC (z ang. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) oraz ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej — UHPLC (z ang.
Ultra High Performance Liquid Chromatography, UHPLC) [1-8,10,11].

2.1. Podstawy chromatografii cieczowej

We wszystkich rodzajach analiz chromatograficznych rozdzielenie poszczegolnych sktadnikow
probki polega na wykorzystaniu roéznic w ich wilasciwosciach fizykochemicznych. Rozne grupy
zwiazkow posiadaja rézne powinowactwo do wypehienia kolumny, adsorbujac si¢ na nim z r6zna
sita. Skladniki stabiej zaadsorbowane w fazie stacjonarnej (wypetnienie kolumny) beda szybciej
wymywane przez faze ruchoma (eluent), zaadsorbowane mocniej beda wymywane wolniej. Dzigki
temu sktadniki rdznigce si¢ znacznie wlasciwos$ciami moga by¢ tatwiej i doktadniej rozdzielone [1-6].
W przypadku chromatografii cieczowej fazg ruchoma stanowi ciecz a faze¢ stacjonarng ciato stale
(chromatografia adsorpcyjna) lub ciecz osadzona na nos$niku (chromatografia podziatowa). W celu
rozdzielenia sktadnikow mieszaniny, chromatografia cieczowa wykorzystuje roznice w oddziatywaniu
analizowanych zwiazkow z faza stacjonarng. Dla sprawnej analizy wazny jest dobor wypehienia
kolumn: polarnego (chromatografia w normalnym uktadzie faz NP) lub niepolarnego (chromatografia
w odwroconym uktadzie faz) oraz rozpuszczalnikoéw o odpowiednio dobranej mocy elucji [1-6]. Dla
mieszaniny zwigzkéw o roznych grupach funkcyjnych, a wiec rdznigcych si¢ polarnoscia,
wystarczajacg technikg rozdzielania jest niskocisnieniowa chromatografia cieczowa. W tej metodzie,
jako fazg stacjonarng, stosuje si¢ zazwyczaj zel krzemionkowy SiO2xnH,O, bedacy faza polarng.
Podczas przepuszczania mieszaniny przez kolumne, najpierw wymywane sg sktadniki mniej polarne.
Zastosowanie bardziej polarnego ecluenta bedzie przyspieszalo proces wymywania. Obecnie

chromatografia niskoci$nieniowa jest stosowana gltownie jako chromatografia preparatywna [1-6, 11].
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Zazwyczaj mamy jednak do czynienia z probkami zawierajacymi sktadniki o podobnej polarnosci. W
celu rozdzielenia takiej mieszaniny, konieczne jest zastosowanie wysokosprawnej (HPLC) lub
ultrasprawnej  chromatografii  cieczowej (UHPLC). Zasadnicza rdznicg chromatografii
wysokosprawnej w stosunku do chromatografii adsorpcyjnej niskoci$nieniowej jest rozmiar kolumny,
ziaren wypelnienia i ci$nienia. Dtugos¢ kolumn stosowanych w HPLC wynosi 10-30 cm, podczas gdy
w chromatografii niskoci$nieniowej od 10-100 cm. Z kolei wielko$¢ ziaren wypelnienia wynosi
odpowiednio 3-6 um dla chromatografii wysokosprawnej oraz 100-600 pum dla niskoci$nieniowej. W
przypadku chromatografii ultrasprawnej rozmiary ziaren i dtugo$ci kolumny sa jeszcze mniejsze.
Dlugos$¢ kolumn nie przekracza 2,5 cm, a czastki wypelnienia majg $rednice ponizej 2 um [3,6].
Zastosowanie malych rozmiaréw ziaren poprawia sprawno$¢ kolumny, ze wzgledu na zmniejszenie
si¢ dyfuzji wirowej, ktéra ma miejsce w kolumnach o wigkszych rozmiarach ziaren. Tak mate
wymiary ziaren wymagaja jednak zastosowania wysokiego ci$nienia, aby wymusi¢ przepltyw fazy
ruchomej przez kolumng. W wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosuje si¢ ci$nienia rzedu 5-
20 MPa [1-6], przy zastosowaniu nowoczesnych kolumn nawet do 100 MPa. Ze wzgledu na
mechanizm separacji w chromatografii wysokosprawnej mozna wyr6zni¢ chromatografie adsorpcyjna,
chromatografi¢ podziatlowa, chromatografi¢ jonowa, chromatografi¢ wykluczania, chromatografi¢
powinowactwa [3,6]. Dla wigkszosci analizowanych mieszanin zwigzkow organicznych stosuje si¢
chromatografie podziatowa w odwroéconym uktadzie faz. Rozdzielane sktadniki ulegaja podzialowi
miedzy fazg stacjonarng i ruchomg. Cechg tego rodzaju chromatografii jest podzial sktadnikoéw
miedzy ciecz-ciecz (z ang. Liquid-Liquid Chromatography, LLC). Niepolarna faza stacjonarna, w tym
przypadku jest ciecza zwigzang chemicznie z cialem statym, ktorym jest modyfikowany zel
krzemionkowy. Na powierzchni zelu krzemionkowego znajdujg sie grupy silanolowe (=Si—OH), ktore
sa poddawane modyfikacji chemicznej. W wyniku reakcji, grupy hydroksylowe obecne na
powierzchni zelu krzemionkowego sa zastepowane innymi grupami: alkilowymi, fenylowymi,
cyjanopropylowymi lub propyloaminowymi. Poniewaz czg¢$¢ grup silanolowych nie zostaje zastapiona
grupami niepolarnymi, dlatego rozdziat chromatograficzny zachodzi przez podzial ciecz-ciecz, ale
réwniez przez procesy adsorpcyjne [2-6,10,11]. W typowej chromatografii HPLC, w odwroconym
uktadzie faz najczeSciej stosowana jest niepolarna faza stacjonarna tzw. faza oktadecylosilanowa
(oznaczenie Cig). Fazg t¢ tworza 18-to weglowe grupy akilowe utworzone na nos$niku z zelu
krzemionkowego [2-4,6,10]. Zastosowanie chromatografii w odwroconym uktadzie faz powoduje, ze
zwigzki bardziej hydrofobowe sg silniej zatrzymywane w fazie stacjonarnej. Zwigkszenie zawartosci
rozpuszczalnika polarnego w fazie ruchomej spowoduje wolniejsze wymywanie poszczegdlnych
sktadnikow [3,6,10]. W uktadzie do chromatografii cieczowej zawsze mozna wyr6zni¢: zbiornik fazy
ruchomej, pompe, dozownik, kolumne (Rys.1). Po wyjsciu z kolumny, probka jest kierowana jest do
odpowiedniego detektora. W przypadku techniki sprzezonej LC-MS lub tandemowej spektrometrii
mas do spektrometru masowego a nastepnie rejestratora wynikow. Faza ruchoma jest pobierana przez

pompe ze zbiornikdw (np. metanol: woda) i nastgpnie ttoczona pod ci$nieniem poprzez dozownik do
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kolumny chromatograficznej. Probka jest wprowadzona automatycznie przez mikrostrzykawke do
strumienia fazy ruchomej w dozowniku, ktory umozliwia wprowadzenie probek znajdujacych sie pod
ci$nieniem atmosferycznym do kolumny pracujacej pod cisnieniem od kilku do kilkudziesieciu MPa.
Sktadniki probki wraz z faza ruchoma przedostaja si¢ do kolumny, gdzie sa rozdzielane. Kolumna

moze by¢ termostatowana.

prébka
I . o o
pompa dozownik| |=W=|

m

detektor

rozpuszczalnik komputer

scieki

Rys. 1 Schemat blokowy chromatografu cieczowego [12].

W przypadku zastosowaniu chromatografii cieczowej ze spektrometria mas, zaleca si¢
stosowanie rozpuszczalnikow (lub mieszaniny rozpuszczalnikow) o wysokiej czystosci, wysokiej
polarno$ci oraz zdolno$ci rozpuszczania wielu réznych zwigzkéow. Najczgséciej stosowanymi
rozpuszczalnikami sg: acetonitryl, metanol, woda, 2-propanol. Do przygotowywania buforow, zaleca
si¢ uzywa¢ mrowczanu amonu, octanu amonu, wodorowgglanu amonu, we¢glanu amonu oraz
modyfikatorow fazy ruchomej. Modyfikatorami sg kwas mrowkowy (0,1-1%), kwas octowy (0,1—
1%), gdy uktad pracuje w trybie jondw dodatnich oraz amoniak (0,1-1%) gdy pracuje w trybie jonow
ujemnych. Zastosowanie modyfikator6w ma na celu zwigkszenie czuto$ci metody oraz poprawe
jonizacji probki [13]. Aby rozpuszczalnik mogt zostaé uzyty jako eluent, konieczne jest jego
odgazowanie. Zapobiega to powstawaniu w cieczy pecherzykow gazu, ktore moglyby wptywaé na

sprawno$¢ kolumny, retencje, w wyniku czego mogg przeszkadza¢ w detekcji.

2.2. Zasada dzialania spektrometru masowego

Spektrometria mas (z ang. Mass Spectrometry, MS) jest technikg analityczna, ktora opiera si¢ na
pomiarze stosunku masy do tadunku badanego jonu (m/z). Pierwszy spektrometr mas zbudowany
zostal w 1911r. przez J.J. Thompsona [7]. Obecnie istnieje wiele odmian tej techniki, z ktorych kazda
posiada inne mozliwosci aplikacyjne i wymaga sprzetu o odpowiedniej konstrukcji [1-11,13].
Niezaleznie od rodzaju, kazdy spektrometr mas sktada si¢ z pieciu podstawowych elementow: uktadu

wprowadzania probki, zrodta jonow, analizatora, detektora i rejestratora. Ogélny schemat budowy
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spektrometru mas przedstawiono na Rysunku 2. Uktadem wprowadzania probek jest chromatograf

gazowy lub cieczowy.

UKLAD
WPROWADZANIA
PROBKI

ZRODLO ANALIZATOR

SYSTEM REJESTRACJI
DANYCH (KOMPUTER)

Rys.2 Schemat blokowy spektrometru masowego.

Podstawa dziatania kazdego spektrometru masowego, jest jonizacja i ewentualna fragmentacja
czasteczek badanej substancji, zachodzaca pod réznym ci$nieniem od atmosferycznego po wysoka
proznie w zaleznosci od sposobu jonizacji. Powstale w komorze jonizacyjnej jony, przyspieszane w
polu elektrostatycznym, sg kierowane przez szczeling ogniskujacg do analizatora mas pracujacego pod
wysoka proznig. Wskutek oddziatywania pola elektrycznego i magnetycznego, jony sa rozdzielane na
podstawie ich stosunku m/z. Jony po rozdzieleniu trafiaja do detektora. Docierajac do detektora,
wywotuja przeptyw pradu o natezeniu proporcjonalnym do ich ilosci. Zmiany te przedstawiane sa
graficznie w postaci wykresu — widma masowego, na ktorym na osi rzednych zaznaczana jest
intensywnos$¢ sygnalow, a na osi rzednych warto$¢ stosunku m/z, z doktadnoscia odpowiadajaca
rozdzielczo$ci danego typu aparatu. Informacja uzyskana na podstawie widma masowego jest zalezna
od rodzaju zastosowanej jonizacji [1-11,13]. Wyr6zni¢ mozna dwa rodzaje jonizacji tzw. ,, migkkq” i
,twardg”. W jonizacji ,, miekkiej"” tworzy si¢ tylko jon molekularny (czasteczkowy) bez fragmentacji
czasteczki. W jonizacji ,,twardej” oprocz jonu molekularnego czasteczka rozpada si¢ na jony
fragmentacyjne, dajac charakterystyczne dla danego zwigzku masowe widmo fragmentacyjne. Zatem

2

jonizacja ,,miekka” pozwala tylko ustali¢ mas¢ czasteczkowa analitu. Jonizacja ,,twarda” oprocz
informacji o masie czgsteczkowej moze ponadto dostarczy¢ dane na temat struktury zwigzku [3,6-
11,13]. W przypadku zastosowania jonizacji umozliwiajgcej powstanie jonéw fragmentacyjnych
otrzymane widmo masowe badanego zwigzku jest jednocze$nie widmem fragmentacyjnym,
umozliwiajagcym  identyfikacje = zwigzku  (Widmo  fragmentacyjne  istotnie  zwigksza
prawdopodobienstwo identyfikacji i oznaczenia zwigzku w probkach o niskim stezeniu). Metody
chromatograficzne wyposazone w inne niz spektrometr detektory, pozwalaja na identyfikacje zwigzku

tylko na podstawie jego czasu retencji. Konieczne jest rowniez wczesniejsze ustalenie tego czasu dla



substancji wzorcowych. Zastosowanie spektrometru mas jako detektora w analizie chromatograficznej
daje dodatkowa, mozliwos¢ identyfikacji sktadnikow probki bez koniecznosci zastosowania wzorcow.
Rysunek 3 przedstawia przykltadowe widmo fragmentacyjne N,N-dimetyloetyloaminy uzyskane w
detektorze masowym, gdzie zastosowano jonizacj¢ czasteczek strumieniem elektronéw (z ang.
Electron Impact, El). Na podstawie takiego widma, przez poréwnanie go z widmami substancji

wzorowych, zapisanych w bibliotece, mozliwa jest identyfikacja badanego zwiazku (Rys.3).
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Rys.3 Widmo masowe (fragmentacyjne) N,N-dimetyloetyloaminy, po jonizacji EI [14].

2.2.1. Rodzaje jonizacji

W dostepnych na rynku systemach LC-MS/MS wykorzystywane sg trzy sposoby: jonizacja
metodg elektrorozpylania (ESI), jonizacja przy cisnieniu atmosferycznym (APCI) oraz fotosprej
(APPI) [6-8,11,15-20]. Jonizacja metodg elektrorozpylania -,elektrosprej” (z ang. Electro Spray
lonization, ESI) jest najczestszg metodg jonizacji stosowang w ukltadzie LC-MS/MS.
Elektrorozpylanie polega na rozpylaniu pod ci$nieniem atmosferycznym eluatu zawierajacego anality
z kapilary, do ktorej przylozone jest wysokie napiecie (1-6 kV). W wyniku podgrzewania oraz
suszenia gazem nastgpuje odparowanie rozpuszczalnika 1 wzrost gradientu potencjalu przy
powierzchni kropli. W rezultacie nastepuje wybuch kulombowski i desorpcja jonéw z kropli.
Wydajnosc¢ elektrorozpylania jest tym wigksza, im zwiazek jest bardziej polarny. Gaz ostonowy N2 0
temperaturze 80°C jest stosowany, jako gaz osuszajacy (rys.4). ESI nalezy do tagodnych metod
jonizacji dlatego powoduje niewielkg fragmentacje jonow. Zaleta tej techniki jest zjawisko
wielokrotnego protonowania jonu molekularnego. Efekt ten sprawia, ze nawet wysokoczasteczkowe
zwiazki moga by¢ analizowane przy odpowiednio nizszych wartosciach m/z. Dlatego metoda ESI jest

bardzo czgsto stosowana w badaniach zwigzkéw wysokoczasteczkowych (biatka, peptydy) o masie



czasteczkowej nawet rzgdu 100 — 300 tys. Da. i zwigzkoéw termolabilnych. Zastosowanie zrodia jonow

ESI zapewnia wysoka czutosc.
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Rys. 4 Schemat jonizacji ESI [20].

Jonizacja chemiczna przy ciSnieniu atmosferycznym (z ang. Atmospheric Pressure
Chemical lonization, APCI) polega na przeniesieniu protonu mi¢gdzy jonem pierwotnym a czasteczka
analitu [19,20]. Jonizacja jest prowadzona pod ci$nieniem atmosferycznym, nastepuje przez
wytadowanie koronowe. W przypadku uktadu LC-MS reakcja przeniesienia protonu zachodzi miedzy
jonem pierwotnym powstatym z eluentu a czasteczka analitu. Z kolumny eluent i anality trafiajg do
ogrzewanej rurki, gdzie powstaje areozol. Zaostrzona elektroda, tzw. iglta wytadowcza, wytwarza
gradient potencjatu, wystarczajacy dla jonizacji. Wyladowanie koronowe powoduj¢ jonizacje
sktadnikow aerozolu, zawierajacego rowniez azot i wode. W takim areozolu, jony pierwotne powstaja
dos¢ tatwo. W reakcji przeniesienia protonu powstaja protonowane jony molekularne. Mimo stabej

fragmentacji mozliwe jest uzyskanie informacji o strukturze zwigzku.

N,

Tr/—t | _lﬂ
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Rys.5 Schemat zrodia jonow APCI [20)].

Z uwagi na fakt, ze APCI nie generuje jonéw o wielu tadunkach i jest przeprowadzane w wyzszych

temperaturach, ten typ jonizacji jest uzywany do analizowania mniejszych, termicznie stabilnych
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polarnych i niepolarnych zwigzkéw. Zrédto APCI jest czute i wydajne. Podobnie jak ESI, moze
generowac jony dodatnie lub ujemne. Metode jonizacji typu APCI stosuje si¢ np. w oznaczaniu
witaminy D3 [21,22]. O roli oznaczania witaminy Ds;, mowa bedzie w podrozdziale dotyczacym
aplikacji LC-MS/MS (rozdziat 4). Fotosprej (z ang. Atmospheric Pressure Photo lonization, APPI)
jest metoda umozliwiajacg zjonizowanie najmniej polarnych zwigzkéw, jak np. poliaromatyczne
weglowodory. Metoda APPI jest dogodng metoda dla zwigzkow, ktére gorzej ulegaja jonizacji metoda
elektrorozpylania (ESI) lub jonizacji chemicznej pod ci$nieniem atmosferycznym (APCI). Dla
niektorych zwigzkow, jak: tetrahydrokanabinol, kwas benzoesowy czy witaminy rozpuszczalne w
tluszczach, ten typ jonizacji zapewnia lepsza czutos¢ niz ESI, czy APCI. Gléwnym kryterium, jakim
nalezy kierowaé si¢ przy wyborze wtasciwej metody jonizacji jest polarno$¢ zwigzku i jego masa
czasteczkowa. Technika ESI jest najczeSciej stosowana dla jonizacji zwigzkow polarnych, natomiast
dla $redniopolarnych i mniej polarnych zwigzkéw lepsza metoda jest jonizacja APCIL. Poréwnujac
APCI i APPI nalezy zauwazy¢, ze w obu metodach w pierwszym etapie ma miejsce odparowanie
rozpuszczalnika, co ogranicza zakres stosowalnosci tych metod jonizacji tylko do zwigzkow
termicznie stabilnych i maksymalnej masie do ok. 1000 Da. Wybierajac odpowiednig metode¢ jonizacji
nalezy rowniez pamictac, ze wigkszo$¢ zwigzkoéw jonizuje si¢ przy wykorzystaniu wszystkich trzech

metod [6,8,11,13].

2.2.2. Rodzaje analizatoréow mas

Z wielu dostepnych na rynku analizatorow mas najpopularniejszymi s3: kwadrupolowe
analizatory mas (z ang. Quadrupole, Q), putapki jonowe (z ang. lon Trap, IT) oraz analizatory czasu
przelotu (z ang. Time of Flight, TOF) [6-11,13,20, 23-24]. Kwadrupolowy analizator mas jest
najczesciej spotykanym analizatorem. Dziata jak filtr masy, przepuszczajac w sposob ciagly tylko jony
o $cisle okreslonym stosunku masy do tadunku (m/z). Kwadrupolowy analizator mas, sktada si¢
najczesciej z czterech rownolegle utozonych pretow, do ktorych przylozone jest napigcie. Pod
wplywem pola elektrycznego, jony poruszajace si¢ migdzy elektrodami, zaczynaja oscylowac.
Oscylacja odbywa si¢ pomiedzy pretami o przeciwnej polarnosci. Tylko jony o okreslonym stosunku
(m/z) maja stabilny tor i docieraja do detektora, pozostate roztadowujg sie i osadzaja na elementach

analizatora [2-6,9,20]. Budowa kwadrupolowego analizatora mas zostata przedstawiona na Rysunku 6.

2 ond® (
7\
R

Rys.6 Schemat kwadrupolowego analizatora mas [9].

11



Kwadrupol moze pracowaé¢ w dwoch trybach: pelnego skanowania (SCAN), gdzie wykonywane
jest pelne widmo oraz w trybie obserwacji wybranych jonoéw, gdzie rejestrowana jest intensywnosc¢
wybranego jonu w czasie (z ang. Selected lons Mode, SIM). Tryb SIM jest najczulszym trybem pracy
spektrometrow mas. Ponizej przedstawiono diagramy ilustrujgcy prace kwadrupola w obu trybach.
Rysunek 7 przedstawia tryb pracy SCAN [23]. Jony wytworzone w komorze jonizacyjnej
przedstawione sg w postaci kolorowych kulek o ré6znych rozmiarach, co obrazuje r6zne m/z. Ruchomy
pasek z otworami o roznej $rednicy, jest wyobrazeniem kwadrupola o zmiennym napigciu migdzy
pretami, przepuszczajacym tylko wybrane jony (rézne m/z = rézne otwory). Do detektora wpadaja

kolejne jony skanowane w pelnym, zadanym zakresie mas.

Rys.7 Diagram ilustrujgcy idee pracy pojedynczego kwadrupolowego analizatora masy
w trybie SCAN [23].

W przypadku techniki SIM pojedynczy kwadrupol skanuje tylko wybrany m/z. Dlatego wykrywalnosé¢
sygnatu od szukanego zwigzku wynosi prawie 100%. Ide¢ pracy kwadrupolowego analizatora masy w
trybie SIM ilustruje diagram (Rysunek 8) [23].

Rys.8 Diagram ilustrujgcy prace pojedynczego kwadrupolowego analizatora masy
w trybie SIM [23].
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Pulapka jonowa (IT) jest analizatorem zbudowanym z trzech elektrod, wytwarzajacych pole
elektryczne. Pole to umozliwia przechowywane jondéw w komorze. W momencie, kiedy jony zostaja
uwiezione w komorze przez oscylujgce pola elektryczne, niektore z jonéw bedg miaty stabilne
trajektorie i pozostang w putapce, inne jony zas o niestabilnych trajektoriach sa wyrzucane z putapki,
odpowiednio wzglgdem ich m/z, a nastgpnie rejestrowane. Caty cykl dziatania putapki jonowej opiera
si¢ na wytworzeniu porcji jondw, uwiezieniu wszystkich jonow, a nastepnie przez zmian¢ potencjatu,
wywotanie niestabilnych ruchéw jonow i skierowanie ich do detektora, zgodnie z warto$ciami m/z.
Przy bardzo szybkim sposobie skanowania, wiclokrotne powtarzanie takiego cyklu pracy putapki
jonowej, umozliwia zarejestrowanie widm masowych. Dzigki zastosowaniu putapki jonowej w
spektrometrze mas, bardzo duza czuto$¢ przy bardzo dobrej rozdzielczosci [6,8,11,13,24]. Pulapka
jonowa charakteryzuje si¢ wysokg czulo$cig skanowania. Doskonale sprawdza si¢ w analizie
jakosciowej zwigzkéw na niskim poziomie stgzen, natomiast nie nadaje si¢ do analizy iloSciowe;.
QTRAP jest typem potrojnego kwadrupola, w ktorym drugi z analizatorOw masy moze pracowac,
zarébwno jak kwadrupol, jaki putapka jonowa. Spektrometry z analizatorem czasu przelotu (z ang.
Time of Flight, TOF) obecnie wykorzystywane sag w coraz szerszym zakresie do analizy lotnych
zwigzkow organicznych. Rozdzielanie jonow jest oparte na pomiarze ich czasu przelotu, czyli
predkosci uzyskanych po przyspieszeniu w polu elektrycznym. Jony wyrzucane s3 z komory
jonizacyjnej do rury przelotowej, na koncu, ktérej znajduje si¢ detektor. Im wigksza jest masa
pojedynczo natadowanego jonu, tym dtuzszy jest czas jego przelotu. Do detektora docierajg, wigc jony
w kolejnoéci od najlzejszych do najcigzszych, w odstepie czasu ponizej 107 s. Analizatory TOF
cechuja si¢ umiarkowang czuloscig, krotkim czasem odpowiedzi detektora oraz wysoka
rozdzielczoscia [9,20,25,26]. QTOF — spektrometr mas kwadrupolem i analizatorem czasu
przelotu, charakteryzuje si¢ dobra rozdzielczoscia i doktadnym pomiarem masy. Odmiang
spektrometru z analizatorem czasu przelotu jest spektrometr hybrydowy QqTOF, bedacy potaczeniem
potrdjnego kwadrupola ze spektrometrem typu TOF, czyli trzeci kwadrupol zostal zastapiony
analizatorem czasu przelotu. Tego typu spektrometry znajduja szczegélne zastosowanie przy

identyfikacji zanieczyszczen [26,27].

2.2.3. Tandemowe spektrometry masowe

Wsrod analizowanych zwigzkéw wiele moze charakteryzowaé si¢ identyczng lub prawie
identyczng masa, dlatego sam pomiar masy czasteczkowej czesto nie pozwala na identyfikacje
zwigzku. Rowniez sam pomiar masy nie dostarcza zbyt wielu informacji na temat struktury
chemicznej zwigzku. Dopiero fragmentacja badanych czasteczek i pomiar mas fragmentow tych

czgsteczek dostarcza duzo wigkszej ilosci informacji o strukturze zwigzku, co w wielu przypadkach
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przektada si¢ na jego wiarygodne zidentyfikowanie. Sama fragmentacja czasteczek w zrodle jonow
spektrometru mas pozwala na efektywne badanie stosunkowo czystych zwigzkéw lub prostych
mieszanin. Podczas analizy mieszaniny czasteczek fragmentowanych w zrddle jonéw, mozna
zobaczy¢ wiele pikow odpowiadajacych masom fragmentow pochodzacych od réznych zwigzkow.
Proba okreslenia, od ktorego z badanych zwigzkéw chemicznych pochodzg fragmenty, ktérych masy
zostaty zmierzone przez spektrometr, jest bardzo trudne, wrecz niemozliwe. Nasuwa si¢ wiec pytanie,
w jaki spos6b mozna zatem poprawi¢ zdolno$¢ rozdzielczg danego spektrometru. Rozwigzaniem, jest
zastosowanie tandemowej spektrometrii mas (MS/MS), czyli potaczenie spektrometru z innym
analizatorem. W tandemowej spektrometrii mas wystepuja dwa analizatory i komora zderzen [6-

8,11,13,28,29]. Ogodlny schemat blokowy uktadu LC-MS/MS przedstawiono na Rysunku 9.

CHROMATOGRAF
CIECZOWY

Y

JONIZATOR

J

SPEKTROMETR 1
miz

KOMORA KOLIZYJNA E> SPEKTfn?ZMETRZ E> DETEKTOR |E> KOMPUTER

Rys. 9 Schemat blokowy uktadu LC-MS/MS.

Powstajace w zrddle jony pierwotne sa rozdzielane w pierwszym spektrometrze (MS1). Nastepnie
jony o wybranym stosunku m/z trafiajg do komory kolizyjnej, gdzie w zaleznosci od warunkow
ulegaja rozpadowi lub pozostajg niezmienione. W wyniku rozpadu jonow, (fragmentacji), powstaja
jony potomne. W drugim spektrometrze (MS2), jony sa ponownie rozdzielane ze wzgledu ma
stosunek masy do tadunku. Te z nich, ktoére przejda przez drugi spektrometr, trafiaja do detektora.
Pokonujac odlegtos¢ z MS1 poprzez komorg kolizyjng do MS2, cze$¢ jonow o wybranym stosunku
m/z ulega rozproszeniu, przez co maleje wysoko$¢ sygnatu pochodzacego od badanego zwigzku.
Intensywno$¢ szumoéw w MS2 jest jednak o kilka rzedow wielkosci mniejsza niz w MS1, przez co
stosunek sygnatu do szumu rosnie wielokrotnie. To sprawia, ze czuto$¢ uktadu tandemowego MS/MS

jest znacznie wigksza niz samego uktadu MS [3,11,13]. Najpopularniejszymi spektrometrami
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umozliwiajagcymi prace w systemie MS/MS sa: potrojny kwadrupol, putapka jonowa oraz tzw.
QTRAP i QqTOF.

3. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO ANALIZY

Biorac pod uwagg fakt, ze analizowane substancje wystgpuja na poziomie $ladow i ultrasladow,
szczegblng role odgrywa etap przygotowania probek do analizy, w szczegOlnoSci etap izolacji
(usuniecia sktadnikow interferujacych) oraz wzbogacania. Pobieranie probki i jej przygotowanie jest
bardzo waznym etapem, rzutujacym na catosciowy wynik analizy. Procedury pobierania
1 przygotowywania probek do analizy sa czasochtonne, wymagaja duzego naktadu pracy, czgsto
rowniez i wysokich kosztow. Celem, wlasciwego przygotowania probki do analizy chromatograficznej
jest: polepszenie wykrywalnosci (wzbogacenie probki), selektywne oddzielenie analitow od innych
sktadnikow probki, oraz zmniejszenie obcigzenia ukladu chromatograficznego przez matryce
i zanieczyszczenia [1-5,10,30,31]. Wieloetapowy proces przygotowywania probek, czesto powoduje
straty analitow, co jest powaznym zrodtem btedow, zasadnym wiec jest stosowanie takich technik
przygotowania probek, ktore w jednym etapie obejmujg zarowno izolacje, jak i wzbogacenie [1-3,30-
32]. Probki ciekte mozna przygotowaé do analizy wykorzystujgc takie techniki, jak: ekstrakcja ciecz —
ciecz (z ang. Liquid — Liquid Extraction, LLE) [1,3,6-8,10,30,33], ekstrakcja ciecz - gaz (Head Space,
HS) [1,3,6-8,30,33], ekstrakcja ciecz- ciato state (z ang. Solid Phase Extraction, SPE) [3-6,8,30,33],
mikroekstrakcja do fazy statej (z ang. Solid Phase Microextraction, SPME) [3-6,30-37] oraz tzw.
technika Quechers (z ang. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) [38-41]. W ostatnim
czasie szczegoOlnego znaczenia nabrata technika SPE, ktora stata si¢ coraz czes$ciej wybierang technikg

w roznorodnych zastosowaniach.

3.1. Ekstrakcja do fazy stalej

Ekstrakcja do fazy stalej (z ang. Solid Phase Extraction, SPE) stanowi doskonata alternatywe do
ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz [3-6,8,30,33,42-44]. Laczy ze soba trzy wazne aspekty: izolacje
analitow z probki, wzbogacenie oraz oczyszczanie ekstraktow 1 usunigcie z nich substancji
przeszkadzajacych (interferentow). Technika SPE polega na przepuszczeniu cieklej analizowanej
probki przez ztoze sorbentu umieszczone w kolumience ekstrakcyjnej 1 adsorpcji oznaczanych
zwigzkéw na czasteczkach zloza. Zaadsorbowane na zlozu anality wymywa si¢ niewielkg iloScig
odpowiedniego rozpuszczalnika (metanol, acetonitryl, octan etylu, aceton). Otrzymany po ekstrakcji
roztwor poddaje si¢ analizie chromatograficznej. Sorbenty stosowane w technice SPE mogg by¢

umieszczone w kolumienkach ekstrakcyjnych lub w tzw. krazkach ekstrakcyjnych. Zdecydowanie
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najwigcej aplikacji jest z zastosowaniem sorbentow umieszczonych w kolumienkach ekstrakcyjnych.

Schemat przyktadowej kolumienki SPE wykonanej z polipropylenu, przedstawiono na Rysunku 10.

<«—— polipropylenowa strzykawka

filtry 4 _ <+—— warstwa zloza sorpcyjnego
A\ "9

. «——— 7awor typu Luer

Rys. 10 Schemat kolumienki do SPE na przyktadzie OASIS MCX Cartridge.

Najczesciej uzywane sa fazy stale, np. Florisil (Si02, MgO) C18 (oktadecyl na zelu krzemionkowym)
oraz zel krzemionkowy. Przy opracowywaniu metodyki wazny jest wybor odpowiedniego sorbenta
oraz rodzaju rozpuszczalnika. Poszczegolne etapy techniki SPE z zastosowaniem kolumienek

ekstrakcyjnych, zilustrowano na Rysunku 11.

KONDYCJONOWANIE ~ NANOSZENIE PROBKI

1 2 —
o
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é
WYMYWANIE ELUCJA ANALITOW
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¢

+ analit + zanieczyszezenmia

Rys. 11 Schemat ekstrakcji w uktadzie ciecz- ciato state [42].

Kondycjonowanie ma na celu zaktywowanie zloza przed nalozeniem probki. Polega na
przepuszczeniu przez kolumienke okre$lonej ilosci rozpuszczalnika. Nalezy uwaza¢, aby nie dopuscic¢
do wyschnigcia ztoza pomigdzy etapem kondycjonowania a natozeniem probki. Przed natozeniem
probki na kolumienke, probki nalezy odfiltrowa¢ lub odwirowaé. Natezenie przeptywu przez zitoze
waha si¢ w granicach 5ml/min, w praktyce najczeSciej wymuszany jest poprzez zastosowanie

podcisnienia. Po przemyciu kolumienki, w celu usunigcia zaadsorbowanych zanieczyszczen,
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zaadsorbowane na zlozu anality wymywa si¢ rozpuszczalnikiem. Aby uzyska¢ wyzszy stopien
odzysku analitow, rozpuszczalnik dozuje si¢ kilkoma mniejszymi porcjami. Zestaw kilku/ kilkunastu
kolumienek SPE montowany jest w specjalnych urzadzeniach do ekstrakeji ciato state — ciecz (Rys.

12).

regulacji prozni

Rys. 12 Schemat urzqdzenia do ekstrakcji wg [45].

System ekstrakcyjny SPE umozliwia rownoczesne prowadzenie 12 lub 24 ekstrakcji z zastosowaniem
12 Iub 24 kolumieneck SPE. Wszystkie istotne cze$ci zestawu wykonane sa z PTFE
(politetrafluoroetylenu) lub szkta boro krzemianowego. Technika SPE jest tania, tatwa i mozliwa do
wykonania przy uzyciu prostej aparatury i matej ilosci rozpuszczalnikow. Dodatkowo, technika SPE
umozliwia uzyskanie nizszych wartoéci LOD (z ang. Limit of Detection), lepszego oddzielenia
analitow od matrycy organicznej oraz uzyskanie ekstraktu bardziej zat¢zonego niz w przypadku
ekstrakcji ciecz-ciecz. Wszystkie te cechy powoduja, ze technika ekstrakcji do fazy staltej jest coraz
czgsciej wykorzystywana do przygotowywania probek. Dzieki odpowiedniemu dobraniu ztoza oraz
parametrow procesu ekstrakcji, mozliwe jest uzyskanie wysokich wartosci odzyskow

i zadowalajacego stopnia separacji analitow od matrycy [2-3,6-8,42,43].

3.2. Technika QUECHERS
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Technika QUECHERS zostata opracowana w 2003 roku, dla potrzeb oznaczania pozostatosci

pestycydow w probkach owocoéw 1 warzyw o duzej zawartosci wody. Z zatozenia ma to by¢: szybka,

prosta, tania, efektywna i bezpieczna (QUECHERS, z ang. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and

Safe) [38-41]. Zaletg tej techniki jest niewielkie zuzycie probki (ok. 5-10 g) i odczynnikdéw, w tym

rowniez szkodliwych dla zdrowia rozpuszczalnikow. Jest to stosunkowo prosta i szybka technika, w

ktorej wykorzystuje si¢ jedynie wytrzasanie i wirowanie. Technika ta charakteryzuje si¢ dobrymi

efektami w usuwaniu matrycy i wysokimi odzyskami analitow [47].

Technika QUECHERS opiera si¢ na nastgpujacych etapach:

I.  Etap ekstrakcji

1. Homogenizacja probki

2. Odwazenie probki

3. Dodanie acetonitrylu (ok 10 ml)

4. Intensywne mieszanie

5. Dodatek tzw. pakietu ekstrakcyjnego (ok 1g NaCl, 4 g MgSO4, cytrynian i
wodorocytrynian). NaCl — daje efekt wysalania, MgSO4 — usuwa nadmiar wody,
cytrynian i wodorocytrynian dzialg jako bufor.

6. Intensywne mieszanie

7. Wirowanie

Il.  Etap oczyszczania ekstraktu

1.

o ~ w

Przeniesienie ekstraktu do fiolki ze ztozem sorbentu (tzw. dyspersyjna wersja techniki
SPE). Najczegsciej sorbentem jest PSA (25mg na 1ml roztworu)

Dodatek 5% roztworu kwasu mrowkowego w acetonitrylu, celem osiagniecia pH
okoto 5

Intensywne mieszanie
Wirowanie
Pobranie probki ekstraktu

Analiza chromatograficzna na HPLC lub GC

Schemat techniki QeECHERS zostat przedstawiony na Rysunku 13
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Rys. 13 Schemat techniki QUECHERS wg[47].

W typowych aplikacjach technike QUECHERS, wykorzystuje si¢ w potaczeniu z takimi technikami
sprzezonymi, jak: GC-MS lub HPLC-MS/MS [47]. Zastosowanie techniki QUECHERS umozliwia
jednoznaczna identyfikacje i oznaczanie badanych zwiazkow w matrycach, w ktorych znajduja sie
liczne zwiazki interferujace. Obecnie za pomoca techniki QUECHERS oznaczane s3 m.in. pozostato$ci
lekow weterynaryjnych w mleku, jajach, migsie, mikotoksyny, réznego rodzaju leki, trihalometany w
glebie, pozostatosci pestycydow w ryzu, soku owocowym, winie, przetworach dla dzieci itp.
produktach [47,48,49,50].

4. MOZLIWOSCI APLIKACYJNE CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ
SPRZEZONEJ ZE SPEKTROMETRIA MAS

Technika LC-MS/MS dzieki wysokiej selektywnosci i duzej czutosci spetnia wazng role w obszarze
wspotczesnych badan naukowych. O tym, Ze jest to jedna z najbardziej uniwersalnych technik,
o duzym znaczeniu analitycznym, $wiadczg liczne przyklady jej zastosowan. Najwazniejsze z nich to:
zastosowanie w diagnostyce medycznej, farmacji, kontrola antydopingowa i narkotykowa, badania
dotyczace bezpieczenstwa zywnosci oraz ocena ryzyka narazenia zawodowego i srodowiskowego na

réznorodne substancje [3,8,15].
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4.1. Zastosowanie techniki LC-MS/MS w diagnostyce medycznej i farmacji

Technika LC-MS/MS zyskata ogromne zainteresowanie w analityce medycznej ze wzglgdu na tak
istotne cechy, jak: wysoka czutos$¢, doktadnos¢ i selektywnos¢. Dodatkowo tandemowa spektrometria
mas umozliwia iloSciowe oznaczanie zwigzkow mato i1 Srednioczasteczkowych w zlozonych
matrycach, bez koniecznos$ci ich wcze$niejszego rozdzielania na kolumnie analitycznej. Fakt ten ma
szczegodlne znaczenie przy oznaczaniu §ladowych iloéci analitow we krwi, moczu, czy innych plynach
ustrojowych [15,16,51-54]. Tandemowa spektrometria mas zyskata przewage nad klasycznymi testami
wykrywajacymi wady metaboliczne, dzigki mozliwosci rownoczesnego oznaczania wielu
roznorodnych parametréw w czasie jednej analizy. Dzigki temu mozliwe staje si¢ badanie w kierunku
grupy wad na podstawie analizy z jednej probki krwi. Jedna z najpopularniejszych aplikacji
diagnostycznych wykorzystujacych technike LC-MS/MS sa badania przesiewowe noworodkow.
Zastosowanie tandemowej spektrometrii mas w badaniach przesiewowych noworodkéw umozliwia
oznaczanie profilu estréw karnityny i wybranych aminokwasow, ktore sa nieprawidlowe w ponad 20
wrodzonych chorobach metabolicznych. Analiza takich aminokwaséw, jak: fenyloalanina, leucyna,
metionina, tyrozyna, czy tez homocysteina, stosowana jest do diagnostyki tyrozynemii, choroby
syropu klonowego, czy diagnostyki hiperfenyloalaninemii [8,28]. Nalezy podkresli¢, ze tandemowa
spektrometria mas, jako jedyna technika umozliwia oznaczanie estrow karnityny w celu wykrycia
deficytu dehydrogenazy CoA $redniotancuchowych kwaséw ttuszczowych (MCAD) dos¢ czestej, (ok
1: 10000) wady genetycznej, ktéra moze prowadzi¢ do zgonu. Szerokie zastosowanie techniki LC-
MS/MS w badaniach przesiewowych wynika rowniez z faktu, ze do wykonania badania potrzebna jest
bardzo matla ilo$¢ probki (kilka kropli krwi) [28]. Terapeutyczne monitorowanie lekow w ptynach
ustrojowych jest jednym z waznych obszarow zastosowan techniki LC-MS/MS. Terapia
monitorowana stezeniem leku we krwi (z ang. Therapeutic Drug Monitoring, TDM) zwana réwniez
terapeutycznym monitorowaniem lekow, to dzialanie, ktére ma na celu optymalizacje dawkowania
leku indywidualnie u kazdego pacjenta. Ma to szczegodlne znaczenie w przypadku lekéw nowo
wprowadzonych, ktorych wiasciwosci oraz farmakokinetyka nie sa do konca poznane. Terapia
monitorowana pozwala $§ledzi¢ postepy leczenia i indywidualnie dostosowywaé dawkowanie, z uwagi
na mig¢dzyosobnicze roznice w metabolizmie lekow [55]. Koncepcja medycyny spersonalizowanej (z
ang. Personalised Healthcare lub Personalised Medicine), opiera si¢ na zrozumieniu réznic migdzy
pacjentami chorujagcymi na t¢ samg chorobe i poznawaniu ztozonych mechanizméw réznych schorzen.
Wymagania i oczekiwania wzgledem medycyny spersonalizowanej sg bardzo duze, totez
wprowadzenie w zycie tej koncepcji, wigze si¢ z duzym wyzwaniem dla chemikéw analitykow.
Zastosowanie TDM w warunkach klinicznych, wymaga zastosowania specyficznych i selektywnych
metod pobierania i przygotowywania probek oraz sprzezonych technik analitycznych [15,16].

Wiekszos¢ procedur wykorzystywanych do oznaczania lekow i ich metabolitow w probkach
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biologicznych, opiera si¢ na wykorzystaniu technik wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j,
sprzgzonej ze spektrometrig mas. Wysoka czulos¢ i selektywnos$¢ techniki, pozwala na oznaczanie
bardzo matych stezen lekéw w probkach biologicznych o malej objetosci [8,13,51,54,55-57]. Ten
aspekt jest szczegdlnie wazny u dzieci, gdzie czesto pobranie wigckszej ilosci krwi jest duzym
problemem. Obecnie technikg LC-MS/MS szeroko wykorzystuje si¢ w terapii monitorowanej lekow
immunosupresyjnych, lekow przeciwwirusowych, przeciwnowotworowych oraz substancji
psychoaktywnych [8,55-57]. Sposréd podstawowych lekow immunosupresyjnych, inhibitory
kalcyneuryny — cyklosporyna (CSA) i takrolimus (TAC) oraz inhibitory mTOR — ewerolimus (EWE)
i syrolimus (SYR), wymagaja oznaczania st¢zenia we krwi pelnej, natomiast kwas mykofenolowy
(MPA), powinien by¢ oznaczany w osoczu. Obecnie pomiar st¢zenia lekow immunosupresyjnych,
opiera si¢ na metodykach immunochemicznych. Najwickszym  problemem  metod
immunochemicznych jest brak wystarczajacej specyficznosci, jak rowniez wysoka cena stosowanych
odczynnikéw. Doskonala alternatywa wydaja si¢ by¢ techniki chromatograficzne. W Pracowni
Farmakologii Klinicznej i Terapii (PFKiT) zostata wdrozona technika ultrasprawnej chromatografii
cieczowej potaczonej z tandemowa spektrometria mas, umozliwiajaca jednoczesng analize CSA,
TAC, EWE i SYR w probkach krwi pelnej. Opracowana metoda zostata zwalidowana, a uzyskane
parametry walidacji (specyficznos$¢, liniowos¢, powtarzalnosc), spetity wymogi stawiane metodom
bioanalitycznym przez EMA — Europejska Agencj¢ Lekow [56]. Technika LC-MS/MS stosowana jest
rowniez do oznaczenia w osoczu 17 alfa-hydroksyprogesteronu (metabolicznego prekursora
kortyzolu), ktérego podniesione poziomy sa markerami wrodzonego przerostu nadnerczy. Choroba ta
moze prowadzi¢ do $mierci, tylko wczesnie postawiona diagnoza niesie nadziej¢ na jej wyleczenie.
Czulos¢ 1 specyficzno$¢ techniki LC-MS/MS, sprawia, ze otrzymane wyniki sa dokladniejsze niz
badania biochemiczne, wykonywane w kierunku wykrycia tej choroby [8]. Witamina D, wystepuje
w dwoch formach, jako witamina D; (ergokalcyferol) i Dz (cholekalcyferol). Witamina D, wystepuje
w roslinach i grzybach, natomiast witamina D3 jest wytwarzana w organizmach zwierzgcych.
Witamina D, oprocz swej sztandarowej roli w uktadzie kostno - szkieletowym, bierze udzial w wielu
procesach metabolicznych. Zapobiega chorobom ukladu sercowo-naczyniowego, chorobom
autoimmunologicznym, nowotworom, a takze niektorym chorobom psychicznym [8,21,22].
Wykazano, ze aktywna posta¢ witaminy D moze wplywaé na ekspresj¢ ponad 200 genow. Gtownymi
metabolitami witaminy D, jest 25(OH) witamina D, czyli 25(OH) cholekalcyferol i 25(OH)
ergokalcyferol oraz 1,25 (OH). witamina D3 (kalcytriol). Obecnie wigkszo$¢ oznaczen witaminy D,
przeprowadza si¢ z uzyciem metod immunoenzymatycznych, ktore pozwalaja oznaczy¢ catkowity
poziom 25(0OH) cholekalcyferolu i ergokalcyferolu lub tylko formy Ds. Ztotym $rodkiem okazuje si¢
by¢ technika LC-MS/MS zapewniajgca wigkszg precyzje pomiarOw i co najwazniejsze oznaczenie obu
form witaminy niezaleznie. Oznaczenie witaminy D, ktorej stezenie w surowicy krwi jest na poziomie
ng/ml, jest wykonywane na wigkszosci dostepnych obecnie na rynku potrojnych kwadrupoli. W Tabeli
1 podano zakresy stezen 25 (OH) witaminy Dz w surowicy krwi [21,22].
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Tab. 1 Zakresy stezen 25 (OH) witaminy D3

Zakresy stezen 25(OH) witaminy D3 w surowicy

[ng/ml] [nmol/l]
deficyt 0-10 0-25
niedobor >10-20 >25-50
hipowitaminoza >20-30 > 50-75
stezenie zalecane >30-80 > 75-200

Badania z ostatnich lat wykazaty, ze dodatkowo u niemowlat wystepuje forma epimeryczna C-3
hydroksy epimer 25(OH) witaminy Ds. Rutynowe oznaczanie tego epimery u niemowlat, mozliwe jest
tylko dzieki zastosowaniu techniki LC-MS/MS z trybem MRM. Warto wspomniec¢, ze istnieja takie
jednostki chorobowe, w ktorych powinno si¢ oznacza¢ nie 25 (OH) witaming D, a 1,25(OH):
witaming D lub oba te zwigzki rownoczesnie. Dotyczy to np. niewydolnosci nerek, w ktorej dochodzi
do spadku stezenia 1,25(OH), witaminy D3 (kalcytriolu). W zaleznosci od metody oznaczenia i norm
laboratoryjnych warto$ci prawidlowe kalcytriolu wahajg si¢ w granicach 50-150 pmol/l tj. 20-60
pg/ml. Z uwagi na fakt, ze zakres st¢zenia 1,25(OH), witaminy D3 jest na poziomie pg/ml (tj 1000
razy nizszym niz dyskutowane wczesniej metabolity), oznaczenie tego metabolitu mozliwe jest tylko
na najczulszych systemach LC-MS/MS [21,22]. Technika LC-MS/MS znalazta zastosowanie do
oznaczania szerokiego spektrum lekéw przeciwdepresyjnych (amitryptyliny, chloropromazyny,
klomipraminy, doksepinu, fluoksetyny, lewomepromazyny, maprotyliny, paroksetyny, perazyny,
promazyny, sertraliny, tiorydazyny) we krwi [52-54]. Takie wielokierunkowe badania, na oznaczanie
W jednym toku analitycznym wiecej niz jednego leku, znajduja zastosowania w toksykologii
klinicznej, gdzie materiat przekazywany do badan dostarczany jest czesto w niewielkich ilo$ciach.
Metody oznaczania wybranych lekéw przeciwdepresyjnych z zastosowaniem techniki LC-MS/MS
pozwalaja na wykrycie w/w zwigzkow na poziomie ng/mL [52-54]. Wykazano réwniez mozliwos¢
wykorzystania paznokci, jako materiatu alternatywnego do oznaczania lekéw przeciwdepresyjnych
(na przyktadzie flupentixolu) z zastosowaniem techniki LC-MS/MS [52-53]. Technika LC-MS/MS
jest rowniez wykorzystywana do wykrywania benzodiazepin (grupy lekow
o dziataniu przeciwlgkowym, uspokajajacym, nasennym) w moczu [15,16, 57-59]. Inne obszary
zastosowan techniki LC-MS/MS to diagnostyka chorob ukladu pokarmowego [3,8,15,16],
diagnostyka choréb neurodegradacyjnych, w tym choroby Alzheimera [3,8]. Omawiajac
zastosowania techniki LC-MS/MS nie sposob pomina¢, aplikacji w terapii choréb alergicznych, do

jednoczesnej identyfikacji w osoczu pseudoefedryny i cetyryzyny, substancji czynnych lekow przeciw
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histaminowych [3,8]. Technika LC-MS/MS doskonale sprawdza si¢ w oznaczeniach lekow
przeciwwirusowych. Analizy lekéw przeciwwirusowych sa trudnymi analizami z uwagi na
podobienstwo struktury chemicznej leku i substancji produkowanych w organizmie. Rozrdéznienie
leku od substancji endogennych, wymaga stosowania czutych i selektywnych metod. Takie kryteria
spetnia LC-MS/MS, ktora stosuje si¢ m.in. w analizie leku o nazwie valganciclovir oraz jego
aktywnego metabolitu gancicloviru [3,8,15,16]. Valganciclovir jest lekiem przeciwwirusowym,
stosowanym u 0s6b z obnizona odpornoscia. Technika LC-MS/MS znajduje rOwniez zastosowanie w
kontroli dopingowej, przede wszystkim ze wzglgdu na uzyskiwanie niskich granic wykrywalnosci
[3,8]. Metoda LC-MS/MS sprawdza si¢ w 0znaczaniu takich zakazanych substancji jak: amfetamina,

metamfetamina, czy kokaina [3].

4.2. Zastosowanie techniki LC-MS/MS w analizach srodowiskowych

Rozwd6j nowych, czulych technik analitycznych, pozwalajacych na wykrywanie i 0znaczanie
zwigzkow chemicznych na coraz to nizszym poziomie stezen, odbija si¢ echem w badaniach
srodowiskowych. Uwaga naukowcow skupia si¢ na tzw. nowopojawiajacych si¢ zanieczyszczeniach
srodowiska. Mowa tutaj o zwigzkach wchodzacych w sklad produktow uzywanych w zyciu
codziennym: leki i ich metabolity, zwigzki powierzchniowo czynne i ich pochodne, $rodki higieny
osobistej, srodki odkazajace, dodatki do benzyny [3,13,15,60]. Duzym problemem wydaja si¢ by¢
antybiotyki, (ze wzgledu na ich potencjalny wptyw na zmiany genetyczne opornych im bakterii) oraz
zwigzki zaklocajace rownowage hormonalng (z ang. Endocrine Disrupting Compounds, EDC'’s)
[3,13,15,60]. W/w klasy zwigzkow, sg przedmiotem zainteresowania ze strony naukowcoOw ze
wzgledu na wprowadzanie do srodowiska znacznych ilosci tych substancji, jak rowniez z uwagi na ich
aktywno$¢ biologiczng. Los farmaceutykow w $rodowisku jest bardzo skomplikowany, a
potencjalnych mozliwo$ci narazenia cztowieka jest wiele. Farmaceutyki mogg przeksztatca¢ si¢ w
toksyczne metabolity na drodze skomplikowanych reakcji, a te z kolei moga dalej ulegaé
transformacjom w zwigzki, ktore moga by¢ jeszcze bardziej szkodliwe. Z uwagi na niski poziom
stezen farmaceutykow i ich metabolitow (poziom pg/l, a nawet ng/l), konieczny jest etap
wzbogacania. Procedury wykorzystywane do oznaczania farmaceutykéw w wodach i $ciekach,
najczesciej uwzgledniajg ekstrakcje do fazy stacjonarnej na etapie przygotowania probki oraz
chromatografi¢ cieczowa sprz¢zong ze spektrometrig mas ma etapie badan koncowych. Réwniez pod
wzgledem wiasciwosci fizykochemicznych w/w zwigzkoéw (polarnosé, hydrofilowos¢) technika LC-
MS/MS wydaje si¢ by¢ najbardziej odpowiednia. Istnieja procedury analityczne z zastosowaniem
techniki LC-MS/MS, ktore umozliwiajg oznaczenie farmaceutykow nawet na poziomie pg/l [15,54,60-

61]. Ogromng zaleta wykorzystania tandemowego spektrometru mas jest mozliwosé ilo§ciowego
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oznaczania zwigzkow bez koniecznosci ich rozdzielenia. Technika LC-MS/MS wykorzystywana jest
réwniez w badaniach $rodowiskowych do oznaczania biomarkeréw narazenia zawodowego np. na
benzen, czy styren w probkach moczu [62]. Technika LC-MS/MS znajduje szerokie zastosowanie w
analizach zwigzanych z kontrola jako$ci pozywienia, np. pod katem zawartosci mikotoksyn,

pestycydow, czy tez akryloamidu [15,63].

4.3. Zastosowanie techniki LC-MS/MS w badaniu ekstraktow roslinnych

Kolejnym z obszarow badawczych, gdzie obserwuje si¢ wzrost zapotrzebowania na czule, szybkie,
selektywne i wiarygodne metody analityczne i gdzie technika LC-MS/MS odgrywa kluczowa role, jest
analiza substancji pochodzenia roslinnego [64]. Analiza metaboloméw tkanek roslin nie jest fatwym
zadaniem, wymaga skomplikowanej obrobki badanych tkanek, o czym mowa w rozdziale 6. W
literaturze znajduje si¢ wiele doniesien o zastosowaniu techniki LC-MS/MS w analizie takich
fitohormondéw roslinnych jak: kwas jasmonowy (JA), kwas salicylowy (SA) i kwas abscysynowy
(ABA). Zwiazki te wystepuja w tkankach roslinnych w niewielkich ilo$ciach i sg zaliczane do
endogennych regulatorow wzrostu i rozwoju roslin [65-68]. W ciagu ostatnich lat nowoczesne metody
chromatograficzne, w tym technika LC-MS/MS znalazly roéwniez zastosowanie w analizach
flawonoidéw i saponin. Saponiny i flawonoidy sa bioaktywnymi sktadnikami roslin, posiadajacymi
szereg wlasciwosci przeciwutleniajagcyh, przeciwbakteryjnych oraz owadobojczych [64]. Rowniez w
badaniach proteomicznych, technika LC-MS/MS ma swoj znaczacy udziat [1,69-72]. Brak kompletnie
zsekwencjonowanych genomow roslinnych, bedacych obiektem zainteresowan naukowcow, utrudnia
identyfikacj¢ wyizolowanych juz biatek. Do identyfikacji bialek, oprocz klasycznej metody degradacji
Edmana, wykorzystuje si¢ techniki oparte na spektrometrii mas, w tym LC-MS/MS wyposazony w
zrodto jonizacji poprzez elektrorozpraszanie (ESI) [1,70-72]. Proteomiczna analiza ziaren stonecznika
z uzyciem techniki LC-MS/MS postuzyta do wyselekcjonowania odmian odpowiednich do uprawy
pod wzgledem zawartosci olejow [70]. Badania wykazaty, ze zawarto$¢ olejoéw zwigzana jest z
metabolizmem weglowodorow i syntezg biatek. Autorzy pracy [71] badali zmiany w proteomie
rzepaku. Stosujac technike MALDI oraz LC-MS/MS zidentyfikowali grupe ponad 500 biatek, co
wskazywalo, ze z rozwojem nasion rzepaku, zwigzane sg zmiany wielu szlakoéw metabolicznych,
glownie cukrow. Jeszcze innym obszarem zastosowan proteomiki jest badanie alergenow w zywnosci.
Poréwnawcza analiza bialek zawartych w nasionach roznych genotypow jest kluczowa dla
identyfikacji i eliminacji potencjalnych alergenéw. Wykorzystujac technike LC-MS/MS w nasionach
soi wykryto i zidentyfikowano podjednostki o i B — konglicynin, ktérych zawarto$¢ byta rozna w

zaleznos$ci od odmiany. Wykazano réwniez, jakie biatka sa odpowiedzialne za reakcje alergiczne [72].
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5. AGILENT 6460 TRIPLE QUAD LC/MS

W pracy przedstawiona zostanie budowa jednego z najnowocze$niejszych systemow reprezentujacych
techniki sprzgzone — chromatografii cieczowej z tandemowym uktadem spektrometréow mas. W
Zaktadzie Fizykochemii Ekosystemow IFJ PAN Krakow, pracuje uktad Agilent 6460 Triple Quad
LC/MS, potaczony z ultrasprawnym chromatografem cieczcowym Agilent 1290 Infinity (Rys.14).

Ponizej omoéwiono warunki pracy tych urzadzen oraz tryby pracy potrojnego kwadrupola MS.

Rys.14 Uktad LC-MS/MS pracujgcy w Zaktadzie Fizykochemii Ekosysteméw IFJ PAN.

5.1. Ultrasprawny chromatograf cieczowy Agilent 1290 Infinity

System Agilent 1290 Infinity jest ultrasprawnym chromatografem cieczowym, sktadajacym sig¢
z nastgpujacych modulow: wysokocisnieniowa pompa podwojna (binary pump), automatyczny
podajnik probek (autosampler), termostat kolumn oraz na samej gorze — nadstawka na butelki z
rozpuszczalnikami. Uktad modutow w systemie Agilent 1290 Infinity w IFJ PAN Krakow
zaprezentowano na Rysunku 15.
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Rys 15. Agilent 1290 Infinity

System 1290 Infinity, jako ultrasprawny chromatograf cieczowy, moze pracowaé pod cisnieniem do
1200 bardéw, przy przeptywie do Sml/min. Wysoka warto$¢ osigganego cisnienia pozwala na szybkie
chromatografowanie z uzyciem krotkich kolumn. Dtugie kolumny z mniejszym uziarnieniem
charakteryzujg si¢ lepsza sprawno$cig i wyzsza rozdzielczoscia, co ma istotne znaczenie w analizie
ztozonych probek. System wyposazony jest w termostat kolumn tzw. Thermostatted Column
Compartment (TCC) zapewniajacy mozliwo$¢ regulacji w zakresie od 10°C ponizej temperatury
otoczenia, do 80°C (przy przeplywie 5 ml/min) do nawet 100°C (przy przeptywie rzedu 2.5 ml/min).
System zawiera automatyczny podajnik probek do dozowania matych objetosci, co zapewnia mala
objetos¢ martwa. Nowe, inertne materialy, pomagaja w osiagni¢ciu niskiego efektu przenoszenia
miedzy poszczegélnymi dozowaniami. Na podstawie danych literaturowych, szacuje sig, ze w
przypadku potrojnego kwadrupola, efekt przenoszenia nie powinien by¢ wiekszy niz 0,002 %. System
Infinity, pobiera doktadnie nastawiong objeto$¢ probki bez zadnych strat w zakresie dozowania od 1
do 40ul. Standardowo instalowana kapilara pozwala na nastrzyk do 20ul. Tacka na probki w
podajniku zawiera 10 statych miejsc na fiolki oraz uktad dwoch wymiennych tacek na 54 fiolki o
objetosci 2ml. Podajnik probek moze by¢ dodatkowo termostatowany. System Agilent 1290 Infinity
Binary Pump, zawiera w jednej obudowie: system dwoch identycznych pomp wysokocisnieniowych,
dwukanatowy odgazowywacz (z ang. degasser), czterokanatowy zawor wyboru rozpuszczalnika oraz
mieszalnik typu Jet Weaver o matej objetosci. System Agilent 1290 Infinity Binary Pump (Rys. 16).
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Rys.16 System Agilent 1290 Infinity Binary Pump [64].

Mieszalnik typu Jet Weaver jest nowoczesnym systemem mieszania rozpuszczalnikoéw w oparciu o
technologi¢ mikroprzeptywow. Poprzez zastosowanie odgazowywacza zyskuje si¢ wigksza stabilnos§¢
przeplywu oraz zwickszenie czuto$ci detektora. Pompa tworzy mieszanke dwoch rdéznych
rozpuszczalnikow z wybranych kanatow A i B. Wazne jest, aby nie miesza¢ dwoch rozpuszczalnikow
z kanatu A, ani dwoch z kanalu B. W przypadku zlozonych probek wykorzystuje si¢ metody
gradientowe. W wielu aplikacjach stosuje si¢ szeroki gradient od 5 do 95 % rozpuszczalnika
organicznego, aby zapewni¢ mozliwie jak najwigksza elastycznos¢ probek o nieznanym sktadzie. W

Tabeli 2 zestawiono parametry techniczne systemu Agilent 1290 Infinity.

Tab. 2 Parametry techniczne systemu Agilent 1290 Infinity

Chromatograf cieczowy Agilent 1290 Infinity

zakres przeptywu 0,001-5,000 ml/min
precyzje przeptywu 0,07% RSD

doktadnosc¢ przeptywu 0,001ml/min
maksymalne ci$nienie 1200bar

zakres dozowania probki od1-40 pul

precyzja dozowania probki 0,25% RSD

blad przenoszenia probki (carry over) 0,002%

zakres termostatowania probek 4-40C

zakres termostatowania kolumny od 10 - 100°C

ilo$¢ probek autosamplera uktad 2 tacek na 54 fiolki
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5.2. Potrdéjny kwadrupol MS firmy Agilent

Agilent Triple Quad LC/MS moze pracowac¢ w konfiguracji z roznymi zroédtami jonow: ESI lub APCI
(stosowane wymiennie). Spektrometr wyposazony w zroédto ESI zapewnia czulo$¢ na poziomie

femtogramow. W tabeli 3 zestawiono parametry techniczne sprzetu LC-MS/MS.

Tab. 3 Parametry techniczne LC-MS/MS

Spektrometr masowy Agilent 6460 Triple Quad LC/MS

czutos¢ S/N (peak to peak) 73941

rozdzielczo$¢ masowa 0,7 amu/FWHM

stabilno$¢ mas 0,1amu w ciagu 24h

zakres mas 5-3000 amu

zakres dynamiczny 6,0-10°

szybko$¢ skanowania 5200 amu/s

czas MRM [dwell time] Ims

czas zmiany polaryzacji 30ms

doktadno$¢ masowa 0,1 amu dla zakresu 5-1000 amu

Agilent Triple Quad LC/MS, sterowany jest programem Agilent Mass Hunter Workstation,

sktadajacym sie z trzech podprogramow:
¢ Data Acquisition — do zbierania danych
¢ Quantitative Analysis — do analizy ilo§ciowej
¢ Qualitative Analysis — do analizy jakoSciowej

Potrojny kwadrupol spektrometru mas sktada si¢ ze zrodta jonow, sytemu soczewek, ktory kieruje
jony do pierwszego kwadrupola (Q1 (MS1)) ze zrodta jonow (ESI lub APCI) (rys. 15). Kwadrupol
stanowi uktad czterech rownoleglych, hiperbolicznych pretow, przez ktore filtrowane sa jony
0 wybranym stosunku m/z, przed wejsciem do komorki kolizyjnej. Role komorki kolizyjnej moze
spetnia¢ kwadrupol, heksapol, oktopol. W prezentowanym urzadzeniu komorke kolizyjng zwyczajowo
nazywana jest drugim kwadrupolem (Q2), ale w rzeczywisto$ci jest heksapolem - uktadem szeSciu
pretow pokrytych opornym materialem, uzywanym do generowania réznicy potencjaldw. Heksapol

jest optymalnym rozwigzaniem zarowno dla skupiania, jak i przesylania jonow. Aby zapewni¢ ruch
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jonow prekursorowych w strone trzeciego kwadrupola (Q3 (MS2)), napiccie na komorce kolizyjnej
musi by¢ inne niz na kwadrupolach. Komoérka kolizyjna wypetniona jest gazem inertnym, takim
samym, jaki jest uzywany w zrodle jonéw — azotem lub argonem. W przypadku uktadu pracujacego
w IFJ PAN Krakow jest to azot 6.0 (Linde gas). Napiecie generujace energi¢ kolizyjng powoduje
powstawanie fragmentow jonow. Powstajace w komorce kolizyjnej fragmenty jonow, sa kierowane do
trzeciego kwadrupola (Q3 (MS2)), gdzie odbywa si¢ etap filtrowania. Filtrowanie jonow w trzecim
kwadruplu umozliwia izolacj¢ i badanie wielu przemian jonéw prekursorowych do jondw potomnych

(tryb pracy MRM). Schemat budowy potrojnego kwadrupola MS firmy Agilent przedstawiono na
Rysunku 17.

Ill Kwadrupolowy filtr mas (Q1) Kwadrupolowy filtr mas (Q3)
\J

(ﬂh[_i °“‘°"°"\\@ﬁ—ﬂ1ui -

S K112 - - * Detektor
oczewki 11 Komorka kolizyjna 10KV
Pompa ' Po;edyncza 3-stopniowa Turbo ! . T"'b°)

prézni wstepnej , Turbo Pompa L 2

Rys. 17 Schemat potréjnego kwadrupola MS 6460 firmy Agilent. Nowatorskie rozwiqzania firmy
Agilent w stosunku do poprzedniego modelu urzqdzenia zaznaczono numerami od 1-5(wyjasnienie w
tekscie)[23]

W stosunku do wczesniejszego modelu potrojnego kwadrupola, firma Agilent wprowadzita nowe

rozwiazania (Rys. 17).

1. Agilent Triple Quad 6460 jest kwadrupolem, w ktorym wykorzystywana jest technologia Jet
Stream, ulatwiajaca oddzielenie rozpuszczalnika od analitu. Zastosowanie technologii Jet Stream
zapewnia maksymalng jonizacj¢, w wyniku czego wigksza ilo§¢ jonow dostaje si¢ do kapilary

probkujacej, co w rzeczywistosci przektada sie na lepszy stosunek sygnatu do szumow (S/N).

2. Po jonizacji jony wchodza do spektrometru mas, poprzez nowatorski, przewod kapilarny, co

usprawnia przeplyw jonéw oraz natychmiastowe przetaczanie polarnosci.

3. Jony, po przejsciu przez trzeci kwadrupol sa wykrywane z wykorzystaniem detektora o wysokiej
energii. W uktadzie Agilent Triple Quad 6460 dodana zostata druga turbo pompa, aby zwickszy¢
szybkos¢ pompowania oraz zwigkszy¢ proznie, co skutkuje zwigkszeniem poziomu detekcji oraz

poprawia stosunek sygnatu do szumu.
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4. Komoérka kolizyjna, po nowatorskich rozwiazaniach firmy Agilent posiada przyspieszenie osiowe
dla duzych predkosci analizy MS/MS.

5. Zostata dodana druga turbo pompa, aby zwickszy¢ predkosé pompowania jonéw do trzeciego
kwadrupola. Rozwigzanie to poprawia stosunek sygnalu do szumoéw i zwicksza limit detekcji

potrdjnego kwadrupola.

5.3.  Tryby pracy potréjnego kwadrupola MS

Potrdjny kwadrupol moze pracowa¢ w roznych trybach. Rysunek 18 przedstawiajacy ideowy schemat
pracy potrdjnego kwadrupola pozwalajacy zrozumie¢ poszczegélne tryby pracy urzadzenia.
Kwadrupolowe analizatory mas zostaty przedstawione jako ruchome pasy. W ten sposob zilustrowano
zmian¢ potencjatow pretow kwadrupolowych 1 mozliwos$¢ przepuszczenia tylko okreslonych jonow.
Migdzy dwoma pasami przedstawiajacymi kwadrupole Q1(MS1) i Q3 (MS2), znajduje si¢ komorka

kolizyjna Q2, w ktorej zachodzi fragmentacja jonow.

Rys. 18 Model dziatania potréjnego kwadrupola MS [23].

W trybie MS2 SCAN wytaczony jest pierwszy kwadrupol Q1(MS1) i komora kolizyjna. Na
trzecim kwadrupolu Q3(MS2) zachodzi skanowanie wszystkich jonow. W trybie MS2 SIM —
wylaczony jest pierwszy kwadrupol i komora kolizyjna, na trzecim kwadrupolu Q3 (MS2) zachodzi
skanowanie wybranego jonu o konkretnym m/z. Tryb Product lon Scan jest najmniej czutym trybem
pracy potrojnego kwadrupola. W trybie Product lon Scan — w pierwszym kwadrupolu Q1(MS1)
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wybiera si¢/skanuje jeden konkretny jon macierzysty (prekursorowy) o zdefiniowanej wartosci m/z
(zatrzymany pas Q1 — skanowanie jednego jonu (rys.18)), w celi kolizyjnej, wypelnionej gazem,
nastepuje jego fragmentacja (z ang. Collision Induced Dissociation, CID), na trzecim kwadrupolu Q3
(MS2) (ruchomy pas Q3 (rys.18)) zachodzi skanowanie wszystkich powstatych jonow potomnych.
Otrzymuje si¢ widmo jondéw potomnych. Celem stosowania trybu Product lon Scan jest poszukiwanie
produktéw fragmentacji jonu macierzystego. Ten tryb pracy okreslany jest rowniez jako tryb petnego
skanowania MS/MS. Schemat pracy potrojnego kwadrupola w trybie Product lon Scan zilustrowano
na Rysunku 19.

— A —
—>» —> >
— —
ke— -
Q1 QZI I Q3

gas kolizyjny
fragmentacja

Rys.19 Diagram trybu pracy Product lon Scan [16].

W trybie Precursor lon Scan - w pierwszym kwadrupolu odbywa sie¢ skanowanie wszystkich
jonéw macierzystych (ruchomy pas Q1 (Rys.18)), w celi kolizyjnej zachodzi ich fragmentacja, na
trzecim kwadrupolu zachodzi skanowanie jonu potomnego o zdefiniowanej warto$ci m/z (zatrzymany
pas Q3 — nastawiony na konkretng wartos¢ m/z (Rys.18)). Otrzymuje si¢ widmo jonéw macierzystych.
Celem stosowania trybu Precursor Ion Scan jest poszukiwanie jonow macierzystych generujacych

konkretny produkt. Schemat trybu Precursor lon Scan zilustrowano na Rysunku 20.

-l A_»r —>

E—l—

;

Q1 QZI I Q3
CID

Gas

Rys. 20 Diagram trybu pracy Precursor lon Scan [16].

Tryb Selected Reaction Monitoring (SRM) to tryb §ledzenia wybranych reakcji fragmentacji.
Jest najbardziej czulym trybem dziatania potrdjnego kwadrupola, w ktérym monitoruje si¢ tylko
pojedynczy jon prekursorowy i pojedynczy jon potomny. W warunkach normalnej pracy, potrojny
kwadrupol przeprowadza kilka SRM dla tych samych jonow prekursorowych i wowczas ten tryb
pracy nosi nazwe monitorowaniem wielu reakcji (z ang. Multiple Reaction Monitoring, MRM). W
trybie SRM kwadrupol dziata z najwieksza wydajnoscig. Jest to przypadek, ktory mozna zilustorowac

zatrzymaniem obu paséw, przedstawiajacych kwadruple Q1 i Q3, na konkretnej wartoSci m/z
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(Rys.18). W pierwszym kwadrupolu wybiera si¢/skanuje jeden konkretny jon macierzysty
(prekursorowy) o zdefiniowanym stosunku m/z. W komorze kolizyjnej nastepuje wysokoenergetyczna
i wydajna fragmentacja. Na trzecim kwadrupolu zachodzi skanowanie jonu potomnego o $cisle
zdefiniowanej wartosci m/z. Schemat pracy potrojnego kwadrupola w trybie MRM/SRM,

zilustrowano na Rysunku 21.
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fragmentacja

Rys.21 Diagram trybu pracy MRM/SRM [16].

Tryb MRM dotyczy sytuacji, gdzie potrojny kwadrupol przeprowadza kilka reakcji SRM dla tych
samych jonow prekursorowych. Tryb MRM zapewnia najlepsza selektywnos$¢, intensywno$¢ sygnatu
jest duza, a wartos¢ szuméw niska. Tylko w trybie MRM mozliwe jest uzyskanie najlepszych wartosci
stosunku sygnatu do szumu (S/N), a wigc osiagnigcie najlepszych poziomow wykrywalnosci (LOD —
Limit of Detection) lub oznaczalnosci (LOQ — Limit of Quantitation). Tryb MRM jest zdecydowanie
najlepszym trybem do pomiaréw ilosciowych. Do wigkszosci analiz iloSciowych, ktore
przeprowadzane sa w trybie MRM stosowane sa wzorce znakowane izotopowo. W trybie Neutral
Loss Scan — skanowanie w pierwszym 1 trzecim kwadrupolu ze stalg r6znicg masy. Otrzymuje si¢
widmo jondéw tracacych fragment obojetny o stalej masie. Jest to tryb obserwowania reakcji
fragmentacji, w ktorych powstaje obojetna czasteczka. Schemat trybu Neutral Loss Scan

przedstawiono na Rysunku 22.

H
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a1 Q2

gas kolizyjny
fragmentacja

Rys. 22 Diagram trybu pracy Neutral lon Scan [16].

6. ZASTOSOWANIE POTROJNEGO KWADRUPOLA MS FIRMY
AGILENT W ANALIZIE CYTOKININ W LISCIACH ROSLIN
WYZSZYCH
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Cytokininy sg hormonami ros$linnymi o charakterze stymulatoréw, ktoére reguluja tempo podzialow
komoérkowych, uczestnicza w roznicowaniu chloroplastow, reguluja alokacje metabolitow
1 uczestniczg w wielu innych procesach fizjologicznych. Cytokininy to zwiazki o budowie podobnej
do adeniny. Powszechnie wystepujaca w §wiecie roslin cytokining jest zeatyna (Rys 23). Zeatyna jest
hormonem regulujacym wzrost i rozwoj roslin. Wyodrebniona zostata po raz pierwszy z niedojrzatych

nasion kukurydzy (Zea mays), od ktorej pochodzi jej nazwa.
HO

~

NH
JIH
N~~~
|

Rys. 23 Budowa chemiczna zeatyny

Glownym problemem analitycznym w przypadku materialu roslinnego jest ztozonos¢ sktadu
chemicznego. Materiat roslinny sktada si¢ z tysigcy sktadnikow o stgzeniach roézniacych si¢ nierzadko
kilka rzedow wielkosci. Dodatkowo, sktadniki materialu roslinnego rdznia si¢ polarnoscia. Obok tak
wysoce polarnych zwigzkow, jak sole mineralne, witaminy grupy B, oraz witamina C,
monosacharydy, czy krotkotancuchowe aminokwasy, wystepuja rowniez zwigzki niepolarne,
praktycznie nierozpuszczalne w wodzie, takie jak: thuszcze 1 kwasy tluszczowe, tokoferole, czy
karotenoidy. Wickszo$¢ znanych zwigzkow roslinnych o charakterze hormonalnym jest dobrze
rozpuszczalna w wodzie, w tym rowniez cytokininy. Wyodrebnienie wielu analitow jednoczes$nie
z materialu roslinnego stanowi duze wyzwanie dla chemikow analitykow. Potrzebne sg zatem
odpowiednie metody, ktore pozwalaja na uwolnienie danego analitu z duzg wydajnoscia, przy
jednoczesnym zachowaniu jego wiasno$ci, np. aktywnosci enzymatycznej, czy struktury. Komorki
roslinne posiadajg odporng na lize Sciang komorkowa, ktora utrudnia izolacje wybranych sktadnikow
komoérkowych, jak réwniez stanowi przeszkodg dla swobodnej migracji badanych zwigzkow do
rozpuszczalnika. Aby usprawni¢ ekstrakcje analitow, probki tkanek nalezy najpierw zhomogenizowac,
a nastgpnie podda¢ dziataniu ultradzwigkow. Opisywang ponizej procedure przygotowania probki,
zaczerpnigto z pracy Stefancic et al. [74]. Zamrozony material (100 mg $wiezej masy) zostat najpierw
zhomogenizowany w ciektym azocie przy uzyciu porcelanowego mozdzierza, a nastgpnie dodano
rozpuszczalnik ekstrakcyjny: mieszaning metanolu, wody i kwasu mrowkowego w stosunku
objetosciowym 15:4:1. W tym samym czasie dodano izotopowy standard wewnetrzny — roztwor
[**N4]-kinetyny w metanolu. Dla utatwienia i przyspieszenia ekstrakcji zawiesing wytrzgsano przez 10
min, a nastepnie poddawano dziataniu ultradzwickow (sonikacja) przez 20 min. Zawiesing

odwirowano (20 000 G przez 15 min) i zebrano supernatant, a nastgpnie procedurg¢ ekstrakcji
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powtorzono (bez dodatku izotopowego standardu wewngtrznego). Supernatanty z obydwu etapow
ekstrakcji potaczono, a nastepnie odparowano do sucha w temperaturze 50°C pod strumieniem
gazowego azotu. Suchg pozostato$¢ rozpuszczono w roztworze 1 mol/dm® kwasu mrowkowego w
wodzie, a nastepnie sonikowano przez 10 min. Powstatg mieszaning odwirowano (20 000 G przez 15
min), a nastgpnie oczyszczono przy uzyciu kolumienek SPE Waters Oasis MCX. Procedura SPE
rozpoczeta sie od prekondycjonowania kolumienki metanolem, a nastgpnie roztworem 1 mol/dm?
kwasu mréwkowego, nastepnie natozono odwirowany ekstrakt, i kolumienke przeptukano kolejno
roztworem 1 mol/dm*® kwasu mrowkowego, metanolem, oraz amoniakiem 0,35 mol/dm3. Badane
zwigzki wyptukano z kolumienki roztworem amoniaku 0,35 mol/dm® w 60% metanolu. Eluat
odparowano do sucha w temperaturze 50°C pod strumieniem gazowego azotu, a nastepnie sucha
pozostato$¢ rozpuszczono w metanolu i odwirowano (20 000 G przez 15 min). Gotowa probke
umieszczono w fiolce HPLC i wykonano analizg na uktadzie Agilent Triple Quad LC/MS w Zaktadzie
Fizykochemii Ekosystemow IFJ PAN. Zastosowano faz¢ ruchoma o skladzie kwas octowy 0,001% w
wodzie (A), oraz kwas octowy 0,001% w acetonitrylu (B), predkos¢ przeptywu wynosita 0,5 ml/min.
Kolumng analityczng stanowita kolumna firmy Supelco Ascentis RP-Amide o parametrach (7.5 cm X
2.1 mm, 2.7 um). Oznaczono zawarto$¢ wybranych cytokinin: cis- i trans-zeatyny, ich rybozydow,
kinetyny, rybozydu kinetyny, oraz izopentenyladeniny. Oznaczono takze zawarto$¢ wewngtrznego
standardu izotopowego: [*°*N4]-kinetyny. Kazdy z tych zwigzkéw oznaczano wedlug najbardziej
obfitego jonu potomnego (MRM), tozsamo$¢ potwierdzono na podstawie dwoch kolejnych, pod

wzgledem obfitosci, jonow.
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Rys. 24 Struktura chemiczna i widmo masowe jonow potomnych c-zeatyny
wybranych do analizy

34



+ MRM (14.753-15.196 min, 54 scans) (352.4 -> ™) cyt-std07-2.d
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Rys. 25 Struktura chemiczna i widmo masowe jonow potomnych rybozydu
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+ MRM (13.24%-13.853 min, 73 scans) (220.2 -> =) cyt-std07-2.d
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Rys. 28 Struktura chemiczna i widmo masowe jonow potomnych kinetyny wybranych do analizy
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+ MRM (18.281-18.574 min, 35 scans) (348.3 - =) cyt-std09-2.d
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Rys. 29 Struktura chemiczna i widmo masowe jonow potomnych rybozydu kinetyny wybranych do
analizy
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Rys. 30 Struktura chemiczna i widmo masowe jonéw potomnych [F*Na]kinetyny wybranych do analizy.
Zwiqzek uzyto w charakterze izotopowego standardu wewnetrznego.
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Rys. 31 Struktura chemiczna i widmo masowe jonéw potomnych izopentenyladeniny wybranych do
analizy

Sporzadzono roztwory kalibracyjne w zakresie stezen 1,95 — 1000 ng/ml w metanolu, sporzadzono
rowniez krzywe kalibracyjne badanych zwiazkow. Zwiazki analizowano w trybie Dynamic MRM,
w ktorym aparat ustawiany jest na wykrywanie kolejnych jonow MRM badanych zwigzkow
w zakresie 1 minute przed i 1 minut¢ po oczekiwanym czasie retencji. Dzigki temu nie monitoruje si¢
wszystkich oczekiwanych jondéw przez caly czas analizy, co zwigksza czulo$¢ analizy.
W  urzadzeniach z kwadrupolowym filtrem masowym czuto§¢ zalezy bowiem od liczby
analizowanych jednoczesnie jondéw, im jest ich wigcej, tym czulo$¢ mniejsza. Najwieksza czutos§¢
analizy mozna uzyska¢ monitorujac tylko jeden jon w danym zakresie oczekiwanego czasu retencji,
jednak zmniejsza si¢ wtedy pewnos¢ potwierdzenia tozsamos$ci analizowanego zwiazku, gdyz nie
mozna porowna¢ miedzy sobg réznych jonéw generowanych przez analit. W przypadku tandemowych
kwadrupolowych spektroskopéw masowych rozsgdnym kompromisem jest monitorowanie 2-3 jonéw

dla pojedynczego zwigzku.
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Rys. 32 Chromatogram jednego z roztworow kalibracyjnych. Zatamania linii sygnatu sq wynikiem
przelgczania miedzy jonami w trybie Dynamic MRM. Linia pokazuje catkowitq ilos¢ jonow w funkcji
czasu (TIC — Total lon Content)
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Rys. 33 Sygnat pojedynczych jonow MRM wygenerowany z chromatogramu TIC przedstawionego na
Rys. 32. Sq to dwa jony generowane przez cis- | trans-zeatyne (zwigzki te sq izomerami, ich
fragmentacja przebiega wiec w podobny sposob, wytwarzajgc te same jony potomne)
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Rys. 34 Chromatogram probki roslinnej przedstawiony jako ilos¢ zliczen dwoch wybranych jonow
potomnych wygenerowanych przez cis- i trans-zeatyne w trybie Dynamic MRM

Przedstawiony na Rys 34 chromatogram pokazuje, jak selektywnag technikg jest chromatografia
wysokosprawna sprzezona z tandemowa spektroskopiag masowa. Interesujace analityka zwigzki
chemiczne, mimo obecnos$ci duzej ilosci innych zwigzkdw, pojawiajg si¢ na praktycznie czystej (od
innych pikow) linii bazowej. Uzyty w pracy spektroskop masowy Agilent Technologies 6460 pozwolit
na bezproblemowe oznaczenie zawarto$ci zwiazkow chemicznych juz przy stezeniach rzedu 1 ng/g
$wiezej masy w badanym materiale, z zaledwie 100 mg masy probki. Na koniec warto nadmienic¢, iz w
opisanej tutaj procedurze wykorzystano takze inne frakcje pozyskane dzigki metodzie SPE: z frakcji
metanolowej oznaczono zawarto$¢ innych hormonéw roslinnych: auksyn (kwasu indolilo-3-octowego,
indolilo-3-mastowego, oraz abscysynowego), a z frakcji zwiazkow nie wigzanych przez kolumne (tzw.
Flow Through) oznaczono zawarto$¢ cukrow rozpuszczalnych. Technika SPE pozwala wigc na analizg
wielu roznych zwigzkow chemicznych z jednej probki, nawet gdy ich wlasciwos$ci chemiczne
wykluczaja jednoczesng analiz¢ HPLC. Jest to szczegdlnie wazne w badaniach biologicznych, gdzie
pozyskanie kazdej dodatkowej probki nierzadko jest bardzo praco i kosztochlonne, a bywa
niemozliwe. Zastosowanie wigc opisanych powyzej technik, nie tylko daje mozliwos¢ uzyskania
lepszych wynikow, ale takze umozliwia uzyskanie wynikéw niedostepnych przy uzyciu innych

technik analitycznych.
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7. PODSUMOWANIE

Obserwowany od wielu lat rozw6j nowoczesnych technik taczonych opartych na spektrometrii mas,
sprawia, ze sg one czotlowymi rozwigzaniami, zapewniajacymi jakosciowe i ilo§ciowe oznaczanie
analitow na bardzo niskim poziomie st¢zen — poziomie §ladow.

Stworzenie techniki LC-MS/MS, poprzez potaczenie efektywnej techniki rozdzielania
chromatograficznego (LC) z selektywna technikg detekcji (MS), zrewolucjonizowato analityczne
mozliwo$ci oznaczen. Analitycy dostali skuteczne narzedzie do oznaczen ilo$ciowych,
umozliwiajacych wykrywanie coraz wigkszej liczby zwiazkdw na coraz nizszym poziomie stgzen
w coraz to bardziej ztozonych matrycach. A wszystko to, w czasie jednej, krotkiej analizy.

W odroznieniu do techniki GC-MS, technika LC-MS/MS daje analitykom mozliwo$¢ rozdzielenia i
oznaczenia polarnych i niepolarnych substancji $rednio — i trudno lotnych, a takze zwiazkow tatwo
ulegajacych rozktadowi termicznemu.

W $wietle powyzszych rozwazan, wida¢, jak powszechnym, efektywnym i coraz bardziej
zyskujacym na znaczeniu rozwigzaniem jest wykorzystanie sprze¢zenia chromatografii cieczowej ze
spektrometrig mas w roéznorodnych dziedzinach zycia: od przemyshu, poprzez ochrong srodowiska,
biochemig, genetyke, az po medycyne.

Nalezy mie¢ nadzieje, ze dalszy rozwdj i opracowywanie nowych metodyk, zaowocuje
jeszcze lepszymi mozliwosciami wykorzystania tak nowoczesnej aparatury w roznorodnych

dziedzinach nauki.
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