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1. Uvod

V poslednich letech byl zaznamendn velky pokrok
v oblasti pfimého spojeni separac¢nich a spektralnich tech-
nik. V prvnim kroku se smés latek rozd€li separacni tech-
nikou vhodnou pro danou smés (napt. GC, HPLC, kapilarni
elektroforéza, plandrni chromatografie) a ve druhém kroku
po rozdéleni liatek se vhodnou spektralni metodou (napf.
hmotnostni spektrometrie, UV/VIS spektrometrie, IC spek-
trometrie) ziskaji strukturni informace o jednotlivych slou-
¢eninach. V optimalnim piipadé je moZzné identifikovat
jednotlivé slozky neznamé smeési nebo alespon Casteéné
odvodit jejich struktury.

V soucasnosti je nejvice rozsifena technika spojeni
plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS),
ktera spojuje vysokou separaéni ui¢innost plynové chroma-

tografie a cenné strukturni informace ziskané hmotnostni
spektrometrii, av§ak kterou nelze pouZzit pro méné tékavé
slou¢eniny bezjejich chemické derivatizace. Velky uspéch
techniky GC/MS podnitil intenzivni vyzkum moZnosti
technicky ndroénéjsiho spojeni kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (HPLC/MS). Hmotnostni spek-
trometr pracuje za vysokého vakua (fadové 10~ az 10~ Pa),
zatimco na vystupu z kapalinového chromatografu jsou
analyzované latky neseny v proudu kapaliny za atmosferic-
kého tlaku (prittoky v&ts§inou 0,5 aZ 2 ml.min ). Preveden
analyzovanych litek do plynné faze a odstranéni velkého
nadbytku mobilni fize jsou hlavni problémy spojeni
HPLC/MS. Byla vyvinuta rizna technickd feseni tohoto
spojeni™"®, z nichZz nékterd maji v dne$nf dob& uZ jen
historicky vyznam. Pfehled technik HPLC/MS lze nalézt
v n&kolika monografiich'"".

V pocétecni fazi vyvoje se vyuzivalo pro spojeni HPLC/
MS Klasické elektronové ionizace (EI), popf. chemické
ionizace (CI) u zafizeni s pfimym vstupem eludtu nebo pfi
spojeni s nekoneénym dopravnim pasem. Tyto techniky
byly pozdéji pifekonany tzv. spojenim ,Particle beam",
které rovné€Z vyuzivd EI. Nadbytek vnitini energie iontd
ziskany pii ,,tvrdé" ionizaci EI miZze vést k rozsihlé frag-
mentaci (zejména u tepelné nestdlych nebo vySemoleku-
larnich latek), coz znemoziuje urceni molekulové hmot-
nosti (Mg) u nékterych typi ldtek, které se bézné analyzuji
kapalinovou chromatografii. Naopak vyhodou EI oproti
jinym ionizaénim technikdm je dostupnost rozsahlych
knihoven hmotnostnich spekter a podrobné popsana pra-
vidla fragmentace jednotlivych tiid latek!5-17,

V poslednich letech byly navrzeny specialni ionizaéni
techniky pro spojeni hmotnostni spektrometrie s HPLC
(termosprej, elektrosprej, chemickd ionizace za atmosferic-
kého tlaku), které patfi mezi tzv. ,,mékké" ioniza¢ni tech-
niky a umoziuji uréeni My i pro slou€eniny, u kterych pfi
ionizaci EI neni pozorovan molekuldrni ion. Jednoduchost
hmotnostnich spekter ziskanych ,,mékkymi" ionizaénimi
technikami je vyhodnd pro uréeni My nezndmé latky, ale
na druhé strané malé mnoZstvi fragmentovych iontti mtize
znesnadiiovat odvozeni struktury, coZ lze vyfeSit pouzi-
tim spojeni tandemové hmotnostni spektrometrie s HPLC
(HPLC/MS/MS).
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2. Typy spojeni HPLC/MS

2.1. Spojeni s pfimym vstupem

eluatu (DLI)

Spojeni s piimym vstupem eludtu (Direct Liquid Intro-
duction) obvykle vyuziva délice toku mobilni fize, takze
do hmotnostniho spektrometru se dostdva jen mald Cast
1,18-20  pyimé Spo-
jeni bez délice toku je mozné vyuzit pouze pro kapilarni

eludtu, ¢imz dochézi ke ztraté citlivosti

kolony nebo pro kolony s malym vnitinim primérem, které
pouzivaji priitok Fadové v desitkdch pl.min’! (cit.21-23)
Mobilni faze slouZi jako reakéni plyn pro chemickou ionizaci.
2.2. Spojeni s nekone¢nym pidsem (MB)

Ve spojeni s nekone¢nym pasem (Moving Belt) je eluat
na vystupu z kolony rozprasen pod thlem 45° na nekonecny
dopravni polyimidovy pds (obr. 1), mobilni fize se odpati
pod infracervenou lampou a jeji pary jsou odsity vakuo-
vymi pumpami ve dvou komorach. Analyzované latky jsou
pohyblivym pasem vneseny do iontového zdroje hmotnost-
niho spektrometru, kde jsou bleskovym ohtdtim odpafeny
a ionizovéany E12.24-27
desorpci laserem™, ndrazem urychlenych iontfi
atom@31-34. Aplikace této techniky je omezena na maélo
té€kavé latky a dochazi pfi ni k urcCité ztraté chromato-
grafického rozliSeni pfi pfevodu separovanych slozek vzor-
ku z eludtu na dopravnikovy pas.

nebo jsou pifmo na pdsu ionizoviny

28-30 nebo

2.3. Particle Beam (PB)

3 35140

Spojeni nazvané Particle beam pouziva proudu
helia ke zmlzeni mobilni fdze po vystupu z chromatogra-
fické kolony (obr. 2). ktera je ddle odpafena ve vyhiivané
desolvata¢ni komore. K odstranéni nadbytku zplynéné mo-
bilni faze dochazi ve dvoustuptiovém tryskovém separatoru
(analogie Ryhageho separdtoru v minulosti pouzivaného
u spojeni GC/MS), kde molekuly analytu s vétsi molekulo-
vou hmotnosti a tim i s vétsi kinetickou energii projdou
tryskou separdtoru, zatimco leh¢i molekuly mobilni faze
jsou z vétsi ¢asti odtazeny vakuovymi pumpami. K vlastni
ionizaci se nejcastéji vyuziva EI nebo CI.. Pfi tomto spojeni
se zpravidla nedosahuje pfili§ vysoké citlivosti detekce.

2534 e T IOISDE Sy GTHS B

Pfi ionizaci termosprejem4-41‘44 (obr. 3) je eluat po vy-
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Obr. 1. Spojeni s nekoneénym pésem; ;1 vystup z HPLC, 2 IC
topeni, 3 polyimidovy pasek, 4 analyzétor. 5 iontovy zdroj, 6 Cis-
tici topeni. 7 vakuové pumpy, 8 hnaci kolecko

Obr. 2. Spojeni Particle Beam;:1 odpatfovaci komora, 2 tryska,
3 separator. 4 vakuové pumpy, 5 iontovy zdroj
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Obr. 3. Termosprej; 1 vystup z HPLC. 2 odporové vyhiivana ka-
pildra. 3 vyhifvany blok iontového zdroje. 4 vybojova elektroda,
5 odpuzovac iontil, 6 vakuové pumpy, 7 hmotnostni spektrometr

stupu z chromatografické kolony veden kapildrou vyhfi-
vanou na konstantni teplotu, kde se rozpoustédlo zacina
CasteCné odpafovat a na vystupu z kapildry se tvofi nad-
zvukovy proud smeési CasteCné odpafeného rozpoustédla
a malych, elektricky nabitych kapicek. DalSim odpafova-
nim rozpoustédla z povrchu nabitych kapi¢ek dochazi k ry-
chlému zvySeni hustoty povrchového naboje, az dojde
k uvolnéni kvazimolekuldrniho iontu z povrchu kapicky.
Presny mechanismus vzniku iontl pfi ionizaci TSP je dis-
kutovén v literatufe™"*’. Pfidavkem iontové latky do mo-
bilni fize (obvykle 0,1 M octan amonny) se podpoii vznik
iontd49-51, V ptipad® nedostateéné ionizace analytu Ize po-
uzit pfidavnou ionizaci proudem urychlenych elektront
nebo vloZzenim napéti na vybojovou elektrodou (tzv. plas-
masprej - viz obr.. 3)*’. TSP umoziiuje pouziti priitoki
mobilni fize v rozmezi 0,5-2 ml.min"!, ale pro usp&§nou
ionizaci bez ptidavnych ioniza¢nich technik je nutny urcity
obsah vody v mobilni fizi. ZvySenim napéti vloZzeného na



odpuzovaci elektrodu lze podpofit fragmentaci 1atek™'™*
a také zvysit citlivost™. Usp&nd aplikace této techniky
vyzaduje optimalizaci teploty kapilary pro dany typ sepa-
race a pouzitou mobilni fazi.
2.5.Pritokovd sonda pro ionizaci
FAB (CF FAB)

Ionizace ndrazem urychlenych atomil (Fast Atom Bom-
bardment) patii mezi ,,mékké" ioniza¢ni techniky, ¢ehoZz se
v poslednich letech v hmotnostni spektrometrii ¢asto vy-
uziva pro analyzu poldrnich sloucenin nebo latek s vyssi
Mg. Analyzované litky jsou rozpustény ve viskozni ka-
palné matrici (napf. glycerol, thioglycerol, diethanolamin)
a k vlastni ionizaci dochazi narazem urychlenych atomii Xe
nebo iontd Cs* (Fast Ion Bombardment). Pfimé spojeni
s HPLC by bylo velmi vyhodné, protoze HPLC se Casto
pouziva k analyze poldrnich, termolabilnich nebo vyse-
molekuldrnich latek, pro které klasickd ionizace EI neni
ptili§ vhodna. Pfi spojeni HPLC/CF FAB je nutné ptidavat
kapalnou matrici do mobilni fize pfed nebo za kolonou.
Predkolonovym piidavkem matrice do mobilni faze se
ovlivni retence analyzovanych latek, coz miiZze byt neza-
douci. Pridava-li se matrice aZ za kolonou, miZze dochdzet
k c¢éasteCnému rozmyvani piki separovanych latek a ke
zhorSeni jejich rozliseni. Na obr. 4 je zndzornéna pritokova
sonda pro ionizaci FAB (Continuous Flow FAB)®58-60 CF
FAB umoziiuje pouziti pritoku mobilni fize pouze do cca
15 ul.min"!, takZe pro ptimé spojeni s HPLC je nutné pouzit
déli¢ toku®! >® nebo kapilarn{ kolonu®.

Alternativni pfistup ke spojeni ionizace FAB s tech-
nikou HPLC/MS pouziva fritu z porézniho materidlu na
konci kapildry (frit-FAB)™*"*. Maximalni pritok je nizsi
neZ u techniky CF FAB (do 2 plismiin |
2¢16L 01 o\ nsibzratcle s Aant dxtinsorsifieni ¢ kiéihio
tlaku (API)

2.6.7. Elektrosprej (ESP) a iontovy sprej (ISP)

Pti ionizaci elektrosprejem?:67-72 (obr. 5) prochézi eluat
po vystupu z chromatografické kolony kapilarou, na které
je vloZzeno vysoké napéti (3-5 kV), takze malé Kkapicky
vznikajici na vystupu z kapilary nesou vlivem vysokého
gradientu elektrického pole kladny nebo zaporny naboj
podle polarity vlozeného napéti na kapildru. Dalsim od-
pafovanim rozpoustédla dochazi ke zmenseni velikosti ka-

picek a tim i ke zvySeni hustoty povrchového ndboje, az
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Obr. 4. Priitokova sonda pro ionizaci FAB; 1 piivodni kapildra,
2 urychlené atomy Xe, 3 hmotnostni spektrometr, 4 iontovy zdroj,
5 savy knot

Obr. 5. Elektrosprej; 1 vystup z HPLC, 2 sonda, 3 zmlZujici plyn,
4 susici plyn (vstup), 5 susSici plyn (vystup), 6 rotatni pumpy,
7 turbomolekuldrni pumpy, 8 analyzator, 9 konicky vstupni otvor,
10 sbérna elektroda, 11 separator
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Obr. 6. Chemicka ionizace za atmosferického tlaku; 1 vystup
z HPLC, 2 sonda, 3 zmlzujici plyn, 4 nosny plyn, 5 susici plyn
(vstup), 6 susici plyn (vystup), 7 rotaéni pumpy, 8 turbomole-
kularni pumpy, 9 analyzator, 10 vybojova jehla, 11 konicky
vstupni otvor, 12 sbérna elektroda, 13 separator



dojde k rozpadu na mensi kapiCky a nakonec se uvolni
protonovany molekuldrni iont [M+H]|* nebo adukt mo-
lekuly se sodnym iontem [M+Na]* pfi sniméni kladnych
iontt, resp. deprotonovany molekularni iont [M-H]~ pfi
snimdni zdpornych iontdl. Fragmentové ionty byvaji vétsi-
nou malo intenzivni nebo zcela chybi.

Modifikace elektrospreje nazvana iontovy sprej po-
uziva pro snadnéjsi zmlZeni eludtu pneumaticky zmlzovac
na konci kapilary&ﬂ. Byla také popsana ESP sonda s vy-
htivanou kapildarou’475, obdobné jako u TSP ionizace.

2.6.2. Chemickd ionizace za atmosferického tlaku (APCI)

Chemickd ionizace za atmosferického tlaku'’-"°-"" (At-
mospheric pressure chemical ionization) patii spolu s ESP
mezi ioniza¢ni techniky, kdy ke vzniku iontd dochdzi za
atmosferického tlaku. Uspofddéni iontového zdroje (obr. 6)
je podobné jako u ESP, avSak na kapilafe neni vloZeno
napéti a u jejiho konce je umistnéna vybojova jehla (elek-
troda). Na konci kapilary dochdzi k rozpraseni eluatu pneu-
matickym zmlzovac¢em. Vznikly aerosol je rychle odpaien
v kratké z6né vyhiivané na vysokou teplotu (az 600 °C).
Vlozenim napéti na vybojovou jehlu dochézi ke vzniku
koronédrniho vyboje, jimZ jsou ionizovany molekuly mo-
bilni faze pfitomné v plynné fazi ve velkém nadbytku vici
analytu. Tonty vzniklé z mobilni fize (tzv. reakéni plyn)
nasledné ionizuji molekuly analytu, podobné jako pii kla-
sické chemické ionizaci. Diive se misto korondrniho vy-
boje pouzivala k ionizaci radioaktivni folie ©*Nijako zdroj
B-zdFen{o 7879

3. Vyuwziti HPLC/MS s ionizaci
za atmosferického tlaku

V soucasné dobé se jako nejperspektivnéjsi ionizaéni
technika pro spojeni HPLC/MS jevi ionizace za atmos-
ferického tlaku80-81 (tzn. APCI a ESP), ktera umoznuje
pouziti pratokd mobilni fize az do 2 ml.min"! pro mobilni
faze v rozsahu od 100 % organické slozky do 100 % vody,
coz umoziiuje praci s mikrokolonami i s konven¢nimi
kolonami v systémech s obracenymi i s normalnimi faizemi
pfi béznych pracovnich podminkéch pouzivanych v HPLC.
Vyhodou obou API technik je vysokd citlivost. Jedinym
omezenim je moZznost pouZiti pouze tékavych elektrolytd
jako piisad do mobilni fize (octan amonny, kyselina mra-
venci nebo trifluoroctovd). Netékavé pufry, napt. fosfatové
nebo boratové, se nedoporucuji pouzivat vzhledem k moz-
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Obr. 7. Hmotnostni spektrum kornského myoglobinu pfi sni-
maéni kladnych iontd pii ionizaci elektrosprejem. Je popsin
zplisob vypoctu molekulové hmotnosti ze dvou iontt lisicich se
o jednotkovy naboj

nosti usazovani netékavych anorganickych soli v iontovém
zdroji hmotnostniho spektrometru.

Aplikace ESP ionizace pro analyzu polarnich latek,
zejména peptidd, proteinti a jinych biomolekul, jsou shr-
nuty v nékolika prehlednych pracfch(“‘)'”. ESP ionizace se
Casto pouziva i pro piimé davkovani vzorku bez chromato-
grafické separace, obvykle ve spojeni s tandemovou hmot-
nostni spektrometrii (MS/MS).

Tonizace elektrosprejem je vhodna zejména k uréeni
molekulové hmotnosti iontovych a polarnich latek. Frag-
mentové ionty jsou v hmotnostnich spektrech pii ionizaci
elektrosprejem zastoupeny jen v mensi mire. Pfi analyze
biopolymerii s molekulovymi hmotnostmi 103—10° doch4-
zi k ndsobné protonaci (pfi snimdni kladnych iontti) nebo
deprotonaci (pfi sniméni zdpornych iont) molekuldrniho
iontu, takze ziskané hmotnostni spektrum piedstavuje di-
stribuci molekularnich iontdi s riiznym poctem ndbojli z,
[M+z.H]** nebo [M-z.H]* (viz obr. 7). Z diferenci hmot
my/z rizné nabitych molekuldrnich iontd je moZzné spocitat
My nezndmé latky s chybou mensi nez 0,1 % i v pfipadé
pouziti kvadrupdlovych analyzatord s nizkym rozliSenim.

Podobné jako ESP i ionizace APCI umoziuje ureni
Mg z piitomnosti protonovaného molekuldrniho iontu
[M+H]*, aduktu molekuly se sodnym iontem [M-+Na]*,
pfipadné i s draselnym iontem [M+K]* pfi sniméni klad-
nych iontt (obr. 8a) nebo z piitomnosti deprotonovaného
molekuldrniho iontu [M-H]~ pfi snimani zdpornych iont(
(obr. 8c). Nekdy jsou pozorovany i méné intenzivni ionty
aduktd molekuldrniho iontu s rozpoustédly z mobilni fi-
ze, jako napt. [M+H+methanol]™ nebo [M+H+acetonitril]*.
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Obr. 8. Hmotnostni spektrumH,N-CH,-CO-NH-CH(CH;)CH,-
-NH-CO-C¢H,-NH, pfi ionizaci APCL a - pfi snimdni klad-
nych iontti, napéti vloZzené na konicky vstupni otvor 10V, b - pfi
sniméni kladnych iontt, napéti vloZzené na konicky vstupni otvor
20V, ¢ - pfi snimdnf zapornych iontii, napéti vlozené na konicky
vstupni otvor 20 V
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Obr. 9. Hmotnostni spektrum limonenu pfi ionizaci APCI pri
snimani kladnych ionti

Pfi vy$§im vloZeném napéti na konicky vstupni otvor (viz
obr. 6) dochazi k vétsi fragmentaci (obr.. 8b). Interpretaci
fragmentacCnich spekter je mozné ziskat strukturni infor-
mace o nezndmé slou¢eniné nebo potvrdit pfitomnost hle-
dané latky. APCI Ize pouZit pro slouceniny v celém rozsahu
polarity od zcela nepoldrnich (nap¥. limonen - obr. 9)** az
po latky iontového charakteru (sulfokyseliny)83.84.

V literatufe bylo v poslednich letech publikovano velké
mnozstvi aplikaci HPLC/MS APCI. Tato technika je hojné
uzivand v oblasti klinické chemie pro stanoveni rtznych
latek v télnich tekutindch®"”’. Rychlé HPLC analyzy na
kratkych chromatografickych kolondch byly pouZity napf.
pro stanoveni cholecystokininu®, inhibitoru 5c-redukta-
sy’ v krevni plazmé nebo steroidu methandrostenolonu
v koiiské mo&i*’. Pro kvantitativni analyzu byla pouZita
metoda vnitiniho standardu. Bylo popsano stanoveni teni-
dapu ajeho D5 analogu v lidském séru®, stanoveni inhibi-
toru syntetické elastasy” a velmi citlivdi HPLC/MS/MS
identifikace abanoquilu v krvi’’. Meze detekce uvedenych
stanoveni jsou fadové v ng az pg.ml™!. Ve vzorcich krevni
plazmy bylo mozno identifikovat paclitaxel (novy 1ék proti
rakoving) ajeho metabolity v mnozstvi 50 pmol latky. Pfi
stanoveni cystathionsulfoxidu v mo¢i nemocnych pacien-
t’? byl objeven jeho novy metabolit.. Clenbuterol se ne-
legdlné pouzivd jako ridstovy stimuldtor pii chovu nékte-
rych zvifat a také jako zakazany dopingovy prostiedek.
Bylo popsidno” jeho stanoveni s detekénim limitem
10 ppb.

Byla popsdna metoda stanoveni sedmnécti bézné po-
uzivanych pesticidii z riznych chemickych tfid (triaziny,
fenylmocCoviny, karbamadty, organofosfity) v odpadnich
vodach™ a také identifikace a kvantitativni stanoveni pes-
ticidd diflubenzuronu a clofentezinu v ovocnych ndpo-
jich”.

Pouzitim HPLC/MS v systémech s obracenymi fazemi
byly separovany a identifikovany rtizné triacylglyceroly?S,
coz bylo vyuzito i pro stanoveni téchto latek v pfirodnich
produktech”. Byla vypracovdna metodika™ stanoveni me-
thyl esterti mastnych kyselin, di- a triacylglycerold, pfitom-
nych ve smési pii vyrobé bionafty z fepkového oleje a na
zdkladé zméfenych hmotnostnich spekter byla navrzena
obecna fragmentaéni schémata di- a triacylglycerolt pfi
snimani kladnych ionti technikou APCI.

Pouzitim MS/MS techniky byla stanovena antibiotika
na bazi chinolonu v extrémné nizkych koncentracich (meze
detekce 80—160 ppt)”’. Pomoci APCI detekce byly identifi-
kovany oligomery polyethoxylovanych alkoholli pouZzi-
vanych jako tenzidleOA APCI technika byla pouZita ve
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spojeni se superkritickou fluidni chromatografiipfi analyze
polyaromatickych uhlovodik@'"”'. Polyaromatické sirné
heterocykly byly identifikovany vedle dalSich polyaroma-
tickych sloudenin technikou MS/MS'”,

Komeréné dodavané hmotnostni spektrometry s ioni-
zaci za atmosferického tlaku (API) jsou vétSinou vybaveny
soucasné ionizaci ESP a APCI, oboji s moZnosti snimdni
kladnych i zdpornych iontli. Pro spojeni HPLC/MS se
nejéastéji pouzivaji kvadrupolove analyzatory, které umoz-
nuji praci za vyssiho tlaku nez vysokorozliSovaci sektorové
analyzatory. Nevyhodou kvadrupolového analyzitoru je
nizké rozliSovaci schopnost (obvykle se uvadi jednotkové
rozliSeni v celém rozsahu detektoru). Stile Castéji se pii
spojeni HPLC/MS pouZivaji analyzdtory s iontovou pasti,
jejichz prednosti je moZnost MS" analyzy, coz usnadiiuje
studium fragmentaénich cest jednotlivych latek. Vzhledem
k velké citlivosti a selektivité stanoveni latek i v kompliko-
vanych matricich je API technika cennym pfinosem pro

stopovou analyzu.

4. Zavér

Spojeni HPLC/MS s ionizaci za atmosferickeho tlaku
umoznuje praci v systémech s normdlnimi i obracenymi
fizemi prakticky bez omezeni priitoku a slozeni mobilni
fize i s moZnosti gradientové eluce. Pouziti netékavych
anorganickych pufil se ve spojeni s hmotnostni spektro-
metrii nedoporucuje vzhledem k moZznosti usazovani neté-
kavych sloucenin v hmotnostnim spektrometru, Netékavé
pufty Ize nahradit t€kavymi iontovymi pfisadami.

Pro spojeni HPLC/MS se v soucasnosti nejcastéji po-
uziva ionizace za atmosferického tlaku (APCI a elektro-
sprej) a termosprej. V mensi mire se vyuzivdi CF FAB
(s omezenim pouze na niz§i pritoky) nebo spojeni Particle
beam s klasickou EI. VSechny uvedené techniky kromé
spojeni Particle beam s El lze zafadit mezi tzv. ,,mékké"
ionizaéni techniky, které ve vétSiné piipadii umoznuji urcit
molekulovou hmotnost analyzovanych sloucenin z pfitom-
nosti protonovaného molekuldarniho iontu nebo aduktu mo-
lekuly se sodnym iontem pii snimdni kladnych iontd
a z pritomnosti deprotonovaného molekuldrniho iontu pii
sniméni zapornych iontd.

Vlozenim vys$§itho napéti na konicky vstupni otvor
v pifipadé APCI je moZné ziskat spektra s vétsSim poctem
fragmenti, které mohou slouZit k ziskani strukturnich in-
formaci bez pouziti tandemové hmotnostni spektrometrie.
Tato fragmentace je reprodukovatelnd a APCI spektra jsou
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pii urcitych zkusenostech pomérné dobfe interpretovatelna.
V nejblizSich letech lze ocekdvat velky nartst aplikaci
HPLC/MS s ionizaci API, coz bude také umoznéno komer-
¢ni dostupnosti pristrojii tohoto typu. Nejvétsim nedostat-
kem tohoto zafizeni je jeho vysoka pofizovaci cena a znac-
né provozni naklady, které jsou vSak kompenzovany hod-
notou ziskanych informaci. Vedle urCeni molekulové
hmotnosti a strukturnich informaci umoziuje toto spojeni
z hlediska HPLC kombinaci univerzalni, vysoce selektivni
a citlivé detekce, i pfi programovaném slozeni mobilni faze.
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M. Holcapek and P. Jandera (Department of Ana-
Wtical Chemistry, Faculty of Chemical Technology, Uni-
versity of Pardubice, Pardubice): Coupling of Liquid
Chromatography and Mass Spectrometry

The on-line combination of liquid chromatography and
mass spectrometry with the atmospheric-pressure ioni-
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zation makes possible operation in both normal-phase and
reversed-phase systems practically without limitation of
flow rate and composition of the mobile phase, even under
gradient-elution conditions. In the contemporary HPLC/
MS systems, atmospheric-pressure ionization techniques
(APCI and electrospray) and thermospray ionization are
most popular. The continuous-flow fast atom bombardment
(CF FAB) is less frequent as it is limited to lower acceptable
flow rates of mobile phase or particle-beam interface with
the classical electron ionization (EI). In addition to the
determination of molecular weights and structure informa-
tion of sample components, this coupled method makes
possible, from the HPLC point of view, a highly selective
and sensitive detection.





