
Kurs: Techniki przygotowania próbek w analizie żywności 
metodami chromatografii gazowej i spektrometrii mas

Chromatografia gazowa i 
spektrometria mas - wstęp
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Chromatografia

Chromato-grafia (gr.): barwa + 
pisanie

Michail Tswett (1872-1919)

M.S. Tswett. Ber.Dtsch. Bot. Ges. 24,  384-393 (1906)

D.T. Day. Proc. Am. Phil. Soc. 36, 112-115 (1907)

Gas Flow

Chromatografia (jednowymiarowa)
Detector*
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Proste rozdziały: ekstrakcja ciecz-ciecz

Współczynnik zagęszczenia:

[A]/[I] = 0.83/0.33 = 2.5

[A]/[I] = 0.97/0.55 = 1.8 Copyright H. Jeleń

Współczynnik zagęszczenia:
[A]/[I] = 0.69/0.11 = 6.3

Ekstrakcja w 
przeciwprądzie 
(Craig, 1940s)
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Rozdział chromatograficzny

Rozdział chromatograficzny dokonywany 
jest poprzez ciągłe przemieszczanie 
fazy pozbawionej próbki (fazy 
ruchomej) nad drugą, pozbawioną 
próbki, fazą, która pozostaje 
nieruchoma (faza stacjonarna)

Próbka zostaje naniesiona do fazy ruchomej. Poruszając się z fazą 
ruchomą cząsteczki analitu rozdzielają się pomiędzy fazę 
stacjonarną a fazę ruchomą.
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Chromatogram – wykres zależności 

sygnału detektora od czasu

Czas retencji – czas, który upływa od 

naniesienia próbki na chromatograf 

do pojawienia się maksimum piku

Czas martwy (objętość martwa) – czas 

przejścia przez układ analitu, który nie 

reaguje z fazą stacjonarną kolumny 

Poprawiony (zredukowany) czas retencji

t’r – czas retencji pomniejszony o 

czas martwy układu

Rozszerzanie pasma – rozszerzenie linii 

podstawowej analitu w miarę 

przemieszczania się od inżektora do 

detektora
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Podział metod chromatograficznych

Copyright H. Jeleń

a) Chromatografia adsorpcyjna

b) Chromatografia podziałowa

c) Chromatografia jonowymienna

d) Chromatografia wykluczania
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Podstawowe pojęcia

Współczynnik retencji (retention factor k); stosunek czasu przebywania 
analitu w fazie stacjonarnej do czasu jego przebywania w fazie 
ruchomej. Określa on ile razy dłużej składnik próbki  jest 
zatrzymywany przez fazę stacjonarną niż potrzebowałby na 
przejście przez kolumnę z prędkością fazy ruchomej. Pomiędzy 
współczynnikiem retencji a stałą podziału Kc istnieje związek: 

Kc = βk, 

gdzie β jest stosunkiem fazowym

Stosunek fazowy β – stosunek objętości międzycząsteczkowej kolumny 
Vo do objetości fazy stacjonarnej Vs; β = Vo/Vs; dla kolumn 
otwartych Vo zastępuje się geometryczną objętością wewnętrzną 
kolumny

Stała podziału (distribution constant Kc) stosunek stężenia substancji 
chromatografowanej w fazie stacjonarnej do stężenia w fazie 
ruchomej. 

Symetria pików
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Excellent

S = 1.0 - 1.05

Acceptable
S = 1.2

Unacceptable
S = 2

Awful

S = 4
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Rozdzielczość

Rozdzielczość jest ilościową 
miarą stopnia rozdzielenia 
dwóch pików 
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Poprawienie rozdzielczości poprzez:

• Zwiększenie sprawności kolumny

• Zmianę selektywności kolumny
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Współczynnik selektywności (rozdzielania) α: (retencja względna)

Stosunek współczynników retencji dla 
dwóch substancji (analitów) 
obrazujący selektywność kolumny

Substancja A zawsze ma krótszy czas 
retencji od substancji B

Rozdzielczość pików Rs

α – retencja względna

K2 – współczynnik retencji substancji 2
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ZALEŻNOŚĆ LICZBY WYMAGANYCH PÓŁEK TEORETYCZNYCH
OD SELEKTYWNOŚCI UKŁADU CHROMATOGRAFICZNEGO 

(k = 3, Rs = 1)

(α)

9Copyright H. Jeleń

Selektywność/sprawność (półki teoretyczne)
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Równanie Van Deemter’a: GC

A – kolumna z cienkim filmem; B – kolumna z grubym filmem dla dwóch 
substancji o różnych wartościach współczynnika retencji k

Copyright H. Jeleń



Chromatograf gazowy: schemat blokowy
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gaz nośny
wprowadzenie 

próbki
kolumna detektor

elektronika

obróbka

danych

kontrola temperatury

analiza ilościowa

analiza jakościowa
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Inżektor split/splitless
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Detektor FID

1. Płomień wodór/powietrze

2. Próbka spala się w płomieniu

3. Wytwarzają się naładowane jony

4. Jony przyciągane sa do kolektora

5. Prąd kolektora przekształcony przez elektrometr 
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Kolumna chromatograficzna
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Selektywność detektorów w GC

TCD FID
7

7

7

7

7

7

ECD

PID TIC

TCD

FID

ECD

PID

MS

Copyright H. Jeleń



Spektrometria mas

• Identyfikacja i kwantyfikacja związku

• Oznaczenie masy cząsteczkowej

• Skład elementarny (wzór sumaryczny)

• Budowa cząsteczki (wzór strukturalny)

• Cząsteczki muszą być jonizowane w fazie gazowej by mogły 
być rozdzielone według wartości m/z (prężność par) (<1970: EI, 
CI) 

• Jony mogą być generowane wprost z fazy skondensowanej 
(desorpcja/jonizacja, >1970: FAB, ESI, MALDI, )

• Związki organiczne i nieorganiczne 
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Koncepcja spektrometrii mas jonizacja w  fazie gazowej
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Próżnia

Dozowanie 

próbki
Detektor

Obróbka 

danych

Analizator 

mas

Jonizacja

Elementy spektrometru mas

Ciśnienie 

atmosferyczne



Widmo masowe

Copyright H. Jeleń 18

RT: 8.55 - 13.49
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Podstawowe definicje

• Średnia masa cząsteczkowa – masa obliczona na podstawie średnich mas atomowych 

pierwiastków wchodzących w skład cząśteczki lub jonu i uwzględniająca ich naturalny skład 

izotopowy. Masa średnia CH3Br = (12.01115 + 3 x 1.00797 = 79.904)u = 94.93906u

• Masa nominalna - masa obliczona na podstawie zaokrąglonych liczb całkowitych mas 

atomowych głównych izotopów  (najczęściej najlżejszych) pierwiastków wchodzących w skład 

cząsteczki lub jonu. 12C1H3
79Br = (12 + 3 x 1 + 79)Da = 94Da. Jest to masa mierzona przez 

spektrometr o małej rozdzielczości

• Masa monoizotopowa czyli masa dokładna – masa obliczona na podstawie dokładnych mas 

atomowych wybranych izotopów pierwiastków wchodzących w skład cząsteczki lub jonu, czyli 

masa w której uwzględniane sa defekty mas poszczególnych pierwiastków. 12CH3
79Br = (12.0000 

= 3 x 1.007825 + 78.918336)Da = 93.941011Da. Masę tę oblicza się najczęściej dla izotopów 

najlżejszych. Jest to masa mierzona przez spektrometr mas o wysokiej rozdzielczości.
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Jaka dokładność pomiaru masy jest wymagana?

[M+H]+    381.07828

Mass accuracy Number of hits

100 ppm 34

50 ppm 17

30 ppm 11

10 ppm 4

5 ppm 2

3 ppm 2

•Compounds containing 
•C[5-35]N[0-10]O[0-15]H[0-40]
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Techniki jonizacji (GC/MS i LC/MS)

Jonizacja elektronowa (EI)

Jonizacja chemiczna (CI)

Wymiana ładunku

Kwasy/zasady

Wychwyt elektronów

Jonizacja pod ciśnieniem atmosferycznym
(API)

APCI

Electrosprej (ESI)

Wzrost

energii



EI – jonizacja elektronowa

• Najczęściej używana technika jonizacji w spaktrometrii mas. 
Jony tworzone z analitu w fazie gazowej. 

• Do jonizacji wykorzystywane elektrony emitowane z 
rozgrzanego filamentu. Energia elektronów 10-1000eV, 
najczęściej 70eV, potencjał jonizacji najczęściej 7-10eV. Około 1 
molekuła na 1000 ulega jonizacji.

• Wymagana wysoka próżnia (≈ 10-4Pa) – minimalizowanie liczby 
kolizji jon/cząsteczka

• STABILNE i POWTARZALNE WIDMA
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Jak pracuje kwadrupol
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SIM DATA ACQUISITION
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Kwadrupol – zalety i wady

Zalety Wady

Prosty w obsłudze, duża pojemność próbki 
i przepustowość

Niska rozdzielczość, zazwyczaj 0.3m/z 
pomimo podawania mas z dokładnością 
do 0.05 lub 0.1m/z

Idealne rozwiązanie do MS/MS (QQQ) Limit MS/MS, ostatecznie MS3 (CAD –
collisionally activated dissociation) 
niemożność MSn

Stała rozdzielczość w całym zakresie m/z Wolne skanowanie – często pełen zakres 
mas/sek, możliwy wąski zakres 
skanowanych mas

Można monitorować jony o bardzo dużych 
różnicach w m/z (SIM i SRM)

Analizator o maksymalnym zakresie mas 
4000, zazwyczaj 1500 – 3000m/z

Duża liczba producentów Analizator obniżający parametry pracy z 
czasem 

Łatwość napraw i dostępność części SIM do analizy ilościowej

Niski koszt spektrometru Niejednorodność widm w obrębie piku 
(Spectral skewing)
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