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Zkraceno dle http://holcapek.upce.cz/teaching/01_Uvod.pdf
a
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Uvod do hmotnostni spektrometrie

* Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka metoda vyuzivajici pfevedeni molekul
na ionty, rozliSeni téchto iontu podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) a nasledny
zaznam relativnich intenzit jednotlivych iontu

- Hmotnostni spektrometr je iontové-optické zafizeni, které rozliSuje ionty podle
poméru jejich m/z

+ vysoka citlivost
+ kvalitativni analyza - uréeni Mg a dalsSich strukturnich informaci
+ kvantitativni analyza - odezva je zavisla na koncentraci

+ minimalni spotfeba vzorku

- destruktivni metoda
- vysoké pofizovaci a provozni naklady




Hmotnostni spektrometrie
Drzitelé Nobelovych cen za chemii nebo fyziku

IFrancis William Aston (1922, chemie) Wolfgang Paul (1989, fyzika)
hmotnostni spektrometrie izotopu “popis iontove pasti

~—— ]

John B. Fenn (elektrosprej) a Koichi Tanaka (MALDI) (2002, chemie)
vyvoj meékkych ionizaCnich technik pro hmotnostni spektrometrii biomakromolekul




Zakladni terminy

« hmotnostni spektrometrie (MS) - obor zabyvajici se hmotnostnimi spektrometry a
jejich vysledky

- zkratku MS nelze vyuzivat jako zkratku pro hmotnostni spektrometr

- nepouzivat hmotnostni spektroskopie nebo hmotnostni spektroskop -
vyuzivaji pro detekci iontl fotografickou desku

« hmotnostni spektrometr - zafizeni, ktere meri m/z hodnoty a zaznamenava jejich
intenzitu

« hmotnostni spektrum - graf zavislosti intenzity ionta (absolutni/relativni) na jejich m/z
- ne chromatogram




Zakladni terminy

* m/z - bezrozmeérna veliCina ziskana vydélenim hmotnosti iontu nabojovym cCislem
(pocCtem elementarnich naboju, bez ohledu na polaritu)

« zakladni pik spektra - pik s nejvétsi intenzitou ve spektru

* molekularni ion - ion vznikly odebranim nebo pfidanim jednoho a vice elektronu za
vzniku kladneho nebo zaporneho iontu

 protonovana molekula - ion vznikly interakci molekuly s protonem, [M+H]*
« deprotonovana molekula - ion vznikly odstépenim protonu, [M-H]-




Zakladni casti hmotnostniho spektrometru

1/ iontovy zdroj - slouzi k pfevedeni neutralnich molekul analytu na nabité Castice
(tzv. ionizace), konstrukce se liSi podle pouZzité ionizacni techniky

2/ hmotnostni analyzator - slouzi k rozdéleni iontu v plynne fazi za vysokeho
vakua podle poméru hmotnosti a naboje (m/z)

3/ detektor - slouzi k detekci iontu po jejich rozdéleni podle m/z a k ureni relativni
intenzity (Cetnosti) jednotlivych iontu

« dalSi dulezite Casti pristroje:

- vakuovy system

- iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci iontu

- poCita€ na ovladani a ladéni pristroje, sbér, ukladani a zpracovani dat, porovnani
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lonizacni techniky (= tvorba iontu)

* iontovy zdroj hmotnostniho spektrometru slouzi k prevedeni neutralnich molekul
analytu na nabite Castice (ionty)

« tvrdé ionizacni techniky (EIl) - ionizovana molekula pfi ionizaci ziska nadbytek vnitini
energie, coz se projevi fragmentaci molekuloveho iontu na mensi Casti (tzv.
fragmentove ionty)

* mekke ionizacni techniky - (Setrne) ionizovana molekula ziska mnohem mensi
mnoZstvi energie oproti El, proto ve spektrech pozorujeme zejména (de)protonovane
molekuly a minimum fragmentovych iontu

* jonizace muze probihat za sniZzeneho tlaku (El, Cl, MALDI, atd.) nebo za
atmosfeérickeho tlaku (ESI, APCI, APPI)

« volba ionizacni techniky podle povahy analytu (Mg, polarita), pfip. podle pouzite
separacni techniky (GC - El, Cl; HPLC - ESI, APCI, APPI)

« zavadéni vzorku do iontoveho zdroje - pfima infuze, separacni technika, odparovani
z kapilary, atd.




Hmotnostni analyzatory (= déleni iontu)

« hmotnostni analyzator slouzi k deleni iontu v plynné fazi za vakua podle pomeéru
jejich hmotnosti a naboje (m/z)

« analyzator je umistnén za iontovym zdrojem (tzn. molekuly jiz byly pfevedeny na
ionty) a pred detektorem (pred detekci musime ionty rozdélit podle m/z)

+ déleni iontu v analyzatoru probiha za vysokého vakua (cca. 10-3-10-"1 Pa, podle typu
analyzatoru)

+ déleni iontu podle m/z Ize dosahnout na zaklade ruznych fyzikalnich principu:

1/ zakriveni drahy letu iontu v magnetickem nebo elektrickem poli (magneticky
nebo elektrostaticky analyzator)

2/ ruzna stabilita oscilaci iontu v dvoj- nebo trojrozmérne kombinaci
stejnosmerneho a vysokofrekvencniho stfidaveho napéti (kvadrupdl nebo iontova
past)

3/ ruzna doba rychlosti letu iontu (analyzator doby letu — TOF)

4/ rizna frekvence harmonickych oscilaci v Orbitrapu

5/ ruzna absorpce energie pii cykloidalnim pohybu iontu v kombinovanem
magnetickem a elektrickém poli (iontova cyklotronova resonance — ICR)




Detekce iontu

« detektory iontu pouzivaji vdechny analyzatory krome FTICR a Orbitrap, kde je v
analyzatoru provadéna zaroven detekce

« ionty po rozdéleni v hmotnostnim analyzatoru dopadaji na detektor iontu, ktery
generuje signal z dopadajicich iontu

- tvorba sekundarnich elektronu, ktere se nasledne zesiluji

- indukce proudu po dopadu iontu

« dfive vyuziti fotografické desky, kde ionty
o urcCité m/z dopadaji na jedno misto desky
a vytvareji body, intenzita iontu je dana
intenzitou zbarveni bodu

Fotograficka deska Thompsonova spektroskopu (1907)




Vakuova technika

* ruzne pozadavky na hodnotu vakua v ruznych ¢astech hmotnostniho spektrometru
- iontovy zdroj - za atmosferickeho tlaku (API - ESI, APCI, APPI) nebo vakua (El,

Cl, MALDI)
- hmotnostni analyzator - vzdy pracuje za vysokého vakua, hodnota vakua se liSi

podle typu analyzatoru ca. 102 az 10-" Pa
- detektor - vakuum

* k ziskani vysokych hodnot vakua je obvykle potieba dvou- nebo tfistupnove Cerpani
velmi vykonnymi vakuovymi pumpami

- 1. stupen Cerpani - rotacni olejove, spiralove a membranoveé pumpy (vykon 80 I/s)
- 2. stupen Cerpani - turbomolekularni nebo difuzni pumpy (vykon 250 I/s)

« proC vysoke vakuum? ionty musi mit dostatecné dlouhou stfedni drahu a nesmi
dochazet ke koliznim srazkam s neutralnimi atomy




Hmotnostni spektrum

« Zakladni veli¢iny — intenzita (absolutni, relativni), pomér hmotnosti a naboje (m/z)

Intenzita

ny

* Me&ri se intenzita iontu v zavislosti na m/z:

m/z

- skenovani = zména skenovane veli€iny (U, V, B) — Q, sektorové analyzatory, IT

- zaznam signalu v Case — TOF, FTICR, Orbitrap

« normalizace spekter:
- pfevedeni absolutnich intenzit na relativni
- intenzita osy y je v rozsahu 0-100%
- intenzita zakladniho piku spektra je 100% a intenzity
ostatnich piku jsou k ni vztazeny

%l|

100%

N

m/z




Hmotnostni spektrum

» profilové spektrum (kontinudlni) - profil sloZzeny z namérenych bodU, gaussovsky tvar
piku, vhodné pro kontrolu kvality piku, velké mnozstvi dat

« Caroveé spektrum (centroidalni) - piky pfevedené na €ary, které odpovidaji jejich
stfedu, intenzita odpovida vySce nebo plose piku, mensi mnozstvi dat, nelze prevest
zpetné na profilove spektrum!
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lonty v hmotnostnich spektrech

« zavislé na typu pouzité ionizace

- jonty s lichym poctem elektronu - M*-, pfedevsim elektronova ionizace

« jonty se sudym poctem elektronu - spektra mékkych ionizaCnich technik

« jonty (de)protonovanych molekul - [M+H]*, [M-H]-, urCeni molekulove hmotnosti (Mg)
« adukty molekul - [M+Na]*, [M+K]*, [M+NH,]*, s moblni fazi, atd., ovéreni Mg

 fragmentove (produktove) ionty — strukturni informace, fragmentace funk&nich
skupin, C¢asti molekuly, atd.

- jonty izotopu - atomy chemickeho prvku, které maji stejny pocCet protonu, ale rozdilny
pocet neutronu, tedy stejne atomove Cislo a rozdilnou atomovou hmotnost
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Prirodni zastoupeni izotopu béznych organickych prvki

Prvek “M” “M+2” Typ
m/z % m/z % miz % prvku
H 1 100 2 0.015 “M”
O 16 100 17 0.04 18 0.2 “M+2”
F 19 100 “M”
Si 28 100 29 5.1 30 3.4 “M+2”
P 31 100 “M”
S 32 100 33 0.79 34 4.4 “M+2”
Cl 35 100 37 32 “M+2”
Br 79 100 81 97.3 | “M+2”
| 127 100 “M”




Hmotnosti iontu ve spektru

« nominalni hmotnost: hmotnost vypocitana z celogiselnych hmotnosti prvkl
CO,:1x12+2x16 =44

* monoizotopicka hmotnost: hmotnost vypocitana z presnych hmotnostni prvku
CO,: 1x12.0000 + 2 x 15.9949 = 43.9898

- prumérna hmotnost: vazeny prumér hmotnosti jednotlivych izotopu
CO,:1x12.01 +2x 16 = 44.01

prumérna
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lonizacni techniky

 neexistuje univerzalni ionizacni technika pro vSechny latky, které se mohou liSit z
ruznych chemickych hledisek, proto je vzdy tieba vybrat optimalni zpusob ionizace pro
danou latku

« cela rada ionizaCnich technik, néktere ionizaCni techniky byly nahrazeny novymi a
dnes se nevyuZivaji

 podle mnozstvi vnitini energie po ionizaci Ize délit na "tvrde" a "mékke"
* mohou pracovat za atmosferickeho nebo snizeneho tlaku
« dnes nejvetsi prakticky vyznam:

- ESI, APCI, APPI - pro spojeni HPLC/MS

- ESI, MALDI - analyza biomolekul, nejSetrné&jsi ionizacni techniky

- El - GC/MS, moznost porovnani s kninovnami spekter, strukturni informace, dobie
popsana pravidla fragmentace

- MALDI, DESI, SIMS - pro MS zobrazovani
- DESI, DART - desorpCni ambientni techniky




MALDI

(Matrix-Assisted Laser Desoption/lonization)

MALDI-TOF nastudovat z URL:

http://web2.mendelu.cz/af 239 nanotech/)_Met_Nano/0214/pdf/d-
microbial_identification by maldi-tof ms.pdf



lonizace laserem za ucasti matrice

* ionizace molekul s velkou molekulovou hmotnosti - biopolymery a synteticke
polymery (desitky aZz stovky tisic Da, existuji aplikace i pfes milion Da)
- proteiny, oligonukleotidy, lipidy, polymery

* pro latky nepolarni az polarni

* ionizace muze probihat za rlznych tlaku

- nizkotlake MALDI (klasické) - ionizace probiha za vakua (<1 Pa)

- stfedne tlaké MALDI - ionizace za snizeneho tlaku

- atmosferické MALDI (AP-MALDI) - pracuje za okolniho tlaku, jiné ionty ve
spektrech, nizsi citlivost

« mékka ionizacni technika, vétsinou jednou Ci dvakrat nabité ionty
- [M+H]*, [M+2H]?*, [M-H]
- adukty s alkalickymi kovy

 spojeni s HPLC v off-line usporadani - nanaseni spojite stopy na terCik nebo sbér
frakci

* moZnost archivace vzorku a jeho opétovne preméreni
 obtizna kvantitativni analyza
* jonty matrice ve spektrech




lonizace laserem za ucasti matrice

* vzorek je spole€né s matrici nanesen na MALDI terCik
 energie kratkého laseroveho pulsu je absorbovana matrici

* nasledné dojde k lokalni desorpci matrice a analytu (vznikaji klastry matrice a
analytu)

« excitované molekuly matrice jsou stabilizovany pfenosem protonu na analyt nebo
dochazi ke kationizaci molekul analytu za vzniku ionta analytu

* ionty jsou nasledné urychleny do hmotnostniho analyzatoru

Schéma O iead lakar MALDI tercik

I o




Ambientni ioniza€ni techniky

« jonizacni techniky pracujici mimo hmotnostni spektrometr

* jonizace neprobiha v iontovem zdroji jako tfeba u ESI, ale v otevienem prostoru
- Ize analyzovat i objekty neobvykleho tvaru a velikosti

« umozZnuji pfimou analyzu vzorkd s minimalni nebo Zadnou pfipravou vzorku
* jsou pouzitelné jako zdroj iontl pro vétSinu hmotnostnich analyzatoru

* jsou to mékké a velmi Setrné ionizaéni techniky - vnitini energie vzniklych iont( by
méla byt srovnatelna nebo nizsi nez pfi pouziti ESI, APCI, APPI

« vyuzivaji principy béznych ionizacnich technik, ale v otevienem prostoru
- ESI, CI, fotoionizace, atd.

* |ze vyuzit i pro hmotnostné spektrometricke zobrazovani - nizSi prostorove rozliseni v
porovnani se SIMS a MALDI




Praktické ukazky DESI

- ZivoCiSna tkan (prst Ziveho Clovéka) - rostlinna tkan (kytka)

Photograph S3 Aqueous alcohol being spraved onto outer skin surface to detect

compounds including drugs and metabolites by DESI

- bez jakekoliv upravy vzorku!




Hmotnostni analyzatory

Podle zplisoby déleni ionti:
» skenujici - postupné méni skenovanou veliinu (U, V, B) a propousti ionty o urcité
m/z (kvadrupolovy analyzator, sektorovy magneticky analyzator)

* iontové pasti - zadrZuje ionty pomoci napéti na elektrodach a nasledné je analyzuje
(iontova past, orbitrap, FT-ICR)

» pruletovy - méri ¢as iontu potfebny pro pirekonani urcité vzdalenosti (TOF)
« analyzatory pohyblivosti iontu - déleni iontt podle jejich velikosti a tvaru

Zakladni parametry hmotnostnich analyzatoru:
* rozliSovaci schopnost (rozliseni) — schopnost analyzatoru poskytnout rozlisene
signaly pro ionty s podobnou m/z

« spravnost uréeni m/z - mira schopnosti analyzatoru uréit spravnou hodnotu m/z

* hmotnostni rozsah — rozsah m/z hodnot, pfes ktery analyzator muzZe zaznamenat
spektra

» dynamicky rozsah - rozmezi koncentraci, v nichz je odezva (linearné) zavisla na
koncentraci

* rychlost — rychlost zaznamu spekter




Vysoka a nizka rozliSovaci schopnost
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Analyzator doby letu

(Time-of-Flight, TOF)




- RP: 10 000 - 60 000

« spravnost ur¢eni hmotnosti: 1 - 5 ppm

Analyzator doby letu

« hmotnostni rozsah: az 10° (az 10° bez reflektronu, 20 000 pro QqTOF spektrometr)

» skenovaci rychlost: 10 - 50 Hz

* hmotnostni analyzator s teoreticky neomezenym hmotnostnim rozsahem

* pulzni analyzator - ¢asto s MALDI ionizaci
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Analyzator doby letu

» méfi dobu letu iontu potfebnou pro prekonani urcéité drahy

* jonty jsou urychleny napétovym pulsem do letové trubice (oblast bez pole), kde leti
ruznou rychlosti v zavislosti na jejich m/z a dopadaji na detektor v rizném c¢ase

- ionty s mens$i hodnotou m/z o stejné kinetické energii se pohybuiji rychleji,
takZe se rychleji dostanou na detektor (“malé ionty leti rychleji”)

« méreni spekter je velice rychlé a hmotnostni rozsah m/z neni teoreticky omezen,
zalezi pouze na dobé, po kterou budeme ¢ekat na dopad iontt (Ize m/z > 108)

* jedna se o typicky pulzni hmotnostni analyzator, protoZe nejdrive jsou velmi kratkym
pulzem ionty urychleny na vstupu do analyzatorové trubice a potom se prfesné méri
¢as (fadové ns — us), za ktery ionty “dolétnou” k detektoru, podle ¢ehoz se urci jejich

m/z
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Zvyseni rozliseni u TOF analyzatoru

« rozliSovaci schopnost linearniho TOF analyzatoru neni pfili§ vysoka (cca. 1 000 —
3 000), pouzitim dale uvedenych technik Ize vyrazné zvysit RP az na ca. 15 - 25 000,
ve specialnim pripadé prodlouzZené letove trubice az 60 000

1/ Analyzator doby letu s reflektronem (rTOF)

« pouziti tzv. iontoveho zrcadla neboli reflektronu, které slouzi k vyrovnani ruznych
kinetickych energii pro ionty se stejnou hodnotou m/z (pfi ionizaci ziskaji ionty
kinetickou energii s urcitou distribuci, coz vede k rozsifeni jejich piku a tim ke zhorSeni
RP)

2/ Opozdéna extrakce iontu (Dealyed Extraction)
« jonty jsou z MALDI zdroje extrahovany s malym zpozZdénim, ¢imz dojde diky
vzajemnym srazkam ke sjednoceni jejich kinetickych energii




Princip iontového zrcadla (reflektronu)

- ionty s vétsi kinetickou energii proniknou hloubé&ji do odrazového eletrického pole
reflektronu pfed jejich odrazem (oproti iontim s niz3i E, ), ¢imZ dojde k jejich opozdéni
oproti iontum s niz8i E, a tim i k vyrovnani celkovych drah iontu s riznou E,

* hloubka pruniku iontu do elektrického pole reflektronu je umérna jejich E, a nezavisi
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Kalibrace hmotnostni stupnice




Kalibrace hmotnostni stupnice

 u véech typu analyzatoru je vZdy nutné kalibrovat hmotnostni skalu

 neni tak kritické u analyzatoru s nizkym rozliSenim / nizkou spravnosti ureni hmoty
(napr. Q, iontové pasti)
- postacuje spravnost +-0.1 m/z
- obvykle stabilni pomérné dlouhou dobu, ale i pfesto je tfeba pravidelné
kontrolovat a v pfipadé pochybnosti kalibrovat

« analyzatory s vysokou spravnosti uréeni hmoty (< 5 ppm)
- vysoké naroky na spravnost a presnost kalibrace, potfebna stabilita a robustnost
systéemu
- interval kalibrace silné zavisi na typu analyzatoru - pfed kaZzdou analyzou
(QqTOF), jednou za tyden (orbitrap), atd.




Kalibrace hmotnostni stupnice

- externi kalibrace — kalibrace a vlastni méfeni neni ve stejny okamzik, nejdfive
kalibrace a pak méreni (nebo naopak), coz nékdy muzZe zpusobit ur€ity posun m/z

- obecné poskytuje mirné horsi vysledky oproti interni kalibraci, ale je mensi
riziko hmotnostnich interferenci analytu s kalibrantem

« interni kalibrace — kalibrant i analyt jsou do iontového zdroje pfivedeny ve stejny
okamzik a ve spektru pozorujeme jak analyt tak i kalibrant

- poskytuje nejpresnéjsi vysledky, ale hrozi riziko hmotnostnich interferenci
(tzn. analyt a kalibrant nesmi mit pfili§ blizké hmotnosti, aby je dany typ analyzator
dokazal spolehlivé rozlisit, pokud by se piky analytu a kalibrantu ovlivnily, pak vznika
chyba)

- "lock mass" kalibrace - zaloZzena na kontinualni kalibraci na vybrany ion
pozadi 0 znamém sloZeni nebo sprejovani standardu druhym sprejem

« kalibranty — musi se jednat o latky s pfesné definovanym elementarnim sloZzenim a
znamym typem iontu, hodnoty m/z nesmi interferovat s analytem, vyhodné muze byt
téz blizky strukturni typ analytu (neni podminkou) nebo pfitomnost monoizotopickych
prvku (napf. perfluorované latky, Csl)

- typické kalibranty: syntetické polymery (napi. PEG, PPG), klastry soli (napf.
monoizotopicky Csl), smési peptidu, apod.




Kvantitativni analyza pomoci MS

- kvantitativni vysledky jsou zavislé na typu analyzatoru a ionizace
- QgQ - standard pro kvantitativni analyzu, citlivy, rychly a vysoka selektivita diky
moZnosti MS skenu, omezeny rozsah a rozlisovaci schopnost
- pfi spravné zvoleném standardu Ize pouzit viechny typy analyzatoru
- MALDI - obecné hor$i kvantitativni analyza diky niZsi reprodukovatelnosti

» metody kvantitativni analyzy
- metoda interniho standardu, externi se nedoporucuje
- metoda pfimeého srovnani - koncentrace je po¢itana na zakladé srovnani se
standardem o znamé koncentraci (pouze jedna koncentrace)
- metoda kalibraéni pfimky - kalibraéni zavislost interniho standardu na koncentraci
- metoda standardniho pfidavku

« pro zvySeni citlivosti a selektivity se vyuzivaji pro kvantitativni analyzu ¢asto specaini
MS skeny
- nejCastéji sken iontové reakce - vysoka selektivita
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Ukol
e zmeérit MALDI-TOF spektrum:

Matrice

Cisté sliny s matrici

Coca-Cola s matrici (kofein)

Sipkovy &aj s matrici (bez kofeinu)

Cerny &aj s matrici (tein + latky typické pro ¢&aj)

Neznamy vzorek (stejnd osoba jako v bodé b se napije jednoho z ndpoju 3-5
a odevzda vzorek slin k analyze)

 provést softwarovou kalibraci dat s ohledem na méreny rozsah m/z

* urcit, ktery z ndpoju (Coca-Cola, Sipkovy Caj, cerny c¢aj) konzumovala
osoba, jez poskytla vzorek €. 6
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