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Hmotnostni spektrometrie

MS - mimoradne citliva, destruktivni
metoda, minimalni spotreba vzorku,

urceni MW a dalsich strukturnich
informaci.
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Historie hmotnostni

spektrometrie
+ 1922 F.W. Aston
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Iontova past
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Historie hmotnostni
spektrometrie

Historicky vyvoj MS - souhrn

100 Iet




Prvni MS v CR

» Konstrukce prvninho hmotnostniho spektrometru (1953)
» V. Cermék, V. Hanu$, C. Jech, J. Cabicar
o Ustav fyzikalni chemie a elektrochemie CSAV

E'T.':_..._ .?.m_-n...n-n.ur. "'""FL'*."" S ___-
Hmatewy spekerometr Ustava fsikaini chemie CEAY

TR, YLd U0 AR o NIBOSLAY TA0iE
i) th e Cmienlrsainh i i, Weilei EL




Podstata

¢ analyticka metoda slouzici k
prevedeni molekul na ionty

o rozlieni téchto iontu podle poméru
hmotnosti a naboje (m/z)

¢ zaznam relativnich intenzit
jednotlivych iontu



Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr je iontove-
optické =zarizeni, které separuje
ionty podle pomeéru jejich m/z.



Blokoveé schéma

GC, SFC, LC, CE |«

l Y k4 k4

lontovy zdroj I-;T;I:;]zgﬂ?l Detektor

Prostor vysokého vakua

Cerpaci _
systém




Soucasti MS

1/ iontovy zdroj - slouzi k prevedeni neutralnich
molekul analytu na nabité castice (tzv. ionizace),
konstrukce se lisi podle pouzité ionizacni techniky

2/ hmotnostni analyzator - slouZi k rozdéleni iontu
v plynné fazi za vysokého vakua podle poméru
hmotnosti a naboje (m/z)

3/ detektor - slouzi k detekci iontu po jejich
separaci podle m/z a k urceni relativni intenzity
jednotlivych iontu



Soucasti MS
e dalsi Casti pristroje:
vakuovy systém
zafizeni pro zavadéni vzorku (sonda)

iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci
c o
lontu

- pocitac na ovladani a ladeni pristroje, sbér a
ukladani dat, porovnani spekter s knihovnou
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Volba ionizacni techniky

a/ tékavost latky (polarita) - pro tékave latky za podminek méreni: El, Cl, FI

b/ tepelna stabilita latky - pro termolabilni latky nejsou vhodné techniky, kdy je nutne
latku prevest do plynne faze pred viastni ionizaci (El, Cl, Fl); volit nejSetrngjsi
techniky, napr. ESI nebo MALDI

c/ molekulova hmotnost (souvisi s tékavosti) - asi do MR=1000 Ize EI/CI, do
nékolika tisic APCI, APPI| a FAB, do desitek aZz stovek tisic ES|I a MALDI

d/ chemické individuum nebo smés - pro smési spojeni s vhodnou separacni
technikou (GC/MS, HPLC/MS, CE/MS)

e/ volba polarity ionizace (plati pro mékke ionizacni techniky)

- kladné ionty - pro véetsinu latek, musi byt mozZnée latku protonovat (vhodna
pritomnost heteroatomu) Ci kationizovat (sodikem, stfibrem, apod.)

zaporne ionty - sulfonove a karboxylove kyseliny, polyhydroxylovane latky (snadna
deprotonace), tvorba aduktl s jednoduchymi anionty (octan, mravencan, chlorid,
apod.)

f/ studium nekovalentnich interakci nebo prostorového usporadani molekul
(zejmeéna pro biomolekuly) - ESI




Volba ionizacni techniky
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lonizacni techniky

¢ Tvrde ionizacni techniky
o EI M+e 5> Mt 4+ 2e

¢ Jemneé ionizacni techniky
o CI [M-H]*
e ESI [M+H]*
e MALDI [M-H]-



Electron impact (El)

M+e > M +2e

analyzdtorovd
trubice
vytésnovac
elektroda

vstup molekul vzork
kolmo na prumétnu

katoda

1 fokusadni elementy

vakuum



Chemicka ionizace (Cl)

anoda

analyzétorovd

trubice
vytésﬁovaci -]l
elektroda ——-—-vystupni

__J Stérbina

vstup molekul vzork
kolmo na prumétnu

katoda

1 fokusadni elementy

vakuum




lonizace za atmosferického
tlaku



Flectrospray lonization - bi{jpolymery,

- nepolarni nekovalentni komplexy,
slouéeniny organokovy,
vysokomolekularni
—L synthetické polymery
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- iontove organicke
slouceniny

. - ,bezZne" organicke
10 slouceniny (neiontove)
MNonpolar Very Polar




Electrospray (ESI)

oxidace

elektrony\

redukce

(?? @ elektrony

zdroj vysokeho napéti

[M+H]*
[M+NH,]*
[M-H]
[M £ zH]Z+

t,, ~ 50 — 400 °C (pridatné)
Napéti: 2 - 8 kV
Pritok m. f. 0,001 - 1 ml/min

Ionizace za
atmosfeérickeho tlaku
Tékave prisady: octan amonny,
mravenci k.
Netékave prisady: fosfatové
pufry




lonizace







ESI| - zmlzovani

N

A/ . Cisty” elektrosprej roztoku analytu
(dnes mene Caste, vhodneé jen pro

roztok vzorku ST . .
velmi nizke prutoky, napr. nanosprej)

o

";;Fidavné Kapalin 2 sesse—— B/ elektrosprej roztoku analytu s

: Rk B AR R pridavnym tokem kapaliny
rOZtok VZOrky Se——— (vodivé spojeni pro CZE/MS, podpora
ionizace, napr. pridavek NH,* pro

\ preferenéni tvorbu aduktu [M+NH,]* /
/  zmlZujici plyn_, \
e

C/ elektrosprej roztoku analytu s

— AT pneumatickou podporou zmlzeni
roztok vzorku ' (standardni pouziti v HPLC/MS, drive
nazyvan iontovy sprej)

J




Chemicka ionizace
za atmosferickeho tlaku (APCI)

[M+H]*
Nebuliting gas s ot Ty ) [M + NH4]+
_~Vaporizar (heatar) [M‘H]_

: (IM £ zH] 7 %)
t=200-650°C
Napéti (vyboj. el.): 2 - 8 kV
Pritok m. f. 0,2 - 2 ml/min

n* -‘ ﬁu’ Ionizace za
-4 : A \m atmosférickeho tlaku
l:omna Tékaveé prisady: octan amonny,

discharge mravendi k.
1. needle E‘""'"“"" " R p .,
Netekave prisady: fosfatove

1 pufry

Elrpng qas

r"'
|
|
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Fotoionizace
za atmosferickeho tlaku (APPI)

HPLL inlet

sy paa ] M s [M+H]*
- Vaporazer [(heater) [M +N H4] *
[M-H]
(IM £ zH]?*)
t=200-650"°C
UV zareni ~ 10 eV

pritok m. f. 0,2 - 2 ml/min

Ionizace za
atmosferickeho tlaku

Dapant: toluen, benzen (citlivost T)




Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation (MALDI)

.
Analyte/Matrix

@ Mixture




Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation (MALDI)




Desorpcni ionizace
elektrosprayem (DESI)




Hmotnostni analyzatory



Rozliseni — Resolving Power

a) Obecna definice rozlisovaci schopnosti

» pomeér hmotnosti iontu m a sSirky piku iontu Am v poloviné jeho vysky (Full Width at
Half Maximum, FWHM), vyjimecné se pouZiva i Sifrka iontu v jiné vySce, napfr. v 5%

» definice zaloZena na Sifce jednoho piku

b) Starsi definice rozliSovaci schopnosti (pouzivana u sektorovych pristroju)

« pomér hmotnosti iontu m, a rozdilu ionti m,; a m, s jednotkovym nabojem, piky obou
iontl musi byt stejné velké a udoli mezi piky je 10% (ij. prekryvaji se z 10%)

10% wvalley

{5% aI Max}

- definice zaloZena na prekryvu dvou piklu 1.0 4 .
Resolving Power (RP): ‘
a) RP=m/Am
_ (50% Max = FWHM)

0.0 14 rarann.

1000.0 1001 .0 1002.0




Rozliseni — Resolving Power

Piiklad: paclitaxel
C.,HsNO,, (Mw 853.3)

L

| .

1250 100 000

Nizké rozliseni vysokeé rozliseni




Presnost urceni m/z
Mass Acurracy

{m"rz}exp - {ITI.’I] teor

Presnost urceni m/z = *106

{mfz]tenr




Magneticky analyzator

Zakfriveni drahy letu iontu v
magnetickem nebo elektrickém
poli (magneticky nebo elektricky
analyzator).

V poli dochazi k zakriveni drahy iontu
zavislé na hodnoté m/z (m/z je Uumérné
kvadratu poloméru drahy iontu r2).



Magneticky analyzator




Kvadrupol a iontova past

Ruzna stabilita oscilaci iontu v
dvoj- nebo trojrozmerné
kombinaci  stejnosmérného a
vysokofrekvencniho stridaveho
napeti (kvadrupol nebo iontova
past).



Kvadrupol

Zdroj stridaveho
napeti

Zdroj stejnomerneho
napeti




Kvadrupol

V dany okamzik jsou oscilace stabilni pouze
bro urcitou hodnotu m/z a tento ion projde
Kvadrupolovym analyzétorem ionty s jinymi
nodnotami m/z maji nestabilni oscilace a
jsou zachyceny na tycCich kvadrupdly,
Zmeénou nhapeti postupné projdou na
detektor ionty se vsemi hodnotami m/z.




Kvadrupol

———
Ibl







Kvadrupol




lontova past

Trojrozmeérna analogie kvadrupolu,
I S 7 7 . (o)
opakovane selektivni vypuzeni iontu podle

hodnoty m/z z iontové pasti na detektor,
moznost MS" analyzy.



lontova past

Detektor




vstupni T vystupni
uzaviraci Lttt uzaviraci

elektroda helarkatal i elektroda

ZACHYCOVANI VYPUZOVANI







lon Trap




Analyzator doby letu (TOF)

Ruzna doba rychlosti letu iontu
(analyzator doby letu — TOF).

Urychlené ionty se v oblasti bez pole
bohybuji riznou rychlosti v zavislosti na
nodnote m/z (“mensi ionty se leti rychleji*).




Analyzator doby letu (TOF)

detektor

I—

]




Letova trubice

15-25 kV

Detekteor




Analyzator doby letu (TOF)

Reaflectron off

Detector
reflectron
__mode

Source

Reflectron on

reflectron
moce




Analyzator doby letu (TOF)




lontova cyklotronova resonance
(ICR)

Ruzné absorpce energie pfi
cykloiddlnim pohybu iontu v
kombinovaném magnetickém a
elektrickem poli.



lontova cyklotronova resonance
(ICR)

Collestor plate

Recelver plal&k

Trarsmitler
plate

Filament




lontova cyklotronova resonance

Sign3| - Nr;wr&

Signal e r

C




lontova cyklotronova resonance

excitace detekce

Electrode 1

1] lons hefore excitation.
They are in their natural
cyclotron radius within
the magnetic field.

Elecirode 2 =
Z] lons during excitation

with a radio frequency.
This excites the ions to
a larger cyclotron radius,

a, R Excitation 'I

b. Detecled Time
Domain Image
Current

3] lons after excitation. ¢. FourierTransform @
The cyclotron radius

remains in its larger

state.

d. Resulting Mass
Domain Spectrum




BRUKER




Orbitrap




Orbitrap

- separatory iontu — ORBITRAP s Fourierovou
transformaci




Orbitrap




Porovnani ruznych typu hmotnostnich analyzatoru

Analy-
zator

RP

[*10%,
FWHM]

m/z
rozsah
[*10°]

Sken.
rychlost

LC/
MS

Vakuum
[Pa]

Cena
*100K ¢

Q

3-5

3-4

stredni

1073

2-3
(4-6)

IT

5

—20

vysoka

103
+5%104 He

3-4

o-TOF
(QTOF)

velmi

104-10°

4-6
(8 -10)

Sektor

10°-10°

ICR

107 - 107







Elektronovy nasobic
lonty dopadajici na povrch elektrody zni vyrazi e-,
dale zesileny systemem dynod az 108krat,
zivotnost 1-2 roky




Fotonasobic

lonty dopadaji na fosforovou desticku, Cimz uvolni
energii ve forme fotonu, zesilen systémem
konverznich dynod az 105krat, delsi zivotnost







e hmotnostni analyzator vzdy pracuje za
vysokého vakua, hodnota vakua se lisi
podle typu analyzatoru ca. 103 az 1010 pPa

e krome ionizacnich technik pracujicich za
atmosferickeho tlaku (ESI, APCI, APPI) musi

byt za vakua i iontovy zdroj

e proC tak vysoke vakuum? ionty musi mit
dostatecné dlouhou stredni drahu a
nesmi dochazet ke koliznim srazkam s
neutralnimi atomy



K ziskani tak vysokych hodnot vakua je
obvykle potreba dvou nebo i vice (FT-ICR)

stupnoveé cerpani velmi vykonnymi
vakuovymi pumpami

¢ - 1. stupen cerpani - rotacni pumpy
(vykon 80 I/s)

¢ - 2. stupen cCerpani - turbomolekularni
nebo difuzni pumpy (vykon 250 I/s)

¢ ©
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difuzni pumpa




Vakuovy system

{vakuum}i vakuum 10~ az 10" Pa




Kolizni energie

MS/MS iontu A
F2

1) Ionizace

. 2) Izolace 3) Fragmentace

e O

A

- e . 4) Izolace
Kolizni energie )

. 5) Fragmentace

F5
——- . O
Fl F4

MS3 A=F1




V prostoru

Gas
Mutterion N, oder Ar  Tochterion

lonen
(Probe)
Detektor

Q1 - :
Quadrupol- Stokammer Quadrupol-
Analysator (RF-Modus) Analysator

V ¢ase

Solig? 1} Ko 01 R 1} S 7 i
TN o pl o Pl o ol

Injection Isolationof precursarion fragmentation Scanning out







Quadrupole
(MS1)

QTOF

Collision cell
(MS2)

Drift free region
(MS3)
A




MS spektrum

* normalizace spekter - hmotnostni spektra jsou obvykle uvadéna v
normalizovaném tvaru, tzn. nejintenzivnéjsimu piku spektra je pfifazena
relativni intenzita 100% a intenzity ostatnich piku se dopoéitaji; kromé grafické

ormy lze spektrum uvést i v tabelarni formé (pfesné uvedené intenzity, ale
meéné prehledné pro interpretaci)

» hmotnostni spektrum - osa y = relativni intenzita v %, osa X = pomer
hmotnosti a naboje (m/z), ve vétsiné pfipadu je naboj roven jedné (kromé
ESI) a potom hodnota na ose x odpovida pfimo hmotnosti iontu

Relative intensity
Relative intensity
Relative intensity
Relative intensity




MS spektrum

a8d 596 S8V S50B 589 590

profilovée

spekirum

histogram




» Prvni chromatograficka metoda spojena s MS
o maly prutok nosného plynu — kompatibilni s MS
» Instrumentace

. lontove zdroje: El, Cl
o analyzatory: Q, IT

» Analyty:
 Mmené polarni, termalné stabilni, s nizkou molekulovou hmotnosti
» Siroce vyuzivana technika

o analyza slozitych smési (napf. environmentalni a forenzni
analyzy)

 Moznost prohledavat databaze MS spekter — rychla identifikace
latek




HPLC/MS

» Spojeni HPLC pozdéji
« odpareni — velky objem plynu = technicky problém
« feSeni — APl zdroje (APCI, APPI, ESI)
> Instrumentace
. iontove zdroje: APCI, APPI, ESI
« analyzatory: Q, IT, orbitrap, TOF

> Analyty:
. 0d malych molekul po biopolymery
« 0d malo polarnich po iontové
« omezene kompatibilni MF s pufry a iont-parovymi
cinidly
. analyza potravin, |éCiv, proteomika, atd.
» Rychle se rozsirujici oblast MS




» Zatim malo rozsirena

> Vyhody
« velmi vysoka separacni ucinnost
« analyza iontu
« hizka spotreba vzorku

» Technické problémy
. ovliviovani separacniho napeti a napeti zdroje
» mala kompatibilita separaénich pufru s MS

> Analyty

« analyza peptidu, identifikace proteinu




MS detekce

Rezimy snimani dat;:
MS experiment

SIM (SIR)

Intenzita

'brr

cas

o

\ 132 8 Ad0a NG \\E
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et S ey e RS E e !
b spr AR

Full SCAN (Total Ion Current
TIC) = cyklicky se snima
celé MS spektrum
pozadovaného rozsahu m/z

Rekonstruovany
chromatogram (RIC) = z
TICu se vybere pozadovany
ion a vykresli se
chromatograficky zaznam

Selected Ion Monitoring
(SIM) = cyklicky se snimaji
jen vybrané ionty &
citlivéjsi nez TIC rezim

napr. u kvadrupolu detegované
absolutni mnozstvi analytu cini:
= TIC radové ng (107°g)

= SIM radové pg (10 1°g) aZ fg
(107 g)




Product lon Scan: Q1: izolace iontu (SIM) Q2: fragmentace iontu Q3: TIC detekce
Instrumentace: Tripple Quad, Q-ToF (MS2); lon Trap (az MS%) s vyssim MS" klesa citlivost!

Precursor lon Scan: Q1:TIC (m/z, — m/z,) Q2: fragmentace iontu Q3: SIM detekce
Instrumentace: nelze na lon Trap

Constant Neutral Loss Scan: Q1:TIC (m/z, — m/z,) Q2: fragmentace iontu

Q3: TIC ((m/z,- AN) = (m/z,-AN)) detekce: AN — rozdil hmotnosti iontil — hmotnost

odpadaijici neutralni Castice ziontu  Instrumentace: nelze na Q-ToF a lon Trap

Selective Reacrion Monitoring (SRM): Q1: izolace iontu (SIM) Q2: fragmentace
iontu Q3: SIM detekce

Fragmentace probiha srazkou iontl s molekulami kolizniho plynu (Argon)




Aplikace MS

Identifikace slouc¢enin

Sumarni vzorec — témér absolutné pri dostateéné vysokém rozliseni

Identifikace struktury — v zavislosti na typu ionizace (moznost fragmentace)

Identifikace porovnanim spekter - identifikace slou¢eniny na zakladé

tvorby a poméru cetnosti iontu o
uréitych hodnotach m/z (knihovny)

Kvantifikace sloucenin

Univerzalni - citlivost se lisi podle schopnosti slouéenin poskytovat
za danych podminek ionty




