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HMOTNOSTNI

SPEKTROMETRIE

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

- urceni MW a dalsich strukturnich
informaci.
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PRVNI MS V CR

» Konstrukce prvniho hmotnostniho spektrometru (1953)
+ V. Cermék, V. Hanus, C. Jech, J. Cabicar
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PODSTATA

* analyticka metoda slouzici k prevedeni molekul
na ionty (muze dojit k jejich fragmentaci)

- separacni technika

- rozliSeni téchto iontu podle poméru hmotnosti
a naboje (m/z)

* interakci nabitych castic s elektrickym nebo
magnetickym polem ve vakuu

- zaznam relativnich intenzit jednotlivych iontu



HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

Hmotnostni spektrometr je iontove-opticke
zarizeni, ktere separuje ionty podle pomeéru
jejich m/z.



BLOKOVE SCHEMA

GC, SFC, LC, CE |«

| | | |

lontovy zdroj analyzitor | Detektor

Prostor vysokého vakua

Cerpaci
L -+
systém




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

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

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



dalsi casti pristroje:

-zarizeni pro zavadeni vzorku (sonda)

A\ A 4 y

-iontova optika slouzici k urychleni a
fokusaci iontu

- pocitac na ovladani a ladéni pristroje,

sber a ukladani dat, porovnani spekter
s knihovnou






VOLBA IONIZACNI TECHNIKY

a/ tekavost latky (polarita) - pro té€kavé latky za podminek méreni: El, Cl, FlI

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

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

d/ chemické individuum nebo smeés - 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 vétsSinu latek, musi byt moznée latku protonovat (vhodna
pritomnost heteroatomu) €i kationizovat (sodikem, stribrem, apod.)

zaporné ionty - sulfonové a karboxylove kyseliny, polyhydroxylované latky (snadna
deprotonace), tvorba aduktu s jednoduchymi anionty (octan, mravenc¢an, chlorid,
apod.)

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




VOLBA IONIZACNI TECHNIKY

100 000 —

Elektrosprej

APPI
EAPCI Termosprej

GC/MS Particle
Beam
(ENCI/FI)

Molekulova hmotnost

Nepolarni Polarni
Polarita analytu




 Tvrde ionizacni techniky
El M+e > M+ 2e

 Jemne Ionizacni techniky
- Cl [M-H]*
- ESI [M+H]*
- MALDI [M-H]-



ELECTRON IMPACT (EI)

analyzdtorovd
trubice

vytésnovac

L
elektroda . vistupnd Fiamen
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CHEMICKA IONIZACE (ClI)

vytsnovac|
elektroda ——yystupn{
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IONIZACE ZA

ATMOSFERICKEHO TLAKU




Electrospray lonizatior - bIOPOIymery,

- nepolarni nekovalentni komplexy,
slou¢eniny organokovy,
vysokomolekularni
syntheticke polymery

S
i

Molecular Weight

- lontové organicke
slouCeniny

100 4

- ,bézné" organicke
10 _.slouceniny (neiontove)
Nonpolar Very Polar




ELECTROSPRAY (ESI)

redukce

oxidace [M+H]*
[M+NH,]*

[M-H]
[M £ zH]?+

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

elektrony Ionizace za
atmosferickeho tlaku

@ Tékave prisady: octan amonny,
(? %} elektrony mravenci k.

Netékave prisady: fosfatove
pufry

Zdroj vysokeho napéti
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TAYLOROvV KUZEL

* Podminky: 5o% methanol
—voda, 2 ml/min, 4 kV

P. Nemes a kol., Anal.
Chem. 79 (2007) 3105




ESI - ZMLZOVANI

4 iy
. e A/ Cisty” elektrosprej roztoku analytu

(dnes mene Caste, vhodne jen pro

velmi nizké pratoky, napf. nanosprej)

roztok vzorku

’f:rﬁdavné KAPE|IN 3 eemm——
T ERREN ey

AN

B/ elektrosprej roztoku analytu s
pridavnym tokem kapaliny

(vodive spojeni pro CZE/MS, podpora
lonizace, napr. pridavek NH,* pro

preferenéni tvorbu aduktd [M+NH,]*
zmizujici plyn , Se——._. C/ elektrosprej roztoku analytu s

e -3 T e BT i
roztok vzorku e

@ @@ pneumatickou podporou zmlzeni

o B oy R AL

2tok VZorku,
roZloK VZorku y (standardni pouziti v HPLC/MS, drive
nazyvan iontovy sprej)
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CHEMICKA IONIZACE
ZA ATMOSFERICKEHO TLAKU
(APCI)

HPLE mlet [M+H]+
Bebulltig Oes = - Nebulizer |sprayer| [M + N H4] +
> Vaporzer (haater) [M-H]-
p—= (/M £ zH]*%)

t=200-650°C
Napéti (vyboj. el.): 2 -8 kV

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

Ionizace za
. atmosferickeého tlaku
| Corona o = . Tékavé prisady: octan amonny,
\  discharge mravenci k.
L. Netékavé prisady: fosfitové
pufry




FOTOIONIZACE
ZA ATMOSFERICKEHO TLAKU
(APPI)

HPLC inlet

Mebuitiog e e L0 Nebulizer |sprayaer) [M+H]+
- Vaporaer [heater) [M + N H4] ™
: [M-H]
(IM £+ zH]? %)

t=200-650°C
UV zareni~ 10 eV
pratok m. f. 0,2 - 2 ml/min

Ionizace za
atmosferickeho tlaku

Drying gas

Dopant: toluen, benzen (citlivost T)




MATRIX ASSISTED LASER
DESORPTION IONISATION (MALDI)

*
Analyte/Matrix

@ Mixture




MATRIX ASSISTED LASER
DESORPTION IONISATION (MALDI)




DESORPCNI IONIZACE
ELEKTROSPRAYEM (DESI)




DESORPCNI IONIZACE
ELEKTROSPRAYEM (DESI)

Normalized sum of intensities (arb. units)
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PRIMA IONIZACE V REALNEM
CASE (DART)

needle electrode electrode 1 insulator cap
gasin e B G
disch )@A

grounded electrode gas heater electrode 2 spectrometer inlet

Vacuum interface &

Discharge chamber Heating Metastable Mass spectrometer
He/N, \

- / £
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He/N,

lon/neutral
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PRIMA IONIZACE V REALNEM
CASE (DART)




ZOBRAZOVACI MS (IMS)

Principle of MALDI MS Imaging

/ MS Images

Frozen section

] ,,-r"""
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= L~

Matrix .
application

wl MALDI Mass
> A MWXWJ.MMM Spectrum

— — e —

8000 10000
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Raster of
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a) Eberlin et al. 2010 b) Watrous et al. 2013 c) Fornai et al 2012
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d) Chugthai et al. 2012 e) Jones et al. 2012 f) Attia et al. 2012

g) Bollenbeck et al. 2009 h) Seeley et al. 2014 i) Reindl et al. 2011 j) Oetjen et al. 2013




HMOTNOSTNI ANALYZATORY




HMOTNOSTNI ANALYZATORY

» hmotnostni analyzator slouzi k déleni iontu v plynné fazi za vakua podle poméru
jejich hmotnosti a naboje (m/z)

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

» déleni iontl v analyzatoru probiha za vysokého vakua (ca. 103-10-"" Pa, podle typu
analyzatoru)

» déleni iontu podle m/z Ize dosahnout na zakladé ruznych fyzikalnich principu:
1/ zakfiveni drahy letu iontl v magnetickém nebo elektrickém poli (magneticky
nebo elektrostaticky analyzator)
2/ ruzna stabilita oscilaci iontu v dvoj- nebo trojrozmérné kombinaci
stejnosmérného a vysokofrekvenéniho stfidavého napéti (kvadrupdl nebo iontova
past)
3/ ruzna doba rychlosti letu iontu (analyzator doby letu — TOF)
4/ ruzna frekvence harmonickych oscilaci v Orbitrapu

5/ ruzna absorpce energie pfi cykloidalnim pohybu iontu v kombinovaném
magnetickém a elektrickém poli (iontova cyklotronova resonance - ICR)




HMOTNOSTNI ANALYZATORY

Podle zpusoby déleni iontu:
* skenujici - postupné méni skenovanou veli¢inu (U, V, B) a propousti ionty o urcité
m/z (kvadrupdlovy analyzator, sektorovy magneticky analyzator)

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

« pruletovy - méfi ¢as iontu potifebny pro prekonani uréité vzdalenosti (TOF)
« analyzatory pohyblivosti iontu - déleni iontu podle jejich velikosti a tvaru

Zakladni parametry hmotnostnich analyzatoru:
» rozliSovaci schopnost (rozliSeni) — schopnost analyzatoru poskytnout rozlisené
signaly pro ionty s podobnou m/z

* spravnost uréeni m/z - mira schopnosti analyzatoru urcit spravnou hodnotu m/z

 hmotnostni rozsah — rozsah m/z hodnot, pies ktery analyzator muze zaznamenat
spektra

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

* rychlost — rychlost zaznamu spekter




ROZLISENI| — RESOLVING POWER

A/ definice zaloZzena na Sifce jednoho piku (univerzalni) - pomér hmotnosti iontu m a
sirky tohoto iontu Am v poloviné jeho vysky (Full Width at Half Maximum, FWHM)

RozliSovaci schopnost
(Resolving power, RP):

Am

1
(50% Max = FWHM) Al RP=m/Am

‘—\~ 10% valley

(5% of Max)

v Am 5
0.0-% " et ytaasay T

1000.0 1001.0 1002.0 1003.0




ROZLISENI — RESOLVING POWER

Piiklad: paclitaxel
CHsNO,, (Mw 853.3)

J

1250 100 000

Nizké rozliseni vysoke rozliseni




ROZLISENI - RESOLVING POWER




PRESNOST URCENI m/z
MASS ACURRACY

(mlz)exp o (mlz)teor

Presnost urceni m/z = *106

(mlz)teor

experimentalné namérena hodnota m/z = 300.0463,
teoreticky vypocCtena hodnota m/z = 300.0473
Spravnost ur€eni m/z = -3.3 ppm (vCéetné znaménka!

300.0473 dle tabulek (nebo Iépe s vyuzitim softwaru) nejlépe
odpovida elementarni slozeni C,,H,-N,O,Br, podle izotopu
M:M+2 potvrzena pritomnost bromu



MAGNETICKY ANALYZATOR

Zakriveni drahy letu iontu v magnetickém
nebo elektrickem poli (magneticky nebo
elektricky analyzator).

V poli dochazi k zakriveni drahy iontu zavisle na
hodnoté m/z (m/z je uméerneé kvadratu polomeru
drahy iontu r?).



MAGNETICKY ANALYZATOR




MAGNETICKY ANALYZATOR




KVADRUPOL A IONTOVA PAST

Ruzna stabilita oscilaci iontu v dvoj-
nebo trojrozmerne kombinaci
stejnosmerného a vysokofrekvencniho
stridaveho napéti

(kvadrupol nebo iontova past).



KVADRUPOL




KVADRUPOL

V dany okamzik jsou oscilace stabilni pouze
pro urcitou hodnotu m/z a tento ion projde
kvadrupolovym analyzatorem,

lonty s jinymi hodnotami m/z maji nestabilni
oscilace a jsou zachyceny na tycich
kvadrupolu, zmenou napeti postupne projdou
na detektor ionty se vsemi hodnotami m/z.



KVADRUPOL

Hexapole, 9.5'mreruadrupoles and 19 mm Quadrupoles




KVADRUPOL




IONTOVA PAST

= Trojrozmerna analogie kvadrupolu

= Opakované selektivni vypuzeni iontu podle
hodnoty m/z z iontoveé pasti na detektor,

* Moznost MS" analyzy.



IONTOVA PAST (ION TRAP)

lontovy | o

zdroj

lontova past

Detektor

Ring
Electrode
© Ot | 115.; _
Entrance Exit
Endcap Endcap
Electrode Electrode



ION TRAP (IT)

vstupni vystupni
uzaviraci uzaviraci

elektroda elektroda

ZACHYCOVANI VYPUZOVANI




ION TRAP




ION TRAP




ANALYZATOR DOBY LETU (TOF)

RUzna doba rychlosti letu iontU
(analyzator doby letu — TOF).

Urychlene ionty se v oblasti bez pole pohybuiji
ruznou rychlosti v zavislosti na hodnoté m/z ("mensi
ionty se leti rychleji*).



ANALYZATOR DOBY LETU (TOF)




ANALYZATOR DOBY LETU (TOF)

Letova trubice

15-15-25 kV




ANALYZATOR DOBY LETU (TOF)




ANALYZATOR DOBY LETU (TOF)




IONTOVA CYKLOTRONOVA

RESONANCE (ICR)

Ruzne absorpce energie pri cykloidalnim
pohybu iontt v kombinovaném
magnetickem a elektrickem poli.



IONTOVA CYKLOTRONOVA
RESONANCE (ICR)

Recelver plate O

1

Signal = N,

Signal e r

R-C




IONTOVA CYKLOTRONOVA
RESONANCE (ICR)

excitace detekce

Electrode 1

1) lons before excitation.
-*‘ They are in their natural

cyclotron radius within
the magnetic field.

Z] lons during excitation
with a radio frequency.
This excites the ions to




IONTOVA CYKLOTRONOVA

RESONANCE (ICR)

Trapping plate (+ve)

X =H (into page)

/
X - appmg plate (+ve)



IONTOVA CYKLOTRONOVA
RESONANCE (ICR)




IONTOVA CYKLOTRONOVA
RESONANCE (ICR)
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ORBITRAP
o A




ORBITRAP

- separatory iontu - ORBITRAP s Fourierovou
transformaci




ORBITRAP




ORBITRAP




Typické parametry hmotnostnich analyzatoru

+ typické parametry LC/MS hmotnostnich analyzator(

Hmotnostni
analyzator

Rozlisovaci
schopnost

[*107]

Spravnost
(Ppm]

m/z rozsah
(horni limit)

[10°]

Rychlost
[Hz]

Linearni
dynamicky
rozsah

Q

3-5

nizka

2-10

10°- 105

IT

4-20

nizka

2-10

104-10°

TOF

10-60

1-%5

10-150

104-10°

Orbitrap

100 - 240

1-3

1=-95

5103

FT-ICR

750 - 2,500

03-1

05-2

104

» rozdéleni hmotnostnich analyzatord

Rozlisovaci schopnost
(RP, FWHM)

Spravnost
(MA, ppm)

nizka

<10,000

>5

vysoka

10,000 - 100,000

<5

ultravysoka

>100,000

<1




Porovnani ruznych typu hmotnostnich analyzatoru

Analy-
zator

RP
[* 103,
FWHM]

m/z
rozsah
[*10°]

Sken.
rychlost

LC/
MS

Vakuum
[Pa]

Cena
*109K ¢

Q

3-35

3-4

stiredni

103

2-3
(4-6)

IT

S-20

vysoka

3-4

o-TOF
(QTOF)

velmi

4-6
(8 — 10)

Sektor

ICR




HMOTNOSTNI ANALYZATORY

» Magneticky sektorovy analyzator

» Kvadrupdlovy analyzator

s ; o-Lit IMS ITTOF
» 3D a linearni iontova past cn 3% %l

» Pruletovy analyzator
* Orbitrap

* lontova cyklotronova rezonance

» Analyzator pohyblivosti iontu

» Hybridni hmotnostni spektrometry







ELEKTRONOVY NASOBIC

IONTY DOPADAJICI NA POVRCH ELEKTRODY ZNi _
VYRAZ| e-, DALE ZESILENY SYSTEMEM DYNOD AZ
108KRAT, ZIVOTNOST 1-2 ROKY




ELEKTRONOVY NASOBIC

IONTY DOPADAJICI NA POVRCH ELEKTRODY ZNi _
VYRAZ| e-, DALE ZESILENY SYSTEMEM DYNOD AZ
108KRAT, ZIVOTNOST 1-2 ROKY




FOTONASOBIC

IONTY DOPADAJI NA FOSFOROVOU DESTICKU, CiMZ
UVOLNI ENERGII VE FORME FOTONU, ZESILEN
SYSTEMEM KONVERZNICH DYNOD AZ 10°KRAT,
DELSIi ZIVOTNOST







VAKUOVY SYSTEM

(vakuum)g vakuum 10~ az 10" Pa




Hmotnostni  analyzator  vzdy  pracuje
za vysokéeho vakua, hodnota vakua se lisi podle

typu analyzatoru ca. 103 az 10-° Pa

« krome Ionizacnich technik pracujicich za
atmosférickeho tlaku (ESI, APCI, APPIl) musi
byt za vakua i iontovy zdroj

- PROC tak vysoké vakuum? ionty musi mit
dostateché dlouhou stredni drahu a nesmi
dochazet ke koliznim srazkam s neutralnimi
atomy



K ziskani tak vysokych hodnot vakua je obvykle
potreba dvou nebo 1 vice (FT-ICR)

stupnove Cerpani velmi vykonnymi vakuovymi
pumpami

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

+ - 2. stupen cerpani - turbomolekularni nebo difuzni
pumpy (vykon 250 I/s)



ROTACNI OLEJOVE VYVEVY




DIFUZNI A TURBOPUMPY

turbomolekularni pumpa

=

N\

Backing :
\ Pump Turbine
T Blades

Cooling
Coils

Pump




MS"

1) Ionizace

B

Kolizni energie

MS/MS iontu A
3) Fragmentace F2
A :

2) Izolace

Kolizni energie 4) Izolace

= F4

MS? A=F1

5) Fragmentace -

=
"



MS"

V prostoru

Gas
Mutterion N, oder Ar  Tochterion

Detektor

Ql

Quadrupol- StoBkammer Quadr'upol-
Analysator (RF-Modus) Analysator

V case

Eeied {} K\vjn > (el R
T o il o 1R o i o

ll’lpﬂioﬂ '”la'nn Of Dmtu’mrlon rn!mmut'm Sc.nnnsou‘
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MS SPEKTRUM

» hmotnostni spektrum - osa y = relativni intenzita v %, osa X = pomer
hmotnosti a naboje (m/z), ve vét$iné pfipadu je naboj roven jedné (kromé
ESI) a potom hodnota na ose x odpovida pfimo hmotnosti iontu
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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 dopogitaji; kromé graficke
ormy lze spektrum uveést i v tabelarni formeé (presné uvedené intenzity, ale
meéné prehledné pro interpretaci)
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MS SPEKTRUM
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MS KALIBRACE

« externi kalibrace — kalibrace a vlastni mereni neni ve stejny okamzik,
nejdrive kalibrace a pak méreni (nebo naopak), coz nékdy muze zpusobit
urcity posun m/z

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

* interni kalibrace — kalibrant i analyt jsou do iontoveho 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 priliS blizké hmotnosti, aby je dany typ
analyzator dokazal spolehlive rozlisit, pokud by se piky analytu a kalibrantu
ovlivnily, pak vznika chyba)

- "lock mass" kalibrace - zalozena na kontinualni kalibraci na vybrany ion
pozadi o znamém slozeni nebo sprejovani standardu druhym sprejem
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GC/MS

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

» iontove zdroje: El, C
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, IéCiv, proteomika, atd.
Rychle se rozsirujici oblast MS




CE/MS

» Zatim malo rozsSirena
» Vyhody
. velmi vysoka separacni ucinnost
« analyza iontu
« Nizka spotreba vzorku
» Technické problémy
. ovlivhovani separacniho napeti a napéti zdroje
« mala kompatibilita separa¢nich pufru s MS

» Analyty

« analyza peptidu, identifikace proteinu




MS DETEKCE

Rezimy snimani dat: Full SCAN (Total Ion Current
MS experiment TIC) = cyklicky se snima

SIM (SIR) celé MS spektrum

Intenzita pozadovaného rozsahu m/z

v TIC Rekonstruovany
chromatogram (RIC) = z
TICu se vybere pozadovany
ion a vykresli se
chromatograficky zaznam
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Selected Ion Monitoring
(SIM) = cyklicky se snimaji
jen vybrané ionty 2
citlivéjsi nez TIC rezim

napr. u kvadrupolu detegovanée
absolutni mnozZstvi analytu cini:
= TIC radové ng (10 °g)

= SIM radoveé pg (1012g) aZ fg
(107 g)
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Product lon Scan: Q1: izolace iontu (SIM) Q2: fragmentace iontu Q3: TIC detekce
Instrumentace: Tripple Quad, Q-ToF (MS?); lon Trap (az MS9) s vys$sim 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 iontd — hmotnost
odpadajici neutralni ¢astice 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 iontt s molekulami kolizniho plynu (Argon)

(a)

Product ion o
scanning =5 Scanning )

(b)

Precursor ion | =

scanning -
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scanning = @

T
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=Scanning — —Scanning —

(d)
Multiple ion
monitoring




APLIKACE MS

Identifikace sloucenin

Sumarni vzorec — témeér absolutné pri dostatecné vysokém rozliSeni

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

Identifikace porovnanim spekter - identifikace slouc¢eniny na zakladé
tvorby a poméru ¢etnosti iontu o
urcitych hodnotach m/z (knihovny)

Kvantifikace sloucenin

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




KVANTITATIVNI MS

* vyhodou je vysoka selektivita (pro MS/MS experimenty) a
citlivost

* e treba vyvarovat se potlaceni odezvy konkurencni ionizaci
(dalsi latky, matrice)

* dulezita je volba standardu, nezbytné je pouziti vnitfniho
(interniho) standardu pro potlaceni vlivu matrice Ci
kontaminace na ucinnost ionizace analytu, pouziti vnegjsiho
standardu neni vhodné a véetsinou je neprijatelné




KVANTITATIVNI MS

* Nejpresnejsi postup je pomoci izotopicky znaceneho
standardu analytu

* izotopicky znacCeny standard obsahuje atomy s tezsimi
izotopy, které zpusobuji posun m/z ve spektru a tim odliseni
signhalu od neznacCenée latky

- latky maji stejné chemicko-fyzikalni vlastnosti

- nejcCasteji deuterace (2D), 13C, 15N

- doporuceny posun alespon +3 jednotky m/z

- vysoka cena izotopicky znacenych standardu




