
HMOTNOSTNÍ 
SPEKTROMETRIE



LITERATURA



HMOTNOSTNÍ 
SPEKTROMETRIE

MS - mimořádně citlivá metoda,
- destruktivní metoda,
- minimální spotřeba vzorku,
- určení MW a dalších strukturních

informací.
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PRVNÍ MS V ČR



PODSTATA

 analytická metoda sloužící k převedení molekul 
na ionty (může dojít k jejich fragmentaci)

 separační technika

 rozlišení těchto iontů podle poměru hmotnosti 
a náboje (m/z)

 interakci nabitých částic s elektrickým nebo 
magnetickým polem ve vakuu

 záznam relativních intenzit jednotlivých iontů



HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETR

Hmotnostní spektrometr je iontově-optické
zařízení, které separuje ionty podle poměru
jejich m/z.
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SOUČÁSTI MS

1/ iontový zdroj - slouží k převedení neutrálních 
molekul analytu na nabité částice (tzv. ionizace), 
konstrukce se liší podle použité ionizační techniky

2/ hmotnostní analyzátor - slouží k rozdělení iontů 
v plynné fázi za vysokého vakua podle poměru 
hmotnosti a náboje (m/z)

3/ detektor - slouží k detekci iontů po jejich separaci 
podle m/z a k určení relativní intenzity jednotlivých 
iontů



SOUČÁSTI MS

další části přístroje:

-vakuový systém

-zařízení pro zavádění vzorků (sonda)

- iontová optika sloužící k urychlení a 
fokusaci iontů

- počítač na ovládání a ladění přístroje, 
sběr a ukládání dat, porovnání spekter 
s knihovnou



IONIZAČNÍ TECHNIKY



VOLBA IONIZAČNÍ TECHNIKY

 Tvrdé ionizační techniky
 EI  M + e-M+ + 2e-

 Jemné ionizační techniky
 ESI [M+H]-

 MALDI [M+H]+
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IONIZAČNÍ TECHNIKY

 Tvrdé ionizační techniky
 EI  M + e- M+. + 2e-

 Jemné ionizační techniky
 CI [M-H]+

 ESI [M+H]+

 MALDI [M-H]-



ELECTRON IMPACT (EI)
M + e- → M+. + 2 e-



CHEMICKÁ IONIZACE (CI)

Reakční plyn 100 Pa
Plyn : vzorek 104 : 1
methan, isobuthan, 

ammoniak



IONIZACE ZA 
ATMOSFÉRICKÉHO TLAKU





ELECTROSPRAY (ESI)



IONIZACE



TAYLORův KUŽEL

 Podmínky: 50% methanol 
– voda, 2 ml/min, 4 kV

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



ESI - ZMLŽOVÁNÍ



CHEMICKÁ IONIZACE 
ZA ATMOSFERICKÉHO TLAKU 
(APCI)



FOTOIONIZACE
ZA ATMOSFERICKÉHO TLAKU 
(APPI)



MATRIX ASSISTED LASER 
DESORPTION IONISATION (MALDI)



MATRIX ASSISTED LASER 
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DESORPČNÍ IONIZACE 
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DESORPČNÍ IONIZACE 
ELEKTROSPRAYEM (DESI)



PŘÍMÁ IONIZACE V REÁLNÉM 
ČASE (DART)

He* + M = M+. + He + e-



PŘÍMÁ IONIZACE V REÁLNÉM 
ČASE (DART)



ZOBRAZOVACÍ MS (IMS)



3D IMS
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ROZLIŠENÍ – RESOLVING POWER
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ROZLIŠENÍ – RESOLVING POWER



PŘESNOST URČENÍ m/z
MASS ACURRACY

experimentálně naměřená hodnota m/z = 300.0463, 
teoreticky vypočtená hodnota m/z = 300.0473
Správnost určení m/z  = -3.3 ppm (včetně znaménka!

300.0473 dle tabulek (nebo lépe s využitím softwaru) nejlépe 
odpovídá elementární složení C12H17N2O2Br, podle izotopů 
M:M+2 potvrzena přítomnost bromu



MAGNETICKÝ ANALYZÁTOR

Zakřivení dráhy letu iontů v magnetickém
nebo elektrickém poli (magnetický nebo
elektrický analyzátor).

V poli dochází k zakřivení dráhy iontu závislé na
hodnotě m/z (m/z je úměrné kvadrátu poloměru
dráhy iontu r2).
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MAGNETICKÝ ANALYZÁTOR



KVADRUPOL A IONTOVÁ PAST

Různá stabilita oscilací iontů v dvoj-
nebo trojrozměrné kombinaci 
stejnosměrného a vysokofrekvenčního 
střídavého napětí 
(kvadrupól nebo iontová past).



KVADRUPOL



KVADRUPOL

V daný okamžik jsou oscilace stabilní pouze 
pro určitou hodnotu m/z a tento ion projde 
kvadrupólovým analyzátorem, 
ionty s jinými hodnotami m/z mají nestabilní 
oscilace a jsou zachyceny na tyčích 
kvadrupólu, změnou napětí postupně projdou 
na detektor ionty se všemi hodnotami m/z.
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IONTOVÁ PAST

 Trojrozměrná analogie kvadrupólu

 Opakované selektivní vypuzení iontů podle
hodnoty m/z z iontové pasti na detektor,

 Možnost MSn analýzy.



IONTOVÁ PAST (ION TRAP)



ION TRAP (IT)
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ANALYZÁTOR DOBY LETU (TOF)

Různá doba rychlosti letu iontů
(analyzátor doby letu – TOF).

Urychlené ionty se v oblasti bez pole pohybují 
různou rychlostí v závislosti na hodnotě m/z (“menší 
ionty se letí rychleji“).
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ANALYZÁTOR DOBY LETU (TOF)



IONTOVÁ CYKLOTRONOVÁ 
RESONANCE (ICR)

Různé absorpce energie při cykloidálním
pohybu iontů v kombinovaném
magnetickém a elektrickém poli.



IONTOVÁ CYKLOTRONOVÁ 
RESONANCE (ICR)



IONTOVÁ CYKLOTRONOVÁ 
RESONANCE (ICR)



IONTOVÁ CYKLOTRONOVÁ 
RESONANCE (ICR)

Trapping plate (+ve)

Trapping plate (+ve)

X = H (into page)



IONTOVÁ CYKLOTRONOVÁ 
RESONANCE (ICR)

receiver plate

FT



IONTOVÁ CYKLOTRONOVÁ 
RESONANCE (ICR)
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ORBITRAP

Alexander Makarov



ORBITRAP
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ELEKTRONOVÝ NÁSOBIČ
IONTY DOPADAJÍCÍ NA POVRCH ELEKTRODY ZNÍ 
VYRAZÍ e-, DÁLE ZESÍLENY SYSTÉMEM DYNOD AŽ 
108KRÁT, ŽIVOTNOST 1-2 ROKY



ELEKTRONOVÝ NÁSOBIČ
IONTY DOPADAJÍCÍ NA POVRCH ELEKTRODY ZNÍ 
VYRAZÍ e-, DÁLE ZESÍLENY SYSTÉMEM DYNOD AŽ 
108KRÁT, ŽIVOTNOST 1-2 ROKY



FOTONÁSOBIČ

IONTY DOPADAJÍ NA FOSFOROVOU DESTIČKU, ČÍMŽ 
UVOLNÍ ENERGII VE FORMĚ FOTONU, ZESÍLEN 
SYSTÉMEM KONVERZNÍCH DYNOD AŽ 105KRÁT, 
DELŠÍ ŽIVOTNOST
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VAKUOVÝ SYSTÉM



• Hmotnostní analyzátor vždy pracuje
za vysokého vakua, hodnota vakua se liší podle
typu analyzátoru ca. 10-3 až 10-10 Pa

• kromě ionizačních technik pracujících za
atmosférického tlaku (ESI, APCI, APPI) musí
být za vakua i iontový zdroj

• PROČ tak vysoké vakuum? ionty musí mít
dostatečně dlouhou střední dráhu a nesmí
docházet ke kolizním srážkám s neutrálními
atomy



K získání tak vysokých hodnot vakua je obvykle 
potřeba dvou nebo i více (FT-ICR)
stupňové čerpání velmi výkonnými vakuovými 
pumpami

 - 1. stupeň čerpání - rotační pumpy (výkon 80 l/s)

 - 2. stupeň čerpání - turbomolekulární nebo difúzní 
pumpy (výkon 250 l/s)

 •



ROTAČNÍ OLEJOVÉ VÝVĚVY 



DIFUZNÍ A TURBOPUMPY
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Quadrupole
(MS1)

Collision cell
(MS2)

Argon

detector

Drift free region
(MS3)

QTOF



IT
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MS KALIBRACE

• externí kalibrace – kalibrace a vlastní měření není ve stejný okamžik, 
nejdříve kalibrace a pak měření (nebo naopak), což někdy může způsobit 
určitý posun m/z
- obecně poskytuje mírně horší výsledky oproti interní kalibraci, ale je menší
riziko hmotnostních interferencí analytu s kalibrantem

• interní kalibrace – kalibrant i analyt jsou do iontového zdroje přivedeny ve 
stejný okamžik a ve spektru pozorujeme jak analyt tak i kalibrant
- poskytuje nejpřesnější výsledky, ale hrozí riziko hmotnostních interferencí
(tzn. analyt a kalibrant nesmí mít příliš blízké hmotnosti, aby je daný typ 
analyzátor dokázal spolehlivě rozlišit, pokud by se píky analytu a kalibrantu 
ovlivnily, pak vzniká chyba)
- "lock mass" kalibrace - založena na kontinuální kalibraci na vybraný ion
pozadí o známém složení nebo sprejování standardu druhým sprejem



MALDI destička

Direct Insertion
(Infussion) Probe

GC

HPLC

CE

Iontový 
zdroj

Iontový 
separátor

Detektor

AnalyzátorInlet

vakuum

Ionizační techniky:

EI+, CI, APCI, ESI, 
MALDI
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DIRECT PROBE



GC/MS



HPLC/MS



CE/MS



MS DETEKCE





APLIKACE MS



KVANTITATIVNÍ MS

• výhodou je vysoká selektivita (pro MS/MS experimenty) a 
citlivost

• je třeba vyvarovat se potlačení odezvy konkurenční ionizací 
(další látky, matrice)

• důležitá je volba standardu, nezbytné je použití vnitřního 
(interního) standardu pro potlačení vlivu matrice či 
kontaminace na účinnost ionizace analytu, použití vnějšího 
standardu není vhodné a většinou je nepřijatelné



KVANTITATIVNÍ MS
• nejpřesnější postup je pomocí izotopicky značeného 
standardu analytu

• izotopicky značený standard obsahuje atomy s těžšími 
izotopy, které způsobují posun m/z ve spektru a tím odlišení 
signálu od neznačené látky

- látky mají stejné chemicko-fyzikální vlastnosti

- nejčastěji deuterace (2D), 13C, 15N

- doporučený posun alespoň +3 jednotky m/z

- vysoká cena izotopicky značených standardů


