Zdroje ionizace

Seznam
* thermal ionization (TT) /// (PDMS) plasma desorption mass spectrometry °
* spark source (SS) // (SIMS) secondary ion mass spectrometry ®
» electron ionization (EI) // (LDI) laser desorption ¢
 chemical ionization (CI) i, (IRLD) infrared laser desorption ®
* photoionization (PI) “\\ (MALDI) matrix-assisted laser desorption/ionization®
» field 1onization (FI) \\\ (SELDI) surface-enhanced laser desorption and ionization ®
« field desorption (FD) \\\\ (TSI) thermospray ©
« multiphoton ionization (MPI) \\\ (ESI) electrospray ionization °
 fast atom bombardment (FAB) \\\\ (APCI) atmospheric presure chemical 1onization ®
* desorption chemical ionization (DCI)\\\\ (APPI) atmospheric presure photoionization e
e inductively coupled plasma (ICP) \\\\ (nESI) nanospraye
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Zdroje ionizace

Velké mnozZstvi zpuisobii ionizace:
» latky se 1isi v chemickych a fyzikalnich vlastnostech
* hleda se optimalni zpusob 1onizace pro danou latku

StarsSi ionizac¢ni techniky nahrazeny jinymi, modernéjSimi

Nejvétsi vyznam

EL, CI - GC/MS, moZnost porovnani s knthovnami spekter, strukturni informace
- vhodné¢ pro omezeny okruh latek, nékdy chybi molekularni ion
- dobfe popsana pravidla fragmentace

ESI, APCI, APPI - HPLC/MS

‘w7

ESI, MALDI - analyza biomolekul, nejSetrné;si ionizacni techniky
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Tonizace

Iontovy zdroj hmotnostniho spektrometru:

pievedeni neutralnich molekul analytu na nabité ¢astice (ionty)

analyzované¢ hmotnostnim analyzatorem

Podle zpusobu provedeni
e kontinualni (EI, CI, ESI, APCI, ...)

Podle prostredi
e pulsni (LDI, MALDI, ...) odle prostred

e jonizace v plynné fazi (El, CI, ...)
e v kapalné fazi (FAB, SIMS, ...)

o tvrdé (EL
(ED e v pevné fazi (PDMS, FD, MALDI, ...)

e mekkeé (C1, FI, ...)
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tékavost latky, polarita

tepelna stabilita latky

molekulova hmotnost
souvisi s tekavosti

chemické individuum
nebo smes

Volba zpusobu ionizace

- pro latky t€kavé za podminek méteni: EI, CI, FI

- pro termolabilni latky nevhodné techniky EI, CI, FI,

kdy je nutné ldatku prevést do plynne faze pred viastni
ionizaci

- volit nejSetrnéjsi techniky, ESI, MALDI

- ast do My=1000 EI/CI,
- do Mg n€kolika tisic TSI, APCI a FAB,
- do M, desitek az stovek tisic ESI a MALDI

- pro smesi: spojeni s vhodnou separacni technikou
GC/MS, HPLC/MS, CE/MS

studium nekovalentnich interakci nebo prostorového usporadani molekul
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- ESI  zejména pro biomolekuly



Volba zpusobu ionizace

VOLBA POLARITY IONIZACE

plati predevsim pro mékké ionizacni techniky

kladné ionty - pro vétSinu latek, musi byt mozné latku:
protonovat - vhodna pritomnost heteroatomu

kationizovat = adukty s jednoduchymi kationty
sodik, draslik, amonium, stribro

zdporné ionty - snadna deprotonace
sulfonové a karboxylové kyseliny, polyhydroxylované ldatky

- tvorba aduktl s jednoduchymi anionty

octan, mravencan, chlorid, apod.
[M+octan]-, [M+mravencan]-, [M+Cl]-, apod.
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El Elektronova ionizace

Electron ionization

_ Elecrron-impact

elektrony emitovane¢ rozzhavenym vlaknem katody (W, Re)
elektrony urychlené elektrostatickym polem na energii cca 70 €V 1 eV =1.602.10"° J
elektrony interaguji s atomy ¢1 molekulami v iontovém zdroji,

ptiblizenim k valencnim elektroniim molekuly ovlivni

jejich magneticka pole - excitace molekuly
' odpuzoval
) anoda - uvolnéni valen¢niho elektronu, D
9 vznik radikalkationtu M**
vznik kladnych a nasobné kladné nabitych iontu

M+e-o>M™+2e

~ Paprsek
elektronu

vlakno T7

Elektrody | :
zaostiijici \™>
elektrony Elektrody
urychlujici
ionty

- zachyt e
vznik zapornych iontit  (za specifickych podminek)

Pt1 EI mohou vznikat také ionty vicenasobné nabité
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El

Elektronova ionizace

Electron ionization

M

o

nespravny nazev “ionizace ndarazem elektronit” (Electron Impact)
ve skutecnosti nedochazi k “narazu” elektronu do molekuly,
ale pouze k ovlivnéni elektromagnetickych poli

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi



ionization
efficiency

El Elektronova ionizace

Electron ionization

u"l

electron volts 70

ionizovana molekula  ziska nadbytek vnitini energie, projevi se fragmentaci
ionty vypuzeny z iontového zdroje odpuzovaci (vytésnovaci) elektrodou

svazek iontu fokusovan (zaostien) a urychlen dalSimi elektrodami smérem k
analyzatoru iontl

ioniza¢ni potencial — hodnota zvolena kviili porovnavani
- standardné 70 eV — knihovna EI spekter
- nejvyssi citlivost,
- spektrum bohat¢ na fragmentové ionty 1 molekularni ion
- vrozmezi 50 - 100 eV je spektrum malo zavislé na zvolené energii

El “tvrda” ionizacni technika
5
pi1 rozsahlé fragmentaci miize chybét molekularni ion

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi



Elektronova ionizace — puvod elektoru

- Zhavené kovové vlakno — / X
filament (nejCastéji W, jako \

klasicka zarovka)

To Fieli Region T J\T

Trap

Repeller

Filament

g
3

E | lon Source

Centrum pro vyzkum E 0220 Hmotnostni spektrometrie
toxickych latek

v prostredi JARO 2025
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The electrons are accelerated
towards an anode (electron trap)

~70 Volts
I | ‘Electron @ollector (Trap)
| "
Positive
Ions
Repeller. __ ;'I
8@t
Analyzer
Filament Extraction
Plate
|
|
N
.2 ~T0ev)
—_—= vertical H CH
H ionization H rearangment TR
Hal T N #CH Ha | N CH, VAVA"
ﬁ/ \ 3 A cH,|
| CH, i CH,

Elektronova ionizace

Sample

! lonisation
chamber

Repelier | !

Trimethylaming Planar geometry Heatad filament HREOWMEDIA
Centrum pro vyzkum - .
(@) toxickych latek E 0220 Hmotnostni spektrometrie o

JARO 2025

v prostredi



El, obecné schema iontoveho zdroje

Filament Svazek elektrond

(Wolfram nebo rhenlum)

Repeller, odpuzuijici elektroda

\

Izolace /
(keramika,
vespel) DN

Magnety

J1rap", zachytna elektroda

pro elektrony
©)
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El zdroj, priklad

Filament

Vstup analyty

¥ ™
......

Repeller, odpuzujici elektroda

CinEEIRT pECas 2 E 0220 Hmotnostni®Spektrometrie ; o
(@) e | nrdtap, elektroda zachytu toku elektron{?
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lontova ,,optika” - CoCky

Svazek iontl z iontového zdroje je
nutno zaostrit, aby se pohyboval v
uzkém pasu (svazku), dle typu
analyzatoru (sektor — pas,
kvadrupoly — svazek)

Znaceni dle osy pohybu (Z, Y)

Odrazové ¢ocky
— Vychyluji svazek

Fokusa€ni cocCky
— Zuzuji nebo rozsifuji svazek

Cocky zakfiveni a otaéeni
— Opravuji nedokonalosti
iontového svazku

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Zachovani vzdalenosti iontt absorpéniho
nebo emisniho centra béhem prechodu
EI elektronu do jiného stavu pfi absorpci a

Elektronova ionizace
. . . nebo emisi e fotonu.
E lBCﬂ'Ol’l lonlzatlon Excitaci a prejde elektron ze zakladniho

stavu G do vzbuzeného stavu E beze
zmény konfiguracni soufadnice q
(vzdalenosti dvou iontt). Obdobné pri
emisi e, qs je rdzné od q.

« Doba kontaktu elektronu s molekulou 10715 s.

« Doba setrvani iontt v iontovém zdroji fadoveé 103 s, l’
« Extrakce iontii z iontového zdroje 10 s.

Potencialni energie elektronu

* lonizace se uskutecniuje podle Franck-Condonova principu

- vertikalnim prechodem do vibra¢né-rotacnich vzbuzenych stavi.

9 9.
Konfiguraéni soufadnice g =====

* Obsah vnitini energie molekuly pfed ionizaci, odpovida jeji teploté.
*  VysSi teplota iontového zdroje podporuje fragmentaci molekuly.
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El Elektronova ionizace

Electron ionization

r

Udinnost EI asi 1/10° =103 %,
zbytek molekul vzorku je odstranén vakuovym systémem

Pocet iontiu, vzniklych v iontovém zdroji 1ze zvysit:
-zvySenim intenzity ioniza¢niho proudu
-zvySenim tlaku v ionizacni komtrce.
tlak v iontovém zdroji : 103 — 10~ Pa teplota: 150 - 400°C

* nejvice prozkoumana,

» podrobné popsany fragmenta¢ni mechanismy jednotlivych tfid latek

« rozsahlé knihovny spekter, CEI Toluen [
* rychla identifikace neznam¢ latky 1 M, =92
(kritické zhodnoceni vysledku kvalifikovanym operatorem) g "]
5
_ v
(€) | e A
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Elektronova ionizace

N
HsC™ “CHs ‘\3 .E‘
rearangment \\\
.Ir'r"f-".l"CH
CH

Trimethylaming Planar geometry

Tvorba pozitivnich iontu

B (~70EY)
i wertical
H ionization H
= e —_— ™ z
H\’/ \”WCHS H\(

AB +e * > [ABT°]* +2¢  ionizace gyl H

[AB*]* = A* + B* disociace

. xo [AB*°]* je 1on s lichym poctem elektronti
ucinnost y S .
ionizace s pfebytkem vnitini energie

Molekuly maji rizny ioniza¢ni potencial (IP)

Ioniza¢ni Gcinnost je relativné vyrovnana okolo 70 eV.

L\

energie elektroni [eV] w

©)
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Elektronova ionizace

Ionizacni potencialy — priklady

leV]
Alkany Alkeny Alkiny Halogenovodiky
CH, 12,98 HF 15,77
C,H, 11,65 C,H, 10,51 C,H, 11,41 HCI 12,74
C;Hg 11,07 C;H, 9,73 C;H, 10,36 HBr 11,62
Cc,H, 10,64 C,Hg 9,58 C,H, 9,85 HI 10,38
CH,, 10,34

Elektronvolt (eV) je jednotka prace a energie.
Odpovida kinetickeé energii, kterou ziska elektron urychleny ve vakuu napétim 1V

1eV=1,602 176 487 . 10-° J
1J=2,778 - 1077 kWh

©)
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AB + e-* - [AB+-]* + 2e- Vznik iontlol EI iOﬂiZﬂCi

[AB*]" - AB*
[AB*]* > A* + B°

AB+e" 5>A*+B +e

AB + e = #[AB?']" + 3¢
#[AB%*]" > A" + B* nizkd intenzita
AH + e > AH* + ¢
AH* + AH - [AH+H]" + A- pseudo chemicka ionizace

* radikal
* stav s nadbytkem energie
# meziprodukt s kratkou dobou Zivota, neni zaznamenan v hmotnostnim spektru

Ionty s vétSim poctem naboji m/z
M+ e — Mte + 2e- molekularni ion m/1
M + e > M?Zte + 3e- m/2
M + e > M3te + 4e- m/3

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Formaldehyde
MASS SPECTRUM

100
80- N
¥ CH,O
g e0- CHO*
c J
£ 1 COt
E 40 H2+
20-
| 30.0260
0.0 +—————+ R T -
8 19 16 20 24 28 32
m/z

NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)

Vznik iontu EI ionizaci

IONIZACNI ENERGIE
VALENCNICH ELEKTRONU

formaldehyd

Sigma vazebny elektron
ILE.=159¢eV

Tl-vazebny elektron
ILE.=14,1 eV >

Nevazebny elektron
LLE.=11,0eV
|

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Elektronova ionizace

Vliiv energie elektronu na EI spektrum

70 eV TR 30 eV | 20eV Mt
105 105
g:i; - 105
- 7T
Q 1 51 77
=
T |
s U l
o |
Pfistroji nastavitelna >
) > 15 eV M 12 eV 9 eV at
energie elektronu = i
[eF] COOH
obvykle 5 - 100 eV =
105
|
l
m/z

snimek prevzat z pfednasky prof. M. Holcapka (KACH, Univerzita Pardubice)

sniZzenim energie e se snizi prebytek vnitrni energie ionizovanych molekul
muZe staCit na zvySeni relativni intenzity molekularniho iontu (ale snizeni citlivosti!)

©)
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Vznik iontu EI ionizaci

Tvorba negativnich iontu

AB + e — [AB]~ resonancni zachyt (0-2 eV)
AB+e —> A+ [B] disociacni zachyt (2-10 eV)
AB + e — [A]"+ [B] + e tvorbaiontového paru (>10 eV)

zachyt e je malo pravdépodobny

pii ionizaci 70 eV maji zaporné ionty piiliS velkou energii, dochazi k rozsdhlému rozpadu

molekularniho iontu (molekularni Srot)

zavedenim brzdiciho plynu (argon) se vzajemnymi srazkami snizi rychlost ionizujicich e
(vznik tzv. pomalych ¢)

vhodne pro ldatky s elektronegativnimi substituenty (halogeny)

spektra jednodussi na interpretaci (nejsou presmykove reakce)

pro latky s kladnou elektronovou afinitou (EA)

©)
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e+ CO->C+O

resonanc¢ni
disociacni
zachyt elektronu

Elektronova ionizace
Tvorba negativnich iontu

e+CO->C"+0O +e

tvorba iontového paru
s prebytkem energie
uskutecnény elektronem

energie elektroni [eV]

AB+e—> [A]"+[B] + e

snegativni El neni tak dobte pouZitelna jako pozitivni

sclektronovy zachyt je vyvolatelny pti energiich riznych pro kazdou slouceninu

»pouzitelna pro elektrofory, slou¢eniny pouzivané jako znacky ionizujici pti ruznych energiich

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Vznik iontu EI ionizaci

Souhrn

ABC + e —

ABC + ¢

ABC" + 2¢
ABC?* + 3¢

AB" + C + 2e
A"+ BC +2¢e

etc.

AC' + B +2¢
B" + AC + 2¢e’

etc.

ABC”™

AB +C
A + BC
etc.

AB +C' +¢

A +BC"+¢
etc.

excitace neutralni ¢astice
ionizace pozitivni ionty
disociace

preskupeni

zachyt elektron(i negativni ionty

disociativni zachyt elektronu

tvorba iontovych par( ionty
obou polarit




Elektronova ionizace
Priklad

Ionizace ¢asto probiha na heferoatomech

* Heteroatomy jsou atomy které obsahuji nevazebné elektrony
» Poradi ionizace S>N>O

 Pi1 elektronové ionizaci (EI) se ionty tvoii odebranim nevazebného elektronu za
vzniku ion-radikalu:

ethylacetat
= 1 5 > o T
e + /C\ /C m/z =88 + e
HaC O—CH,CHj, HaC” SO—CH,CH

M., ethylacetatu: 4C +20 + 8H =48 + 32 + 8 = 88
Pozorujeme molekularni ion s pomérem hmotnosti a naboje: m/z =88

©)
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Elektronova ionizace
Priklad

Presmyk elektronu v ethylacetatu vede k stabilnimu fragmentovému iontu se sudym
poctem elektront

of
< ©
_C.. —FP“’kl ngc—t:Ea: + *OCH,CH;
H3C O~ CHyCHj RS s =43

Nasleduje ztrata malé neutralni molekuly

@ - CO
HsC—Cc=o0: — CH,*

m/z =15

Vsechny hmoty mohou byt vypocitany ze struktury.

©)
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Elektronova ionizace

Projev ionizace a fragmentace v hmotnostnim spektru

ethylacetat % : ,
ok Absolutni zastoupeni
|C|> 9% 0% 1% | < S
e "‘H3+
/C\_ . H,C—C=0. CH
H3C .O.—CHQCHQ
m/z = 88 m/z =43 m/z =15
Relativni zastoupeni
43,02 <
100%¢
(00 )~ POZOR:
g monoisotopické piky hmotnost je skuteénd
g - vilastnost molekuly
=
= base peak — relativni vyskyt iontit neni
E viastnost molekuly
= 44.02 88.058
\;/ 15.0 (1%) (2.2%) {10%) 8905 {0.44%
< i‘. | L ~
0 10 20 30 40 el &0 70 30 o0 100

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostiedi
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Elektronova ionizace

rozdilné hmotové &islo a atomova hmotnost

*)
H

\
:> ‘J\
H H
Deuterium /
7

Prispévek izotopii k hmotnostnimu spektru lzotopy
rel % abundance, Cetnost, vyskyt - o
\ stejné atomove Cislo
Prvek M \ M+1 M+2 Typ
mz | ' % miz % miz % orvku
H 1 100 2 0,015 - - M
C 12 100 13 1,1 - - M+1
N 14 100 15 0,37 - - M+1
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
I 127 100 - - - - M




Elektronova ionizace

monoizotopické piky

ETHYLACETAT O
Empiricky vzorec: C,HO, )l\ P
Nomindlni hmotnost = 88, C=12, H=1, O=16 izotopy HaC O CHj
H 1,0078252
jinak: H 2,0140100
4C 4 x 12.00000 = 48.00000 iC T
S H 8x 1.00783 = 8.06264 B pphentl
20 2 x 15.99491 = 31.98982 N 15,000110
SUMA 88.05246 160 15,99491415
180 17,99920

Monoizotopickda hmotnost = 88.05246
zahrnuje pouze izotopy s nejvétsim vyskytem.
Rozdil hmot = 88.05246 — 88 = 0.05246

Priimérnd hmotnost molekuly zahrnuje vSechny izotopy danych atom dle jejich vyskytu.

©)
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ethylacetat H,C

O Elektronova ionizace

M

0" CHs

Monoizotopicky pik (100%)

monoizotopicka hmotnost

Druhy pik (4.56%)
43.02
(100%0)
monmzotoplcke
piky
44.02 8.03
(2.2%) unt- {r} $9.05 (0.44%
|.
50 60 70 30 90 100

(f‘))

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostiedi

Distribuce molekularniho iontu

412C 4 x 12.0000
8 'H 8 x 1.0078
2160 2 x 15.9949

312C 3% 12.0000
13C  1x13.0033
8'H  8x1.0078
2160  2x 15.9949
(1.1% x 4 = 4.4%)

412C 4% 12.0000
7 H  7x1.0078
1 2H  1x2.0140
2160 2% 15.9949
(0,02 x 8 = 0,16%)

48.0000

8.0624
31.9898
88.0522

36.0000
13.0033

8.0624
31.9898
89.0555

48.0000
7.0546
2.0140

31.9898

89.0584



100.00 1

75.00 7

50.00 1

25.00

Relative Abundance

Elektronova ionizace

izotopicke piky
100.00 ¢
@) CH 8 Glucagon
/ 3 c Formula : C;53H,,4N4505,S
H;C N .8 7500 Nominal Mass: 3480
N c Monoisotopic Mass: 3481.5997
)\ | / 3 \ 4 Most Abundant Mass: 3483.6048
o N N | | < sow Average Mass: 3483.7806
I [
CH;, =
L
O]
- }
Caffeine U
Formula : C8H10N4O2 34780 34800 34820 34840 34860 34880 34900
Nominal Mass: 194
Monoisotopic Mass: 194.0804 Mass
Average Mass: 194.1932
HEN-HiS-Ser-GIn-Gla.r-Thr-F'hj
STyr-Lys-Ser-Tyr-Asp-Ser-Thr
J k /\ -Leu-ﬂsp-Eer—Arg-Arg-Ala-Glj
T T T T T T T -llet-Leu-Trp-Gin-Yal-Phe-Asp
191.0 1920 193.0 194.0 195.0 196.0 197.0

©)
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188 o
ACETON
RER
51
5' | T T T T
5a 75 188
Mazs

Spektra obvykle pouzivanych rozpoustédel

186 I
DMSO
SE
B Tang
| 1 | | 1 1 1
oA Fi=] 18@
Mass

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostiedi
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Vyhody a nevyhody EI

Vyhody EI

= dobfe prozkoumany mechanismus ionizace

= dobra reprodukovatelnost vznikajicich hmotnostnich spekter
= fragmentace poskytuje strukturni informace

= existence knihoven EI spekter pro porovnani (NIST)

= teoreticky lze pouzit pro vSechny tékavé slouceniny

Nevyhody EI

= slozky vzorku musi byt tékavé

= molekulovy ion malo intenzivni nebo miZe ve spektru chybét
= maly hmotnostni rozsah (< 1000 Da)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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