Profilovy vzhled hmotnostniho piku
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Zaznam v rezimu centroid zakryva tento efekt
Relativni intensita ovlivhuje vysledek
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Hmotnostni spektrum

terminologie

* m/z (mass-to-charge ratio)

e zakladni pik spektra
(base peak)
* jon prekurzoru

 produktovy ion

» fragmentovy ion

e aduktovy ion
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- bezrozmérna veliCina ziskana vydélenim hmotnosti iontu

nabojovym Cislem (po¢tem elementarnich naboju, bez ohledu na polaritu)

- pik s nejvétsi intenzitou ve spektru

- ion, ktery podléha fragmentaci za vzniku konkrétnich produktovych iontu,

- nepouzivat termin “redicevsky-ion;

- vznika jako produkt po reakci z jednotlivych iontl prekurzoru
disociaci (fragmentovy ion), reakci iontu prekurzoru s molekulou

nebo zménou poctu nabojl

- nepouzivat termin “deefiny-ion;

- produktovy ion vznikly disociaci iontu prekurzoru

- ion tvoreny interakci iontu s jednim a vice atomy nebo molekulami

— [M+Na]*, [M+K]*, [M+Cl]-, atd.



Hmotnostni spektrum 7
. . El
terminologie —
molekularni ion - ion vznikly odebranim nebo pfidanim jednoho
a vice elektronu _
- za vzniku kladného nebo zaporného iontu e
m/z

protonovanal/deprotonovana molekula - ion vznikly pfijetim/odStépenim protonu
[M+H]* resp. [M-H]
celkovy iontovy proud (TIC) - suma iontovych proudu vSech m/z pfitomnych ve spektru
daného rozsahu (napf. m/z 50—-1000)

chromatogram celkového iontového proudu (TICC) — zavislost celkového iontového proudu v sérii
hmotnostnich spekter na retencnim Case

extrahovany iontovy chromatogram (EIC or XIC) - zavislost proudu vybrané m/z na €ase
(rekonstruujeme z TICC)

zaznam vybraného iontu (SIM) - méreni vybrané m/z v zavislosti na Case hmotnostnim analyzatorem
vybereme pouze jeden ion, ostatni se nezaznamenavaji

hybridni analyzator - hmotnostni spektrometr, ktery kombinuje hmotnostni analyzatory rizného typu
za ucCelem tandemové hmotnostni spektrometrie
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Chromatogramy s MS etekci
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Hmotnostni spektrum
NiZKE ROZLISENI

* hmotnost 1ontu s presnosti jednotky hmotnostni skaly m/z =94

VYSOKE ROZLISENI

 hmotnost 1ontu s presnosti desetitisiciny a7 stotisiciny hmotnostni jednotky
m/z =94, 25687 v zavislosti na typu pouzitého
hmotnostniho spektrometru.

* hmotnost 1ontu s presnosti dostateCnou pro ,jednoznacné“ stanoveni jeho
elementarniho sloZeni.

Glucagon [M+H] * 3481.62298 C,55H5,5N,30,0S

HEN-His-Ser-GIn-Glﬁ_.r-Thr-F'hj Rozli§eni 1 000
“Tyr-Lys-Ser-Tyr-Asp-Ser-Thr Rozliéeni 3 OOO

L eu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gin Rozliseni 10 000 |
-Met—Leu-Trp-GIn-UaI—F‘he-As;:] RozlisSeni 30 000

il Izotopové rozliseni
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Relativni atomové hmotnosti
izotopu prvku

'H
’H

12C
13C

14N
15N

160
180

19F

1,0078252
2,0140100

12,0000000
13,003354

14,003074
15,000110

15,99491415
17,99920

18,998405
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rozdilné hmotové Cislo a atomova hmotnost

Protium

P L
Izotopy

3
—»

Deuterium Tritium

ZSSi
29Si

31P
3ZS
33S
34S

35Cl
37Cl

79Br
81Br

stejné atomove Cislo

27,976927
28.976496

30,973763
31,972074
32,97146
33,96786

34,968855
36.965903

78,918348
80.916290



rozdilné hmotové Cislo a atomova hmotnost

Prirodni zastoupeni izotopu

D
H

D)

Prispévek izotopti k hmotnostnimu spektru 2 , 'zotopy
rel % abundance, ¢etnost, vyskyt o De;:ﬁum %T;:um
stejné atomove Cislo
Prvek M M+1 M+2 Typ
m/z % m/z % m/z % prvku
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




Chyba stanoveni spravné m/z

jaka chyba je vyzadovana?

* Rozdil mezi presnou (méfenou) a spravnou (vypocitanou) hmotou.
* Schopnost mérit nebo kalibrovat odezvu pristroje vii¢i znamé hodnoté

(piesna hmotnost — spravna hmotnost) x 10°

Chyba (mass error) [ppm] =

Sloucenina s hmotnosti 1000 Daltonu:

1000 £1.0 Da + 1000 ppm
1000 £ 0.5 Da + 500 ppm
1000 £ 0.1 Da * 100 ppm
1000 £ 0.01 Da * 10 ppm
1000 £ 0.001 Da + 1 ppm
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spravna hmotnost

Sloucenina s hmotnosti 100 Daltonu:

100 £ 1.0 Da
100 £ 0.5 Da
100 £ 0.1 Da

100 £ 0.01 Da
100 £ 0.001 Da
200 £ 0.001 Da
100 £ 0.0001 Da
200 £ 0.0001 Da

+ 10000 ppm
+ 5000 ppm
* 1000 ppm
* 100 ppm
t 10 ppm
+ S ppm
+ 1 ppm
+ 0,5 ppm



Definitions of terms relating to mass spectrometry

(IUPAC Recommendations 2013)

6. accurate mass
Experimentally determined mass of an ion of known charge.

Note 1: Can be used to determine elemental composition to within limits

defined by both the accuracy and precision of the measurement.

Note 2. Accurate mass and exact mass are not synonymous. Accurate
mass refers to a measured mass, and exact mass refers to a calculated mass.

valug —m-
,:"
& -
9 >
£
2
L]
o>
value —m

precision

accuracy

6. presna hmotnost measurement No. —»

number —m

average
value

real
value

Experimentalné stanovena hmotnost iontu znameho naboje.
Pozn. 1: Lze pouzit k urCeni prvkoveho slozeni v mezich

stanovenych jak presnosti tak preciznosti mereni.

Pozn. 2: Presna hmotnost a spravna hmotnost nejsou synonyma.

Presna hmotnost je urCena merenim na rozdil od hodnoty teoreticky
vypoctené, coz je spravna hmotnost.
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Definitions of terms relating to mass spectrometry
(IUPAC Recommendations 2013)

163. exact mass
Calculated mass of an ion or molecule with specified isotopic composition.

163. Spravna hmotnost
Vypocitana hmotnost iontu nebo molekuly se specifikovanym izotopovym
slozenim.

Presna hmotnost odkazuje na namérené hmotnosti,
Spravna hmotnost odkazuje na vypoctenou hmotnost.

Presnost

Accuracy *ACcurate is Correct (or Close to real value)

Preciznost
Precision

*PRecise is Repeating (or Repeatable)

Pravdivost
Spravnost
Trueness
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Chyba stanoveni spravné m/z

jak presné stanoveni hmotnosti je vyzadovano ?

OCH,
CH;00C” ™~ ~ooC OCHj,
OCHs
OCH,

Reserpine (C;;H,,N,O,)
protonovany ion M. = 609.28066 [M+H]"

Chyba stanoveni spravné (vypocten¢) m/z hmotnostnim spektrometrem:

0.1 = 164,1 ppm 609.38066
+0.01 = 16,4 ppm 609.29066
+0.001 = 1,6 ppm 609.28166 Pocet moznych vzorcu (C, H, O a N):
165 ppm 209
10 ppm 13
S ppm 7
3 ppm 4
2 ppm 2
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Vztah mezi chybou stanoveni m/z a
poCtem moznych sloucenin

Ml‘
1000 _ . , . 5687
= ' !
"= ¢ 1672
§ 100
S . 1347
@ L
xd L ]
> 10 882
o)
=
: : 386
1
, 176

0.1 005 0.01 0.005 0.001 0.0005 0.0001
chyba stanoveni m/z (amu)

amu — atomic mass unit
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RozliSovaci schopnost
hmotnostnich spektrometru

RozliSeni - Resolution

a) 10% valley definition b) FWHM definition

R.P. resolving power

50% intensity

FWHM . r
kvantifikovana schopnost

izolovat jednotlivé piky
hmotnostniho spektra

10% intensity

5% intensity

Analogie
R.P. = m,/(m,-m,) R.P. = m,/(Am/z) chromatografie t,/c

DEFINOVANA
» pro 10% piekryv dvou sousednich piku nebo
* pro izolovany pik pomér hmotnosti iontu tvofici pik k Sifce tohoto piku obvykle
v 5% nebo 10%, 50% jeho vysky

FWHM full width at half maximum
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10% intensity
________________ s 5% intensity

(m,-m,;) 4, > (M,-m,)
R.P. 4> R.P. 3

10% intensity
________________ / 5% intensity

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)




True mass

=] 500.0000

Measured mass = 500.0020
Difference 0.0020
Error 0.002/500 x 10% = 4ppm

100 -‘
e
£
o
2 50
@ 0.1Da
(=

T IY e
499.9 500.0 500.1
miz
Mass = 500

Peak width (at 50%) = 0.1
Resolution (FWHM) 500

= 5000

0.1
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RozliSovaci schopnost
hmotnostnich spektrometru

Vysoké rozliSeni znamena vétsi presnost hmotnosti

|'| ,  Resolution =18100
15 ppm error | || |"| |'|
| |

| SRl e St e i i ) l""'-.-'l I-'".,h_-' |w '..n,,_..a"‘l.__m g 3

|, Resolution = 14200
24 ppm error b

f | b T |||

= P K V5 Ilr"\r'l I'-"vl I'Mﬂua.f'—a_,mﬁaﬂ__-_u-_m

Resolution = 4500
55 ppm error B

LA

H'- - -

2840 2845 2850 2855
Mass (m/z)




Resolution = M/AM

RozliSovaci schopnost
16+ charge state hmOtnOStniCh SpektrOmetI’lol

Protein 8K Daltons

R = 50,000
(FTICR)

R=570/0.5
=1 140

R=570/0.01
=57000

569 570 571 572 570.30 570.32 57034 570.36
570.3 570.326
570.3 +/- 0.05 or 87 ppm §70.326 +/- 0.001 or 1.75 ppm
Poloha lontﬁ Vv hmotnostnim Spektl’u Peak at low resolving power Peak at high resolving power
 nizkorozliSovaci (LRMS) do cca R.P. 5000 kvadrupol, iontova past

* vysokorozliSovaci (HRMS) nad R.P. 15000 orbitrap, TOF, sektor, FTICR

mnozstvi uvolnéné jaderne energie pi1 vzniku jadra daného druhu

FTICR-Fourier transform ion cyclotron resonance
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RozliSovaci schopnost

hmotnostnich spektrometru e Theorecal M Hj-—
ppm = 0.70

cocaine HaCwpy

182 Ti3.4087
O-COCgHs

&0

404

714211
204 303 Mt
198 P t 7154148
04 il | ﬂ l . l : 712 T3 714 15 T8
0 S0 100 150 200 250 300 350 m'z

LRMS - Low Resolution MS HRMS - High Resolution MS
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Bradykinin - peptid

(o} ON—N OH
HoN 9 H i
2Ny, o
N No N/\r New, ~ N H C50I_I 73N 15011
H 3 g N.,, COOH
N x
O H
NH =
HN)\NHZ

. RozliSovaci schopnost
hmotnostnich spektrometru

Hominal Mass: 1,059 Peak Top Bt Nominal Mass: 2,101
Monaiso, Mass: 1 059.561 - L - Monoio, Mase 210201 12
Aenrage Mass: | 060,231 Aectage Mais: 2,102 448
Peak Top: 1 0506 o Pesk Top: 2 102.1
Buadyrinin Bz grinin D
CoHiND;, CiacH M0y
15— Moo
e = T R=5
R= 1000
A R = 3500
g+
I I I | I | | I
1748 fa e ¥, 10 10EE H0d iy 2108 |
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