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Struéna historie

» 1912 Prvni hmotnostni spektrometr, J.J. Thompson. Prvn{
namérend spektra O, N, CO, a COCl,.

» 1934 MS vyuzita v organické chemii. R. Conrad
» 1940 Elektronova ionizace. C. Berry

» 1948 Publikovan navrh nového analyzatoru typu TOF (Time
Of Flight). A.E. Cameron, D.F. Eggers

» 1956 Prvni spojeni GC/MS. F.W. McLafferty, R.S. Gohlke

» 1974 Prvni spojeni HPLC/MS. P.J. Arpino, M.A. Baldwin,
F.W. McLafferty

» 1988 Prvni pouziti ionizace elektrosprejem. J. Fenn
» 1999 Novy typ analyzatoru - Orbitrap. A.A. Makarov

2/19



Uvod do hmotnostni spektrometrie
Zakladni pojmy

» Fragmentace - disociace nestabilnich iontl vzniklych béhem
ionizace analytu.

» Hmotnostni spektrum - zavislost mnoZzstvi iontd na m/z.
» m/z - podil hmotnosti iontu a jeho néboje.

» Molekulovy pik - pik s hmotnostni odpovidajici hmotnosti
molekuly.

» Zaikladni pik - pik s nejvyssi intenzitou ve spektru.
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Uvod do hmotnostni spektrometrie

Princip

» Separacni metoda.

» Principem hmotnostni spektrometrie je ionizace vzorku a
analyza vzniklych iontli na zakladé jejich chovani v

» Hmotnostni spektrum nejéastéji zobrazuje zavislost intenzity
signdlu na poméru hmoty iontu a jeho naboje (m/z).
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Hmotnostni spektrometr

lontovy zdroj

» Jontovy zdroj je odpovédny za ionizaci vzorku, kterd je
nezbyta, aby mohla probéhnout jeho analyza. Podle mnoZstvi
dodané energie rozlisSujeme mékké a tvrdé iontové zdroje.

» Elektronova ionizace (El) - iontovy zdroj s tvrdou ionizaci.
lonizace probiha v plynné fazi, bézné se vyskytuje u sestav
GC/MS. Principem je predavani energie leticich elektroni
analytu. Produktem je nejCastéji kladné nabity radikal
molekuly. Casto dochazi k rozsahlé fragmentaci molekuly a ve
spektru chybi molekulovy pik.

» Chemicka ionizace (Cl) - mék¢i ionizace nez El. Nejprve
ionizujeme reakéni plyn (napt. CHy4) a ten nasledné ionizuje
molekuly analytu.
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Hmotnostni spektrometr

lontovy zdroj

» Elektrosprej (ESI) - vyuziva se hlavné pro analyzu biologickych
vzorkd. lonizace probiha piisobenim silného elektrického pole
(napéti 2-5 kV) na elektrodu. lonizace probiha za
atmosférického tlaku.

Rozpoustédlo obsahuijici analyt J
Hmotnostni

oo MY 10 spektrometr

+ o+
~—=- ,‘ . »
+ +

LEvan MAson, Electrospray lonization Spectroscopy.svg
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https://commons.wikimedia.org/wiki/File%3AElectrospray_Ionization_Spectroscopy.svg

Hmotnostni spektrometr

lontovy zdroj

» MALDI - Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization

> Meékka ionizacni technika. VyuZiva se pfi analyze biomolekul a
velkych organickych molekul, které snadno fragmentuji.

» Vzorek se nejprve smichd s vhodnou matrici, napf. kyselinou
2,5-dihydroxybenzoovou nebo
3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficovou a nanese se na kovové
platicko.

» Smés vzorku v matrici je ozafena pulsem laseru, ¢imz dojde k
ablaci a desorpci materialu.

» lonizace vzorku probiha protonaci matrici.

0 OH 0

HO
DCH,

8/19



Hmotnostni spektrometr

Analyzator

» Analyzator je soucist MS spektrometru, kde dochazi k
separaci iontli podle poméru m/z.

Vv

» Kvadrupdl - nejbéznéjsi a nejlevnéjsi typ analyzatoru.

» Kombinace Ctyr tyci, na které je privedeno stejnosmérné i
st¥idavé napéti. Upravou velikosti stejnosmé&rného napéti a
amplitudy stfidavého Ize zvolit ionty s uréitym pomérem m/z a
umoznit jim doputovat k detektoru, zatimco ostatni ionty jsou
vychyleny mimo detektor.

» Analyzator miZze pracovat bud jako skenovaci, kdy postupné
zvySujeme hodnotu m/z nebo v rezimu SIM (Single lon
Monitoring).

1Fulvio314, Mass spectrometer quadrupole.JPG
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https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Mass_spectrometer_quadrupole.JPG

Hmotnostni spektrometr

Analyzator

» Priiletovy analyzator - ionty jsou
pulzné vpoustény do evakuované
trubice.

» Separace je zalozena na vztahu mezi
dobou letu a hodnotou poméru m/z.
lonty s men$im pomérem m/z prolet{

trubici za kratsi dobu.
» m _ 2ve?

- 2

| \Z/ - poéencia’/, t - doba letu iontu, | -
délka trubice

» RozliSeni analyzatoru lze zvysit
pouzitim iontového zrcadla
(Reflektronu) nebo tzv. opozdénou
extrakci, kdy dochazi diky
vzajemnym srazkam iontl ke snizenf{
rozdili v kinetické energii iontd.
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https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Time_Of_Flight_(TOF)_Mass_Analyser.gif

» Orbitrap - elektrostaticka orbitalni past.
» Nejnovéjsi typ hmotnostniho analyzatoru.
» Sklada se z vnéjsi a vietenové elektrody, na které je pfivedeno
elektrické napéti.
» lonty se pohybuji okolo a podél stfedové elektrody.

» Frekvence v ose z je nepfimo imérna odmocniné z m/z.

> o, = [ (2]

C-trap
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analyzer
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https://commons.wikimedia.org/wiki/File:OrbitrapMA%26Injector.png

Hmotnostni spektrometr
Detektor

» Detektory délime na dvé skupiny: i) ty, které zaznamenavaji
vSechny ionty, bez ohledu na jejich m/z a ii) ty, které
zaznamendvaji ionty s ohledem na jejich m/z.

» Elektronovy nasobic - letici iont vyrazi elektron z dynody
nasobice, vyrazeny elektron putuje na dalsi dynody a vyrazi
dalsi elektrony. Detekce probihd méfenim vzniklého proudu.

"How Electron Multipliers work

zEgmason, Electron multiplier.svg
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http://www.sge.com/products/electron-multipliers/how-electron-multipliers-work
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Interpretace MS spekter

Acetone
MASS SPECTRUM
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Interpretace MS spekter

1. Nalézt molekulovy pik. Hleddme pik s nejvyssim pomérem
m/z ve spektru.
2. Pokusit se o vytvoreni molekulového vzorce. UZitecnou
pomiickou jsou piky izotopolog.
» [zotopology jsou izomery se stejnou strukturou, ale liSici se
izotopickym sloZenim, napf. CHCl3 a CDCls.
» Ptirodni uhlik se sklada z izotopii *>C a 13C. Uhliku 13C je 1,1
%, tzn. Ze nap¥. pro molekulu s péti uhliky bude intenzita piku
M+1 rovna 6,6 %.
» Interpretaci usnadnuje pfitomnost pikd M+2, pochazejicich
naptr. z O, Si, S, Cl, Br nebo I.
3. Pokud mame k dispozici databazi MS spekter, Ize interpretaci
zjednodusit a pouzit vyhledavaci algoritmus.
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Interpretace MS spekter

Izotopové zastoupeni béznych prvki

Prvek M M1 M2
m/z % |m/z % |m/z %

H 1 [1000] 2 0,015

C | 12 [1000] 13 [11

N | 14 [1000| 15 [037

O | 16 [100,0[ 17 0,04 | 18 | 0,02
F | 19 [100,0

Si | 28 [1000]| 29 [51 30 | 34
P [ 31 | 1000

S | 32 [1000]| 33 [079 | 34 | 44
Cl | 35 [ 1000 34 32,0
Br | 79 [100,0 81 | 973
| | 127 [ 100,0
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Vyuziti MS spektroskopie

vvyyvyy

v

Farmacie
Potravinarstvi
Zemédélstvi
Toxikologie

» Analyza léki
» Analyza metabolitii

Restaurovani uméleckych predméti
» |dentifikace polymert

> Identifikace prirodnich latek - pryskyfic, lipidd, proteind, apod.

» Datovani predmétii pomoci 4C
Zjistovani izotopického slozeni - napf. pro datovani predméti
Vesmirny vyzkum

Preparativni MS - moznost syntézy latek s vyuzitim MS
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M.S.J. SIMMONDS a M. NESBITT. HPLC-DAD-MS analysis of colorant and resinous components of lac-dye: A
comparison between Kerria and Paratachardina genera. Dyes and Pigments [online]. 2015, 118,
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LA NASA, Jacopo, Marco ZANABONI, Daniele ULDANCK, et al. Novel application of liquid
chromatography/mass spectrometry for the characterization of drying oils in art: Elucidation on the composition of
original paint materials used by Edvard Munch (1863-1944). Analytica Chimica Acta [o%ne]. 2015, 896,.177-189
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