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Princip

P Separaéni metoda.

P Principem hmotnostni spektrometrie je ionizace vzorku a analyza
vzniklych iontd na zakladé jejich chovani v magnetickém poli.

P Hmotnostni spektrum nejéast&ji zobrazuje zavislost intenzity signalu
na poméru hmoty iontu a jeho naboje (m/z).
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Struéna historie

» 1912 Prvni hmotnostni spektrometr, J.J. Thompson. Prvni namé&re-
na spektra O,, N,, CO, a COCl,.

P 1934 MS vyuZita v organické chemii. R. Conrad
P 1940 Elektronova ionizace. C. Berry

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

P 1953 Prvni kvadrupolarni analyzator, W. Paul a H. Steinwedel
P 1956 Prvni spojeni GC/MS. F.W. McLafferty, R.S. Gohlke
P 1966 Objev chemické ionizace. F. H. Field a M. S. B. Munson

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

P 1988 Prvni pouZiti ionizace elektrosprejem. J. Fenn
» 1999 Novy typ analyzatoru - Orbitrap. A.A. Makarov
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Uvod do hmotnostni spektrometrie
Zakladni pojmy

P Fragmentace - disociace nestabilnich iontil vzniklych b&hem ionizace
analytu.

P Hmotnostni spektrum - zavislost mnoZzstvi iontd na m/z.
P m/z - podil hmotnosti iontu a jeho niboje.
» Molekulovy pik - pik s hmotnostni odpovidajici hmotnosti molekuly

(M).
» M+1
» M+2

P Zakladni pik - pik s nejvy%3i intenzitou ve spektru.
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Hmotnostni spektrometr

lontovy zdroj

>

>

lontovy zdroj je odpovédny za ionizaci vzorku, kterad je nezbyta, aby
mohla probéhnout jeho analyza. Podle mnoZstvi dodané energie roz-
lisujeme mékké a tvrdé iontové zdroje.

Elektronova ionizace (El) - iontovy zdroj s tvrdou ionizaci. lonizace
probihad v plynné fazi, bézné se vyskytuje u sestav GC/MS. Princi-

pem je predavani energie leticich elektron(i analytu. Produktem je

nejéastéji kladn& nabity radikal molekuly. Casto dochézi k rozsahlé
fragmentaci molekuly a ve spektru chybi molekulovy pik.

Chemickd ionizace (Cl) - mékéi ionizace nez El. Nejprve ionizujeme
reakéni plyn (napf. CH,) a ten nasledné ionizuje molekuly analytu.

6/22



Hmotnostni spektrometr

lontovy zdroj

W Elektrosprej (ESI) - vyuziva se hlavné pro analyzu biologickych vzor-
kd. lonizace probiha piisobenim silného elektrického pole (napéti 2-5
kV) na elektrodu. lonizace probih4 za atmosférického tlaku.!

Rozpoustédlo obsahujici analyt

=8 Hmotnostni
spektrometr

+ +
—_~—-- _,. ® —
+ +

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

P Mékka ionizadni technika. Vyuziva se pfi analyze biomolekul a vel-
kych organickych molekul, které snadno fragmentuji.

P Vzorek se nejprve smicha s vhodnou matrici, napt. kyselinou 2,5-di-
hydroxybenzoovou nebo 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficovou a nane-
se se na kovové platicko.

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

P lonizace vzorku probiha protonaci matrice.
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Hmotnostni spektrometr

Analyzator

P Analyzitor je sou¢ast MS spektrometru, kde dochazi k separaci ion-
tl podle poméru m/z.
P Kvadrupdl - nejb&znéjéi a nejlevn&jéi typ analyzatoru.

P Kombinace ¢ty¥ tydi, na které je privedeno stejnosmérné i st¥idavé
napéti. Upravou velikosti stejnosmérného napéti a amplitudy st¥ida-
vého lze zvolit ionty s uréitym pomérem m/z a umoznit jim doputo-
vat k detektoru, zatimco ostatni ionty jsou vychyleny mimo detek-

tor.2

P Analyzator miize pracovat bud jako skenovaci, kdy postupné zvysuje-
me hodnotu m/z nebo v rezimu SIM (Single lon Monitoring).

.
e

2Fulvio314, Mass spectrometer quadrupole.JPG
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https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Mass_spectrometer_quadrupole.JPG

Hmotnostni spektrometr

Analyzator
Urychlovaé iontt
- . < . . v ,IModuIétor
» Priiletovy analyzator - ionty jsou pulzn& lontovy Detektor
vy . . 3 svazek MCP
vpoustény do evakuované trubice. — =T
P Separace je zaloZena na vztahu mezi E| 5 E

dobou letu a hodnotou poméru m/z.
lonty s menS$im pomérem m/z proleti
trubici za kratsi dobu.

m _ 2Vi?

z 12

V - potencial, t - doba letu iontu, | -
délka trubice

Rozliseni analyzatoru Ize zvysit pouzitim
iontového zrcadla (Reflektronu) nebo
tzv. opozdénou extrakci, kdy dochazi
diky vzajemnym srazkam iontd ke snizeni
rozdili v kinetické energii iontd.
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3Mkotl, Time Of Flight (TOF) Mass Analyser.gif
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https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Time_Of_Flight_(TOF)_Mass_Analyser.gif

Hmotnostni spektrometr

Analyzator

Detektor

Urychlovaci L
Letova zona Zrcadlo

zOna

Schéma TOF analyzatoru s iontovym zrcadlem.*

4Zdroj: Elisemarion/Commons
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https://commons.wikimedia.org/wiki/File:TOF-Reflektor.svg

Hmotnostni spektrometr
Analyzator

ESI-TOF MS spektrometr. TOF analyzétor je umistén v kolmém sméru.®
5Zdroj: Kkmurray/Commons
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https://commons.wikimedia.org/wiki/File:ESI_TOF.jpg

P Orbitrap - elektrostaticka orbitalni past.®

P Nejnovéjéi typ hmotnostniho analyzatoru.

P Sklada se z vnéjsi a vietenové elektrody, na které je privedeno elek-
trické napéti.

P lonty se pohybuji okolo a podél stfedové elektrody.

P Frekvence v ose z je nepiimo imérna odmocniné z m/z.

> w, =[5 1]

C-trap

Orbilrap\

analyzer

Voltageramp

Amplifier

5Thermo Fisher Scientific (Bremen), OrbitrapMA&Injector.png= =
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https://commons.wikimedia.org/wiki/File:OrbitrapMA%26Injector.png

Hmotnostni spektrometr
Detektor

P Detektory délime na dvé skupiny:

P zaznamenévaji viechny ionty, bez ohledu na jejich hodnotu m/z
P zaznamenévaji ionty s ohledem na jejich hodnotu m/z

Elektronovy nésobic.”
7Zdroj: Kkmurray/Commons
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https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cont_dynode_detector.jpg

Hmotnostni spektrometr

Detektor

P> Elektronovy ndsobic - letici iont vyrazi elektron z dynody nésobice,
vyrazeny elektron putuje na dalsi dynody a vyrazi dalsi elektrony.
Detekce probihd métenim vzniklého proudu.®

Princip funkce elektronového nasobice.?

8How Electron Multipliers work

9Zdroj: Egmason/Commons
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http://www.sge.com/products/electron-multipliers/how-electron-multipliers-work
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Electron_multiplier.svg

Interpretace MS spekter

Acetone
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Interpretace MS spekter

1. Nalézt molekulovy pik. Hleddme pik s nejvy$sim pomérem m/z ve
spektru.
2. Pokusit se o vytvoreni molekulového vzorce. UZiteCnou pomickou
jsou piky izotopologd.
P Izotopology jsou izomery se stejnou strukturou, ale lidici se izotopic-
kym slozenim, napf. CHCl; a CDCl;.
P Ptirodni uhlik se sklada z izotopti '2C a *C. Uhliku *C je 1,1 %,
tzn. ze napf. pro molekulu s péti uhliky bude intenzita piku M+1

rovna 6,6 %.
P Interpretaci usnadiiuje p¥itomnost pikii M+2, pochézejicich napt.

z O, Si, S, Cl, Br nebo I.
3. Pokud mame k dispozici databazi MS spekter, Ize interpretaci zjed-
nodusit a pouzit vyhledavaci algoritmus.
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Interpretace MS spekter

|zotopové zastoupeni béznych prvki

Prvek M-+1 M+2
m/z % m/z % m/z %

H 1 100,0 2 0,015

C 12 100,0 | 13 1,1

N 14 | 100,0 | 15 | 0,37

0 16 | 100,0 | 17 | 0,04 18 ‘ 0,02
F 19 | 100,0

Si | 28 [ 1000 | 20 [51 | 30 | 34
P 31 | 100,0

S [ 32 | 1000 33 [079 | 34 | 44
Cl 35 | 100,0 34 | 32,0
Br 79 | 100,0 81 | 97,3
| 127 | 100,0
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Vyuziti MS spektroskopie

v vvyVvyy

\ A A 4

Farmacie
Potravinarstvi
Zemédélstvi
Toxikologie

P Analyza léki
P Analyza metabolit

Restaurovani uméleckych predméti

P Identifikace polymert
P Identifikace prirodnich latek - pryskyfic, lipidii, proteini, apod.
P Datovani predméti pomoci C

Zjistovani izotopického sloZeni - napt. pro datovani predméti
Vesmirny vyzkum

Preparativni MS - moZnost syntézy latek s vyuzitim MS
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Kombinace HPLC/MS.10
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0SANTOS, Raquel, Jessica HALLETT, M. Conceicio OLIVEIRA, Micaela M.
SOUSA, Jorge SARRAGUCA, M.S.J. SIMMONDS a M. NESBITT. HPLC-DAD-
-MS analysis of colorant and resinous components of lac-dye:; A comparison between= o
Kerria and Paratachardina genera. Dyes and Pigments [online]. 2015, 118, 129-136 20/22




Kombinace LC/MS.1!

roisic acs0
owitc acia

Sampling point

Rl Atuncanca ()

subaris acid
82

3 pReET

1A NASA, Jacopo, Marco ZANABONI, Daniele ULDANCK, et al. Novel appli-
cation of liquid chromatography/mass spectrometry for the characterization of drying
oils in art. Analytica Chimica Acta [online]. 2015, 896, 177-189 [c% 2019-11-22].  _
DOI: 10.1016/j.aca.2015.09.023. -
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