
Hmotnostn² spektrometrie

Kvalitativn² analĨza -

Interpretace ĂmŊkkĨchñ 

MS a MS/MS spekter



Identifikace molekul

1. Urļen² molekulov® hmotnosti. 

2. Urļen² velikosti n§boje (hlavnŊ v pŚ²padŊ iontovĨch slouļenin, biopolymerŢ).

3. Urļen² element§rn²ho sloģen² a n§boje ïspr§vn§ hmotnost a pŚ²tomnost charakteristickĨch 

izotopickĨch p²kŢ(izotopick§ ob§lka - charakteristick® m/z distribuce a intenzity) ïhlavnŊ pŚi 

vysok®m hmotnostn²m rozliġen² HRMS (ļ²m vŊtġ² RFWHMt²m l®pe).

4. Strukturn² informace ïna z§kladŊ rŢznĨch MS/MS (ļi MSn) experimentŢ (charakteristick® 

ztr§ty pro funkļn² skupiny, substituenty, atd.).

5. Vyuģit² rŢznĨch identifikaļn²ch softwarŢ a datab§z².

6. V pŚ²padŊ kombinace se separaļn²mi metodami ïinformace o retenļn²m ļase (LC, GC, 

SFC, CZE), driftovĨ ļas (v pŚ²padŊ IMS).

īMoģnost vyuģit² rŢznĨch filtrovac²ch pŚ²stupŢ pro zjednoduġen² TICC ïrekonstruovanĨ 

iontovĨ chromatogram, filtrov§n² s ohledem na hmotnostn² defekt, chromatogram 

neutr§ln²ch ztr§t u LC/MS/MS mŊŚen², atd.

7. Kombinace s dalġ²mi technikami ïNMR, rentgenov§ krystalografie, UV, IĻ (pro kompletn² 

urļen² struktury)



1. Urļen² molekulov® 

hmotnosti



1. Urļen² molekulov® hmotnosti 

Å na z§kladŊ [M+H]+, [M-H]-, M+.iontŢ nebo aduktŢs molekulou [M+Na]+, [M+K]+, [M+NH4]
+, 

[M+CH3COO]-, [M+HCOO]- [M+Cl]-, nŊkdy i dimern² ionty typu [2M+H]+, [2M+Na]+.

ī typ a relativn²intenzita aduktovĨchiontŢvelmi vĨraznŊz§vis²na sloģen²mobiln²f§zea

obsahu sol²v eluentu ļivzorku (aduktov®ionty se obvykle nevyskytuj²u fragmentŢ- jejich

vĨznampro potvrzen²spr§vnostiurļen²MR je z§sadn²)

īz§visl® na pouģit® ionizaļn² technice - nŊkdy je vhodn® kombinovat v²ce technik (ESI, 

APCI, APPI), kombinace oboru m·dŢ polarity

īpokud zcela chyb² molekul§rn² ion pouģ²t ġetrnŊjġ² ionizaci (ESI, MALDI) a, snaha o 

tvorbu molekul§rn²ch aduktŢna z§kladŊ pŚ²davku vhodn®ho iontu (NH4
+, Na+, K+, Ag+, Li+, 

CH3COO-, Cl-, atd.), zmŊna napŊt² na sprejovac²jehle, vstupn² elektrodŊ, iontov® optice, 

zmŊna prŢtokŢ suġ²c²ch a zmlģuj²c²chplynŢ, zmŊna teploty iontov®ho zdroje

Dm/z = 22
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[M+NH4]
+

Dm/z = 16

Dm/z = 38

Dm/z = 17



Dm/z = 22

1. Urļen² molekulov® hmotnosti (API-MS)
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1. Urļen² M - NejbŊģnŊjġ² typy molekul§rn²ch aduktŢ

+

-

M. Holļapek, R. Jir§sko, M. L²sa, J Chromatogr A 1217 (2010) 3908.



1. Urļen² velikosti n§boje



2. Urļen² velikosti n§boje

kalkulace molekulov® hmotnosti, kdyģ zn§me n§boj

1 1

0.5 0.5

0.33 0.33

181

182

183

91

91.5

92

61

61.3

61.6

[M+H]+

ȹm/z = 1/1

[M+2H]2+

ȹm/z = 1/2

[M+3H]3+

ȹm/z = 1/3

Charakteristick® rozd²ly Dm/z mezi jednotlivĨmi izotopy

a potŚebn® RFWHMpro rozliġen² izotopick® ob§lky

urļen² n§boje

MR = 180

N§boj Ñ 1 2 3 5 10 20

Dm/z 

(M ź M+1)
1 0,5 0,33 0,2 0,1 0,05

RFWHM

(m/z 1500)
3 000 6 000 10 000 17 000 35 000 70 000

napŚ.: m/z 1696 (rozd²l mezi izotopy je 0,1 Ÿ  n§boj je 10)

molekula je 10x protonovan§ [M+10H]10+

m/z = (MR+10)/10Ÿ M=1696*10 - 10 = 16 950



2. urļen² velikosti n§boje a MRproteinŢ

NapŚ.: m/z 1696 (rozd²l mezi izotopy je 0,1 Ÿ  n§boj je 10)

molekula je 10x protonovan§ [M+10H]10+

m/z = (MR+10)/10Ÿ M=1696*10 - 10 = 16 950

V pŚ²padŊ 

RFWHM > 35 000



Sousedn² ionty se liġ² v n§boji o jednotku,

mŢģeme tedy vyj§dŚit jako z a z+1

(n§boj ale nezn§me ïmus² se dopoļ²tat).

2. urļen² velikosti n§boje a MRproteinŢ

PŚ²klad vĨpoļtu MW a poļtu n§bojŢ(Śeġen² 2 rovnic o 2 nezn§mĨch)

Experiment§lnŊ urļeno m/z dvou kladnŊ nabitĨch iontŢ A (1049.8) a B (991.5)

[MR+z]z+ = m/zA =1049.8 = (MR + z) / z

[MR+z+1](z+1)+ = m/zB = 991.5 = (MR + z + 1) / (z + 1)

- Śeġen²m vyjde z = 16.99 = 17 (n§boj mus² bĨt celoļ²seln§ hodnota)

- nyn² pŚiŚad²me n§boje vġech iontŢm ve spektru (lze ovŊŚit vĨpoļtem)

- vĨpoļet MRze vġech identifikovanĨch iontŢ, napŚ.:

A: MR = 1049.8 * 17 ï17 = 17829.6

B: MR =  991.5 * 18 ï18 = 17829.0, atd. 

- pak zprŢmŊrov§n²a vĨpoļet MR (tzv. dekonvoluce), vġe automaticky softwarovŊ

V kaģd®m iontu charakteristick§ izotopick§ 

ob§lka (mus²me m²t ale vysok® R )



3. Urļen² element§rn²ho 

sloģen²



3. Urļen² element§rn²ho sloģen²

Å z kolika a z jakĨch atomŢ je molekula sloģena

ī porovn§n² experiment§ln² a teoretick® izotopick® distribuce Ÿ charakteristick® zastoupen² 

M a M+2 izotopŢ - Cl (3:1), Br (1:1), polyizotopick§ob§lka nŊkterĨch atomŢ ïGe, Sn, Hg, 

Pd, Pt (organokovov® slouļeniny) atd.

īvyuģit² analyz§toru s vysokou spr§vnost² urļen² hmoty - ļ²m menġ² chyba, t²m je menġ² 

poļet moģnĨch kombinac² atomŢ pro danou m/z, n§vrhy pomoc² softwaru, kter® jsou 

bŊģnŊ dostupn® (ļasto souļ§st² komerļn²ch softwarŢ)

īvĨhodou je - analyz§tor s vysokou RP - lze urļit n§boj iontu podle diference mezi 

izotopickĨmi p²ky 1/z, tzn. 1/2 pro dvakr§t nabitĨ ion, 1/3 tŚikr§t nabitĨ (FT-ICR, orbitrap, 

QqTOF)

paracetamol

C8H9NO2

atorvastatin

C33H35FN2O5

cisplatina

Cl2PtN2H6



3. Urļen² element§rn²ho sloģen²

Defekty atomovĨch hmotnost²Izotopick® zastoupen²

Prvek
Nomin§ln² atomov§ 

hmotnost [Da]

Hmotnostn² 

schodek 

[mDa]

PŚ²rodn² zastoupen² izotopŢTyp 

prvku
M [%] M+1 [%] M+2 [%]

H 1 7.8 100 0.015 "M"

C 12 0 100 1.1 "M+1"

N 14 3.1 100 0.37 "M+1"

O 16 -5.1 100 0.04 0.2 "M+2"

F 19 -1.6 100 "M"

Si 28 -23.1 100 5.1 3.4 "M+2"

P 31 -26.2 100 "M"

S 32 -27.9 100 0.79 4.4 "M+2"

Cl 35 -31.1 100 32 "M+2"

Br 79 -81.7 100 97.3 "M+2"

I 127 -95.5 100 "M"



3. Urļen² element§rn²ho sloģen² - izotopy
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3. Urļen² element§rn²ho sloģen² - izotopy

Kdyģ v element§rn²m sloģen² nen² prvek, kterĨ obsahuje M+1 izotop(napŚ. NaCl), tak se 

tak se v izotopick® distribuci nikdy neobjev² izotopy lich®ho typu M+1 M+3, M+5 apod.
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3. Urļen² element§rn²ho sloģen² - izotopy



3. Urļen² element§rn²ho sloģen² - izotopy

R. Jir§sko & M. Holļapek, Mass Spectrom Rev 30 (2011) 1013-1036.



3. Urļen² element§rn²ho sloģen² - izotopy

R. Jir§sko a kol., J Mass Spectrom 42 (2007) 918-928.

1*Sn 2*Sn

3*Sn 4*Sn



3. Urļen² element§rn²ho sloģen²
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T. L. Quenzer a kol., Automated accurate mass analysis using FTICR mass spectrometry. Proceedings 

of the 50th Annual Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics, , Orlando FL, (2002)

Poļet moģnĨch element§rn²ch sloģen² vzrŢst§ s m/za chybou urļen² Ÿ

je potŚeba definovat dalġ² pravidla (omezen²) pro sn²ģen² poļtu n§vrhŢ.



Åhled§n²jen oļek§vanĨch(logickĨch) prvkŢïC, H, O, N, S, P (u molekul§rn²ch 

aduktŢ+ Na, K), pokud oļek§v§me, tak pŚ²padnŊ i halogeny

ÅvŊtġinoupouze sudĨ poļet elektronŢ (radik§ly vyhled§v§ny nejsou), N pravidlo.

Åcharakteristick§ isotopick§ distribuce- polyizotopick®prvky - C, H, K, S, Cl, atd.

ÅH/C pomŊr ïvĨbŊr logickĨch kombinac² (vŊtġinou 0.5 < H/C < 2), ale jsou i

extr®mn²pomŊry,napŚ. CH6N2 (methylhydrazin) nebo C8HN5 (tetracyanopyrrol)

ÅpomŊr N, O, P, S versus C

ÅR + DB (poļet m²st nenasycenosti) = x - İ y+ İ z + 1 (xje poļet ļtyŚvaznĨch 

atomŢ napŚ. C, Si; yje poļet jednovaznĨch atomŢ, napŚ. H, halogeny; 

zje poļet trojvaznĨchatomŢ, napŚ. N, P)  

3. Pravidla pŚi urļov§n² element§rn²ho sloģen²

Mnoģstv² n§vrhŢ element§rn² sloģen² roste s ŷm/za ŹR ïnutn§ omezen²



Element ratios
Common range 

(covering 99.7%)

Extended range 

(covering 99.99%)

Extreme range 

(beyond 99.99%)

H/C 0.2ï3.1 0.1ï6 < 0.1 and 6ï9

F/C 0ï1.5 0ï6 > 1.5

Cl/C 0ï0.8 0ï2 > 0.8

Br/C 0ï0.8 0ï2 > 0.8

N/C 0ï1.3 0ï4 > 1.3

O/C 0ï1.2 0ï3 > 1.2

P/C 0ï0.3 0ï2 > 0.3

S/C 0ï0.8 0ï3 > 0.8

Si/C 0ï0.5 0ï1 > 0.5

3. Pravidla pŚi urļov§n² element§rn²ho sloģen²

PomŊr H/C pro 42 tis²c rŢznĨch 

molekul (obsahuj²c²ch uveden® 

prvky) z Wiley MS knihovny

T. Kind & O. Fiehn, BMC Bioinformatics 8 (2007) 105.



Å Pro ionty EE+

Å lich§ hodnota m/z (napŚ. H2O+H) znamen§ sudĨ poļet dus²kŢ, sud§ hodnota 

m/z (napŚ. NH3+H) lichĨ poļet dus²kŢ

ī plat²pro bŊģn®organick® prvky(C, H, N, O, F, Si, P, S, Cl, Br, I)

ī proļtoto pravidlo? dus²kje jedinĨz bŊģnĨchorganickĨchprvkŢ, kterĨm§sud®

atomov®ļ²sloa lichou vaznost, vġechnyostatn²maj²oboj²buŅlich®nebo sued

ī i v mŊkkĨch ionizaļn²ch technik§ch mŢģeme nŊkdy pozorovat lichĨ poļet 

elektronŢ ïtzn. M+. (u technik APCI, DART ïbŊģn®)

Poļet dus²kŢm/z lich§m/z sud§

0, 2, 4, ... (sudĨ) EE+ OE+.

1, 3, 5, ... (lichĨ)OE+. EE+

Dus²kov® pravidlo



Uk§zka aplikace softwaru pro identifikaci 

element§rn²ho sloģen² iontŢ
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542.1677

616.1001

690.0322

395.0756

258.7621
332.6951

160.8429

578.1442

Vysok§  spr§vnost urļen² m/z a 

charakteristick§ izotopick§ distribuce

O O

O

O

OH

OH

C

OH

O

CH2 OH

O

OH

NH2

Doxorubicin

C27H29NO11

M=543

578.1442

579.1482

580.1424

581.1459

542.1677

543.1698

544.1715

690.0322

691.0368

692.0317

693.0376

694.0268

695.0381

616.1001

617.1042
618.0984

619.1000

620.1007

Dm/zexp = 35.9765

Dm/zteor = 35.9767

error = -0.2 mDa
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4. MS/MS pro z²sk§n² 

strukturn²ch informac²



4. MS/MS pro z²sk§n² strukturn²ch informac²

Å strukturn² ļ§sti molekuly urļ²mena z§kladŊ fragmentovĨch iontŢ

ī funkļn² skupiny - vŊtġinou poskytuj² charakteristick® ztr§ty (napŚ. -OH: ȹm/z=18, 

-COOH: ȹm/z=44)

ī vŊtġ² celky molekuly - napŚ. postrann² ŚetŊzce, neutr§ln² ztr§ty mastnĨch kyselin 

z esterŢ (cholesterolestery), konjugaļn² substituenty u metabolitŢ II f§ze 

(glukoronidace ïztr§ta 176 C6H8O6ļi 194 C6H8O6, sulfatace ïztr§ta 80 SO3ļi 

98 H2SO4) 

ī analyz§tory, kde je moģn® dŊlat MS/MS nebo jeġtŊ l®pe MSn

Å kompletn² struktura molekuly

ī ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ nelze pomoc² MS rozliġit izomery (polohov®, optick®, atd.)

ī u polohovĨch izomerŢ nŊkdy rozd²ln® intenzity fragmentovĨch iontŢ, vyuģit² 

vysokoenergetickĨch koliz² (urļen² poloh dvojnĨch vazeb, vŊtven²) nebo 

speci§ln²ch aduktŢ, kter® poskytuj² charakteristick® fragmentov® ionty (Li+)

ī nutn§ kombinace s dalġ²mi spektr§ln²mi technikami, kter® dok§ģou rozliġit 

izomerie, uspoŚ§d§n² v prostoru, atd. - NMR, rentgenov§ krystalografie, UV, IĻ

ī kombinace se separaļn²mi technikami (tR, retenļn² chov§n²) - separace izomerŢ



Vliv vybranĨch funkļn²ch skupin na ionizaci

Å pro uhlovod²kybez funkļn²chskupin nejvhodnŊjġ²APCI / APPI v kladn®m

m·du(spektra velmi podobn§EI s vĨjimkou[M+H]+ m²stoM+.), v ESI jen pomoc²

tvorby aduktŢ(Li, Ag, Na, apod.)

Åanionick®funkļn²skupiny (sulf§t,fosf§t,sulfo, karboxy) - vĨborn§ionizaļn²

¼ļinnosta t²mi citlivost v z§porn®mm·du(obecnŊvhodnŊjġ²ESI neģAPCI),

sign§lv kladn®mm·duhorġ²nebo ģ§dnĨ,ļ§steļnŊmŢģevylepġitjin§

protonovateln§skupina (napŚ. NH2)

Å Funkļn²skupiny obsahuj²c²dus²k(nitr§ty,nitro, N-oxidy) - pomŊrnŊļastĨvĨskyt

radik§lovĨchiontŢ,coģkomplikuje vyuģit²dus²kov®hopravidla

Å pro polysulfatovan®l§tkyrozs§hl§fragmentace, n²zk§intenzita nebo absence

[M-H]- iontu (opakovan®ztr§tyH2SO4 a/nebo SO3), n§sobnŊnabit®ionty,

intenzivn²adukty se sodnĨmiontem (popŚ. K+, NH4
+), typicky zasolen®vzorky

Åkationick®funkļn²skupiny(napŚ. kvart®rn²aminy) ïvynikaj²c²sign§lv kladn®m

ESI m·du,pozor na siln®pamŊŠov®efekty (l®pese tŊmtol§tk§mzcela vyhnout),

sign§lv z§porn®mm·duobvykle neposkytuje
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Åminimum nebo absence fragmentovĨchiontŢv MS1 (urļen²MR),

fragmentace pomoc²MS/MS nebo MSn (odvozen²struktury), zaleģ²i na

pouģitĨchnapŊt²chv hmotnostn²mspektrometru ġtŊpen²menġ²hopoļtu

labiln²chvazeb ve srovn§n²s EI

Åve velk®vŊtġinŊionty se sudĨmpoļteme-

Åorientaļn²pravidlo - ļ²mpol§rnŊjġ²je funkļn²skupina, t²mvŊtġ²vliv na

ionizaļn²a fragmentaļn²chov§n²lze oļek§vat

Åm²sto(de)protonaceļastoiniciuje mechanismus ļasn®ztr§ty

Åvliv funkļn²chskupin na fragmentaci lze orientaļnŊseŚadit:

nitr§t> fosf§t~ sulf§t>> sulfonov§kyselina > karboxylov§kyselina >

hydroxy skupina > nitro skupina > halogeny > ostatn²funkļn²skupiny

Åpolyfunkļn²slouļeniny- konkurenļn²mechanismy fragmentace. Spojen²
HPLC/MS se obecnŊpouģ²v§pro sloģitŊjġ²molekuly (vyġġ²MR, v²ce
pol§rn²chfunkļn²chskupin) ve srovn§n²s GC/EI-MS = sloģitŊjġ²spektra i
jejich interpretace

4. MS/MS - vliv funkļn²ch skupin na fragmentaci


