Hmotnostni spektrometrie
(v organickeé analyze)

Robert Jirasko

» kazdé utery 16 - 18 hod v uCebné S23

* pdf verze prednasek jsou ke stazeni:
https://holcapek.upce.cz/vyuka-ms-org-anal.php

 zkouska:

pisemny test (ca 60-90 min) — sklada se z teoretické Casti a interpretace spekter
mekkych ionizaCnich technik

(91-100% - A, 81-90% - B, 71-80% - C, 61-70% - D, 51-60% - E, <50% - F).
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Plan prednasek - 2024

Uvod do hmotnostni spektrometrie (13.2.)

lonizacCni techniky — 1. Cast (20.2.)

lonizacCni techniky — 2. Cast (27.2.)

Hmotnostni analyzatory — 1. €ast (5.3.)

Hmotnostni analyzatory — 2. Cast (E2:3-prednaska nebude — posun na 19.3.)
Spojeni MS a separacnich technik (26.3.)

Mekkeé ionizacni techniky - kvantitativni analyza (2.4.)

Kvalitativni analyza v hmotnostni spektrometrii — zaklady interpretace ,mékkych”
MS a MS/MS spekter (9.4. a 16.4.)

Vybrané priklady interpretace ,mékkych“ MS a MS/MS spekter (23.4)

10) Interpretace spekter |€Civ a jejich metabolitt (30.4.)

11) Konzultace v€etné mozného procvicovani interpretace spekter apod. (2.5.)

Pozn. El interpretace je v ramci predmétu Molekulova spektrometrie — prof. HolCapek



Uvod do hmotnostni spektrometrie

* Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka metoda slouzici k pfevedeni molekul
na ionty, rozliSeni téchto iontu podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) a naslednému
zaznamu intenzit jednotlivych iontu

« Hmotnostni spektrometr je iontove-optickeé zarizeni, které rozliSuje ionty podle
pomeru jejich m/z

+ vysoka citlivost (podle analytu — pmol/l), vysoka selektivita a univerzalnost

+ kvalitativni analyza - urCeni My, (elementarni slozeni) a dalSich strukturnich informaci
+ kvantitativni analyza - odezva je zavisla na koncentraci

+ minimalni spotreba vzorku

- destruktivni metoda
- vysoke porizovaci a provozni naklady



Co dokaze hmotnostni spektrometrie?

- kvalitativni i kvantitativni analyza nejriznéjSich sloucenin v nejriznéjSich vzorcich (krev,
moc, tkané, potraviny, hlina, atd.) — Casto predchazi selektivni extrakce pro zjednoduseni
vzorku a spojeni se separacnimi technikami

ovéreni struktury slou€enin, degradacnich produktl, necistot pfi syntéze

studium sloucenin a jejich metabolismu v organismech: exogenni — I€Civa, drogy,
potravinarské aditiva, kontaminanty, pesticidy, atd. i endogenni slouceniny (analyza
lipidu, sacharidu, proteinu, peptidu, aminokyselin, vitamind, hormonu — npf. adrenalinu,
atd.), ale i prvkova analyza.

forenzni analyza: detekce a stanoveni drog (odhalovani novych syntetickych drog),
vybusnin a jejich degradacnich produktu, jedud, atd.

hledani biomarkeru zavaznych onemocnéni (rozdilny analyticky profil pro zdravé a
nemocné), novorozenecky screening, atd. (klinicka hmotnostni spektrometrie)

mikrobiologie — rychla diagnostika kmenld mikroorganismd na zakladé charakteristického
hmotnostniho spektra (taxonomicky vyznamnych protein()

potravinarstvi a dalSi odvétvi — kontrola kvality, ,,analyticka Spionaz“, apod.

analyza vesmirnych materiall (na zemi i ve vesmiru — jednoduché a hlavné
miniaturizované MS je Casto soucasti vesmirnych sond)

environmentalni analyza, petroleomika (ropny prumysl), atd.



Hmotnostni spektrometrie
Drzitelé Nobelovych cen za chemii nebo fyziku

Francis William Aston (1922, chemie) Wolfgang Paul (1989, fyzika)
hmotnostni spektrometrie izotopu | | popis iontové pasti

John B. Fenn (elektrosprej) a Koichi Tanaka (MALDI) (2002, chemie)
vyvoj meékkych ionizacCnich technik pro hmotnostni spektrometrii biomakromolekul



Historicky vyvoj) hmotnostni spektrometrie

VYUZITI MS:
ve fyzice
historické koreny ve fyzikalnich a chem. studiich o povaze hmoty
polovina 19. stoleti - studium vyboju v plynech vedlo k objeveni
elektronu a ionttl (v plynné fazi) v chemii
pocatek 20. stoleti — konstrukce prvnich hmotn. spektrometru
prvni polovina 20. stoleti — vyvoj ruznych typu analyzatoru
druha polovina 20. stoleti — vyvoj ruznych typu iontovych zdroju
od 50. let 20. stoleti — rozvoj GC/MS
od 70. let 20. stoleti — rozvoj LC/MS
od 80. let 20. stoleti — rozvoj SFC/MS a CE/MS

od 21. stoleti — rozvoj ambientnich a zobrazovacich technik N 4
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- snimek prevzat z pfednésky doc. J. Cvaéky (UOCHB, Praha)



Historicky vyvoj hmotnostni spektrometrie

1898 (Wien) - objev zakfiveni drahy letu urychlenych iontu v elektrickém a
magnetickem poli

1913 (Thomson) - rozdéleni izotopl neonu “°Ne a ?°Ne, povazovan za zakladatele MS
1924 (Thomson, Aston) - charakterizovano izotopické zastoupeni 50ti prvku
1934 (Mattauch, Herzog) - sektorovy analyzator s dvoji fokusaci

1946 (Stephens) — TOF (analyzator doby letu)

1953 (Paul) - kvadrupdl a iontova past (Nobelova cena 1989)

1957 (Holmes, Morrell) - prvni spojeni GC/MS

1966 (Munson, Field) - popis chemické ionizace (1. mékka ionizacni technika)
1968 (Dole) - elektrosprej jako zdroj iontu

1973 (Baldwin, McLafferty) - prvni spojeni LC/MS

1974 (Comisarow, Marshall) — FTICR (Hmotnostni analyzator s vysokou rozliSovaci
schopnosti)

1984 (Willoughby, Browner) - Particle Beam LC/MS spojeni

1984 (Fenn) - ionizace biomolekul pomoci ESI (Nobelova cena 2002)
1985 (Hillenkamp, Karas) - vynalez MALDI

1999 (Makarov) - Orbitrap jako hmotnostni analyzator



Historicky vyvoj hmotnostni spektrometrie
Ceska republika

« 1953 sestrojen prvni hmotnostni spektrometr v CR
- magnet Nierova typu
- Ustavu fyzikalni chemie CSAV
- V. Cermak, V. Hanus, C. Jech, J. Cabicar
- 1954 udélena Statni cena

» 1962 prvni komercni hmotnostni spektrometry
- MCH-1303
- Ustav organické chemie a biochemie CSAV - L. Dolej$
- Ustavu fyzikalni chemie CSAV - V. Hanu$




Soucasny stav hmotnostni spektrometrie v
Ceskeé republice

celkem cca. 840 LC-MS a MALDI MS
z toho >50% za poslednich 10 let

= QOdhad instalovanych, nikoli funkcnich pfistroju.
= (Odhad nezahrnuje GC-MS, ICP MS, IRMS a dalsi specialni pristroje.

Snimek prevzat se svolenim prof. J. Preislera (pfedseda sekce hmotnostni spektrometrie SSUJMM) z
prednasky 24. Skoly hmotnostni spektrometrie (2023)



Soucasny stav hmotnostni spektrometrie v
Ceské republice

LC-MS podle analyzatoru

2016-2022 cervenec 2022 - cerven 2023
SubAP OT Magnet SubAP OT ICRViagnet
IMS 9% 0% Q MS 17 0% 0%
QTOF 5% _25%  Q-TOF 17% Q
2% _ 32%
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TOF >’
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Snimek prevzat se svolenim prof. J. Prveislera (pfedseda sekce hmotnostni spektrometrie SSUJMM) z
prednasky 24. Skoly hmotnostni spektrometrie (2023)



Soucasny stav hmotnostni spektrometrie v
Ceskeé republice

Prehled instalaci pristrojt LC-MS
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= za poslednich 10 let (2013-2022):
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Snimek prevzat se svolenim prof. J. Prveislera (pfedseda sekce hmotnostni spektrometrie SSUMM) z
prednasky 24. Skoly hmotnostni spektrometrie (2023)




Soucasny stav hmotnostni spektrometrie v
Ceskeé republice

Prehled instalaci pristroju MALDI MS 2013 - 2022

Vakuovd MALDI (axialni TOF MS)
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= dominantni ve vakuové MALDI Bruker: 85 TOF MS (2013-22), ale i Shimadzu
= subAP, prip. AP MALDI i Waters a Thermo (partner): < 10 kusu

Snimek prevzat se svolenim prof. J. Prveislera (pfedseda sekce hmotnostni spektrometrie SSUJMM) z
prednasky 24. Skoly hmotnostni spektrometrie (2023)



Historie hmotnostni spektrometrie - literatura

 F.W. McLafferty, A Century of Progress in Molecular Mass Spectrometry, Annu. Rev. Anal.
Chem. 4 (2011) 1-22.

« J.R. Yates, A century of mass spectrometry: from atoms to proteomes, Nat. Methods 8
(2011) 633-637.

« J. Griffiths, A brief history of mass spectrometry, Anal. Chem. 80 (2008) 5678-5683.

« 0O.D. Sparkman, Mass Spectrometry: Overview and History, Encyclopedia of Analytical
Chemistry (2006).

« Z.Herman, Pogatky hmotnostni spektrometrie u nas: Hmotnostni spektrometrie v Ustavu
fyzikalni chemie Akademie véd, Chem. Listy 104 (2010) 962-966.

« J. P4l a M. Volny, Pocatky a historie Ceskoslovenské hmotnostni spektrometrie (2012)

Ceské muzeum hmotnostni spektrometrie (UOCHB AV CR): http://www.ms-museum.org/



http://www.ms-museum.org/

Historie hmotnostni spektrometrie

Ceské muzeum hmotnostni spektrometrie (UOCHB AV CR): http://www.ms-museum.org/

Museum - 12



http://www.ms-museum.org/

Zakladni terminy

» Mass Spec Terms Project (http://mass-spec.lsu.edu/msterms/index.php/Main_Page)
- projekt MS nazvoslovi podporovany IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
- Pure and Applied Chemistry (K. Murray a kol., 2013) - Standard definitions of terms
relating to mass spectrometry
- J. Chromatogr. A (K. Murray, 2010) - Glossary of terms for separations coupled to
mass spectrometry
- esky preklad - Ceska terminologie hmotnostni spektrometrie (2016)
http://terminologie-ms.sci.muni.cz/

* hmotnostni spektrometrie (MS) -

Fyzikalné-chemicka metoda
uréovani hmotnosti atomt a molekul po jejich pfevedeni na kladné nebo zaporné nabité ionty.

* hmotnostni spektrometr - zafizeni, které vytvari z analytu ionty v plynné fazi, méri m/z hodnoty
a zaznamenava jejich intenzitu

» hmotnostni spektrum - graf zavislosti intenzity iontu (absolutni/relativni) na jejich m/z
- neni chromatogram



Zakladni terminy

* m/z - bezrozmérna veli€ina ziskana vydélenim hmotnosti iontu nabojovym Cislem
(poétem elementarnich naboju, bez ohledu na polaritu)
- jednotku Th (Thomson) IUPAC nedoporucuje

 Dalton (Da) - neni Sl jednotka, vétSinou se pouziva v biologii, pro molekulové
hmotnosti vétSich proteint (kDa)
- atomova hmotnostni jednotka (unified atomic mass unit) u - 1/12 hmotnosti 1°C
1 u=1Da=1.6605402(10)x10-27 kg (hodnota konstanty vyjadiena v
jednotkach Sl)

« zakladni pik spektra - pik s nejvétsi intenzitou ve spektru

* ion prekurzoru - ion, ktery reaguje za vzniku konkrétnich produktovych iontu
- nepouziva se termin "rodiCcovsky ion"

« produktovy ion - vznika jako produkt po reakci z jednotlivych iont prekurzoru
- disociace (fragmentovy ion), reakce ion/molekula, zména poctu naboju
- nepouzivat termin "dcefiny ion"

 fragmentovy ion - produktovy ion vznikly disociaci iontu prekurzoru

« aduktovy ion - ion tvoreny interakci iontu s jednim a vice atomy nebo molekulami
— [M+Na]*, [M+K]*, [M+CI], [M+HCOOQO] atd.



Zakladni terminy

» molekularni ion - ion vznikly odebranim nebo pfidanim jednoho a vice elektront z
molekuly za vzniku kladného nebo zaporného iontu

* protonovana molekula - ion vznikly interakci molekuly s protonem, [M+H]*
* deprotonovana molekula - ion vznikly odstépenim protonu, [M-H]

 hybridni analyzator - hmotnostni spektrometr, ktery kombinuje hmotnostni
analyzatory rizného typu za ucelem tandemové hmotnostni spektrometrie

» celkovy iontovy proud (TIC) - suma iontovych proudu vSech m/z pfitomnych ve
spektru daného rozsahu (napr. m/z 50 az 1000)

» celkovy iontovy chromatogram (TICC) — chromatogram zkonstruovany jako zavislost
celkoveého iontoveho proudu v sérii hmotnostnich spekter na retencnim Case

 extrahovany iontovy chromatogram (EIC or RIC) - zavislost proudu vybrané m/z na
case (rekonstruujeme z TICC)

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



Zakladni terminy
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Hmotnostni spektrum

« Zakladni veli€iny — intenzita (absolutni, relativni), pomér hmotnosti a naboje (m/z)

100%

) 0
normalizace /|

spektra

>
H/ A

* méFi se intenzita iontd v zavislosti na m/z:
- skenovani = zmena skenované veliCiny (Up, Vac, B) — Q, sektorove analyzatory,

linearni a 3D iontova past
- zaznam signalu v Case — TOF, FTICR, Orbitrap

Jednotlivé m/z o prislusnych intenzitach skenujeme a postupné propoustime na detektor
nebo zaznamenavame signal v case

Intenzita

* normalizace spekter:
- pfevedeni absolutnich intenzit na relativni

- intenzita osy y je v rozsahu 0-100%
- intenzita zakladniho piku spektra je 100% a intenzity
ostatnich piku jsou k ni vztazeny



Hmotnostni spektrum

« profilové spektrum (kontinualni) - profil slozeny z nameérenych bodu, gaussovsky tvar
piku, vhodné pro kontrolu kvality piku, objemna data

* carove spektrum (centroidalni) - piky prevedené na Cary, které odpovidaiji jejich

stfedu, intenzita odpovida vySce nebo ploSe piku, mensi mnozstvi dat, nelze preveést
zpétne na profilové spektrum!
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lonty v hmotnostnich spektrech

zavislé na typu pouzité ionizace

jonty s lichym pocCtem elektronu — M*, pfedevSim elektronova ionizace nebo ionty se
sudym poctem elektronu — spektra mékkych ionizacnich technik

lonty (de)protonovanych molekul — [M+H]*, [M-H]-, ur€eni molekulové hmotnosti (M)
adukty molekul — [M+Na]*, [M+K]*, [M+NH,]*, s mobilni fazi, atd., ovéfeni Mg

fragmentove (produktove) ionty — strukturni informace, fragmentace funkCnich skupin,
casti molekuly, atd.

jonty izotopu - atomy chemického prvku, které maji stejny pocet protonu, ale rozdilny
pocCet neutronu tedy stejné protonové (atomové) Cislo a rozdilnou atomovou hmotnost
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lonty, neutraly, radikaly
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- snimek prevzat z pfednésky doc. J. Cvaéky (UOCHB, Praha)




Prirodni zastoupeni izotopu béznych organickych prvku

Defekty atomovych hmotnosti Izotopické zastoupeni

orvek | Nominalni atomova | Hmotnostni Prirodni zastoupeni izotopu | Typ

hmotnost [Da] defekt [mDa] 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"

| 127 -95.5 100 "M"




Hmotnosti iontu ve spektru

* nominalni hmotnost: hmotnost vypocitana z celoCiselnych hmotnosti prvku
CO,:1x12+2x16=44

* monoizotopicka hmotnost: hmotnost vypocitana z pfesnych hmotnostni prvku
CO,: 1 x12.0000 + 2 x 15.9949 = 43.9898

* prumérna hmotnost: vazeny prumér hmotnosti jednotlivych izotopu
CO,:1x12.011 + 2 x 15.999 = 44.009

cholesterol C,,H,;0

monoizotopicka
(386.354866)

D C = 12.000000
— pramérna H =1.007825
= | 1(386.65) N = 14.003074
= O = 15.994915
- S = 31.972071
c

' aE0 3eF0 3\8_0 3|0 miz



Zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru

1/ iontovy zdroj - slouzi k pfevedeni neutralnich molekul analytu na nabité Castice
(tzv. ionizace), konstrukce se liSi podle pouzité ionizacni techniky

2/ hmotnostni analyzator - slouzi k rozdéleni iontu v plynné fazi za vysokého
vakua podle poméru hmotnosti a naboje (m/z)

3/ detektor - slouzi k detekci iontu po jejich rozdéleni podle m/z a k ur€eni relativni
intenzity (Cetnosti) jednotlivych iontl (a k zesileni signalu)

« dalSi dulezité Casti pristroje:

- vakuovy system

- iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci iontu

- pocitaC na ovladani a ladéni pristroje, sbér, ukladani a zpracovani dat, porovnani

spekter s knihovnou ,
P Hmotnostni spektrometr

— —>Detektor—> DATA

vzorek IontovyE Hmotnostni
zdroj | i |analyzator

(vakuum)é vakuum




lonizacni techniky (= tvorba iontu)

* iontovy zdroj hmotnostniho spektrometru slouzi k prevedeni neutralnich molekul
analytu na nabité Castice (ionty)

» tvrdé ionizacni techniky (El) - ionizovana molekula pfi ionizaci ziska nadbytek vnitfni
energie, coz se projevi fragmentaci molekulového iontu na mensi Casti (tzv.
fragmentové ionty)

» mékké ionizacni techniky - (Setrné) ionizovana molekula ziska mnohem mensi
mnozstvi energie oproti El, proto ve spektrech pozorujeme zejména (de)protonované
molekuly a minimum fragmentovych iontu

* ionizace muze probihat za snizeného tlaku - vakua (El, Cl, MALDI, atd.) nebo za
atmosférického tlaku (ESI, APCI, APPI, AP-MALDI)

« volba ionizacCni techniky podle povahy analytu (Mg, polarita), pfip. podle pouzité
separacni techniky (GC — El, Cl; HPLC — ESI, APCI, APPI)

« zavadéni vzorku do iontového zdroje - pfima infuze, separacni technika,, MALDI
destiCky, odparovani z kapilary, prima analyza vzorku (ambientni techniky) atd.



Zavedeni vzorku do iontového zdroje

Infuzni pumpa,
davkovani z injekcni
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V kazdém bode Casového zaznamu lze zobrazit hmotnostni spektrum «—




Vzorek umisten primo do iontoveho zdroje

Ambientni techniky: napr. desorpc€ni ionizace elektrosprejem

- ZzivoCisna tkan (prst zivého Clovéka)

Photograph S3 Aqueous alcohol being sprayed onto outer skin surface to detect
compounds mncluding drugs and metabolites by DESI

- bez jakékoliv upravy vzorku!

300 /S50 cQ gu00



Hmotnostni analyzatory (= déleni iontu)

* hmotnostni analyzator slouzi k déleni iontu v plynné fazi za vakua podle poméru
jejich hmotnosti a naboje (m/z)

 analyzator je umistnén za iontovym zdrojem (tzn. molekuly jiz byly prevedeny na
lonty) a pred detektorem (pred detekci musime ionty rozdéelit podle m/z)

« déleni iontu v analyzatoru probiha za vysokého vakua (ca. 10-3-10-11 Pa, podle typu
analyzatoru)

« déleni iontu podle m/z Ize dosahnout na zakladé raznych fyzikalnich principu:

1/ zakfiveni drahy letu iontu v magnetickém nebo elektrickém poli (magneticky
nebo elektrostaticky analyzator)

2/ rizna stabilita oscilaci iontd v dvoj- nebo trojrozmérné kombinaci
stejnosmérného a vysokofrekvencniho stridavého napéti (kvadrupdl nebo iontova
past)

3/ rizna doba rychlosti letu iontt (analyzator doby letu — TOF)
4/ ruzna frekvence harmonickych oscilaci v Orbitrapu

5/ rzna frekvence rotace pfi cykloidalnim pohybu iontld v kombinovaném
magnetickém a elektrickém poli (iontova cyklotronova resonance — ICR)



Detekce iontu

 detektory iontll pouzivaji vSechny analyzatory kromé FTICR a Orbitrap, kde je v
analyzatoru provadéna zaroven detekce (indukce proudu na sténach analyzatoru)

* jonty po rozdéleni v hmotnostnim analyzatoru dopadaji na detektor iontu, ktery
generuje signal z dopadaijicich iontd (pfevadi proud nabitych ¢astic na elektricky proud)
- tvorba sekundarnich elektronu, které se nasledné zesiluji
- indukce proudu po dopadu iontu (Faradayuv pohar)

« dfive vyuziti fotografické desky, kde ionty N
o urcCité m/z dopadaji na jedno misto desky

a vytvareji body, intenzita iontu je dana ~
intenzitou zbarveni bodu ot >

Fotograficka deska Thompsonova spektrometru (1907)



Detekce iontu

* elektronovy nasobi¢ — nejbéznéjsi; ionty dopadaji na povrch dynody, ze které
vyrazi e, ty jsou dale zesileny systémem dynod nebo opakovanymi kolizemi na
prubézné zakfivené dynodé, zesileni az 108krat

Systém diskrétnich dynod Zakrivena dynoda (,,channeltron®)
signal out ians in
{x 10%)
>
/\/"“J‘\M — + ZkW
Ions in |/k/
EE University of ‘
BRISTOL =
signal out

(x 10%)

dynoda je elektroda, ktera slouzi jako elektronovy multiplikator prostrednictvim
sekundarni emise



Detekce iontu

* elektronovy nasobi¢ — nejbéznéjsi; ionty dopadaji na povrch dynody, ze které
vyrazi e, ty jsou dale zesileny systémem dynod (vzrastajici potencial) nebo
opakovanymi kolizemi na pribézné zakfivené dynodé, zesileni az 104 -108krat

- HV  Systém diskrétnich dynod

_ Output
The First Dynode

Neutral Noise Particles

* Na prvni dynodu vlozeno relativhé vysoké napéti (-1,5 kV).
» Posledni dynoda (sbérna anoda) je uzemneéena.

« Mezi prvni a posledni elektrodou je gradient napéti diky viozenym odporum
mezi dynodami — typicky je 100-200 V rozdil v napeti mezi jednotlivymi
dynodami (kazda nasledujici dynoda je 100-200 V vice kladngjSi (méné
zaporngjSi nez predchozi)).



Detekce iontu

primarni elektron sekundarni elektrony

N~

sekundarni emitacni povrch

DYNODA=elektroda

substratova elektroda

« po dopadu na dynodu (elektroda) - sekundarni emise elektronu
« zesileni cca 2x - 5x na kazdém stupni (na prvni dynodé nejvetsi znasobeni)
« materialy napr. BeO, CsSh, MgO, GaP, GaAsP naneseny na substratu z niklu,

oceli nebo CuBe slitin



Systém diskrétnich dynod: detekce (+) iontu

ELECTRON MULTIPLIER OPERATION

o
0@ ASSSPECPRO

Zdroj - http:/lwww.massspecpro.com/detectors/



Zakrivena dynoda - detekce (+) iontu

ELECTRON MULTIPLIER OPERATION

CONTINUQUS DYNODE

°
©$ MASSSPECPRO

Zdroj - http://www.massspecpro.com/detectors/



Elektronovy nasobic¢ s konverzni dynodou

konverzni dynoda (-10 kV) H konverzni dynoda (+10 kV)

+jonty _-/ ¥ _/ & nabité |
oy ey — [Kigdng natit fonty

f“ﬁﬁﬁ’? Voo f‘*ﬁf"f*’ﬁz

« Konverzni dynoda — vysokonapeéetova elektroda, pouziva se ke zvyseni sekundarni
emise tézSich iontd. Ma zakfiveny povrch kvulli nasmérovani emitovanych ¢astic do
elektronového nasobice

« Typicky nasobiC ma 8 az 24 dynod



Elektronovy nasobic¢ s konverzni dynodou

[EI' b ELECTRON MULTIPLIER OPERATION
E - WITH CONVERSION DYNDDE

L 1
o@ ASSSPECPRO

Zdroj - http:/lwww.massspecpro.com/detectors/



Elektronovy nasobic¢ s konverzni dynodou

FI' I ELECTRON MULTIPLIER OPERATION
[=] NITH CONVERSION DYNODE - NEGATIVE MODE

@
o@ "ASSSPECPRO

Zdroj - http:/lwww.massspecpro.com/detectors/



Detekce iontll — mikrokanalova deska

Elektronovy nasobic s polem
= mikrokanalova deska

pole elektronovych
T nasobiéu

——> mikrokanalek

. i £
Primary lon from : _——

Flight Tube

~10°

Amplification




Detekce iontu

» scintilaéni fotonasobicové detektory - pfevod iontd na elektricky signal pomoci
scintilacni vrstvy, ktera pfi dopadu iontu vydava svételné zareni (fotony). Tento typ
zareni je pfeveden na elektricky proud a dale zesilen; zesileni az 10°-107 krat; delSi
zivotnost

scintilator rorozcrion “’/"”"“\ES\ fotonasobic
Nabité Castice \ O ER A
| %% W NN

| > \

PHOTON

\Q‘f‘

d

v ooe
PHOT?JMULTlPLlER TUBE (PMT)

PHOTOCATHODE

« Faradayuv pohar (,,Faraday cup*) — dopadaijici ionty narazeji na povrch dynody,
ktera emituje e~ a indukuje se proud, ktery je nasledné zesilen a zaznamenan, malo
citlivy, ale robustni, velmi presné na izotopicka méreni (mefi se vybijeci proud
souvisejici s odevzdanim naboje)

Konstantni citlivost on F € N induced
z beam curment
(nestarne) I | 6/:,7\\
to amplifier



Scintilacni fotonasobicovy detektor

zdroj - Agilent Technologies
https://www.youtube.com/watch?v=W-DRL-V2Rkg



Vakuova technika

* ruzné pozadavky na hodnotu vakua v ruznych ¢astech hmotnostniho spektrometru
- iontovy zdroj - za atmosférického tlaku (API - ESI, APCI, APPI) nebo vakua (El,
Cl, MALDI)
- hmotnostni analyzator - vzdy pracuje za vysokého vakua, hodnota vakua se liSi
podle typu analyzatoru ca. 103 az 10-1? Pa
- detektor - vakuum

* k ziskani vysokych hodnot vakua je obvykle potfeba dvou- nebo tristupriové Cerpani
velmi vykonnymi vakuovymi pumpami

- 1. stupen Cerpani - rotacni olejové, spiralové a membranové pumpy (vykon 80 |/s)
- 2. stupen Cerpani - turbomolekularni nebo difuzni pumpy (vykon 250 I/s)

* proC vysoké vakuum? ionty musi mit dostate¢né dlouhou stfedni drahu a nesmi
dochazet ke koliznim srazkam s neutralnimi atomy

1 Pa = 0.01 mbar=0.008 Tor = 10 atm




Vakuova technika — predvakuum (jemné vakuum)

Exhaust outlet

Rotacni olejova vyvéva

Mezni tlak az 102 Pa
(do 1500 ot/min)

* nejCasteji pouzivany typ Cerpadla pro vyrobu jemného vakua

« Cerpadlo s rotujicimi lamelami (rotor excentricky umistény ve valcovitém statoru,
rotor v tésném kontaktu se statorem)

* plyn postupne stlaCovan — odchazi pruzinovym ventilem
* nevyhoda: pary oleje v Cerpaném prostoru, vibrace



Rotacni olejova vyveva

Zdroj - https://lwww.youtube.com/watch?v=IIKOx0JqEO0S8



Vakuova technika — predvakuum (jemné vakuum)

Spiralova vyveva

Mezni tlak 1 Pa
(do 20000t/min)

« ,sucha“ vyvéva bez oleje (pfiprava ,Cistého pfedvakua), jednoducha udrzba, bez
vibraci, nizky hluk

« dve spiraly — pohybliva a nepohybliva, pohybem dochazi k opakované kompresi
a dekompresi, ktera zajiStuje precCerpavani plynu nebo vypar

* mezi spiraly se kontinualneé uzaviraji kapsy plynu - kapsy se smerem ke stfedu
postupné stlacuji a plyn odchazi stfredni Casti



Spiralova vyveva

zdroj - https://www.youtube.com/watch?v=s3xulCRrjos



Turbomolekularni pumpa

Vakuova technika (vysoké vakuum)

Turbine

Backing
Blades

' Chamber
Pump

al

Stator
Blades

mezni tlak az 10 Pa, vysoka rychlost otadeni (60 000 otacek/min)
stator i rotor se sklada z lopatek — molekuly plyny postupné strhavany do
spodnich pater Cerpadla



Turbomolekularni vyveva

Edwards nEXTS85 turbomolecular pump
Zdroj - https://www.youtube.com/watch?v=8gNDDItrIBc




Vakuova technika (vysoké vakuum)

l Chamber

Difuzni pumpa

& =
—
— = -
Cooling — =
Coils S
\ -

= =

Pump = ——
Qil = =

olej | Heater

« ohrivaC odparuje olej, jehoz pary proudi zpét velkou rychlosti

« molekuly plynu jsou pak strhavany proudem par smérem k vyfuku

« olej kondenzuje v dusledku chlazeni (vodou) na sténach a vraci se zpét
* meznitlak 107 Pa

* vyvéva neobsahuje pohyblivé Casti — dlouha zivotnost



Difusni vyveva

Oil Diffusion Pumps DIP

- High pumping speed 3.000 to 50.000 I/s
- No revolving parts - no wear
- Simple operation
- Long maintenance intervals
- Innovative power efficiency controller

zdroj - https://www.youtube.com/watch?v=KNsM1pbbvOo



Vakuova technika

- priklad 3 stupnového vakuového cerpani

/

3 stupen vakua

\_

lonty + plyn | J |

—>|onty
0opd 10tPa I 103 Pa |
RP TMP TMP

/ DP / DP

\

RP ... rotaéni pumpa

TMP ... turbomolekularni
pumpa

DP ... difuzni pumpa



lontova optika

« volba vhodného napeéti na elektrickych elementech pro zajisteni transportu a
zaostreni (odklonéni) iontl (odstranéni neutralnich nenabitych molekul)
* vyrazné ovliviuji vysledky meéreni - citlivost, rozliSovaci schopnost, presnost
* pracuji za ruznych tlaku
- pfechod mezi atmosférickym tlakem a vakuem - sklenéné kapilary
- pfechody mezi ruznymi stupni vakua - skimmery, ion funnels (iontové nalevky)
- usmérnovani iontu ve vakuu

« urychleni a transport iontu - hexapoly, oktapdly m,_,,.,,,m'l,,,ﬂ -‘ I I 0 ¥ [
v ’ . ° . Y Focusad o beam
« zaostreni (fokusace) iontu - ion funnels Oituse on bes ""!”
wen AN
il
oe_oOLOLOLOTATS1ON LN O
Heated Octapol
Sample Capillary Tube Lens RrapaLs
Inlet S~ [— to MS
/ B ) — Analyzer
ESI
ISpr ayer” Atmospheric
Pressure

Mechanical Turbo
Pump Pump




lontova nalevka (,,ion funnel®)

“m“mm“'l”““;“““;lmuxm""""'nul|II|||||||||“HHI”|H|HHH|”|

|||||||||||||||4|||||||t||||||ﬁmmﬁu||||||4|m|||||I|||”|“||HlHHl”IH““HHI“

« koaxialni systém krouzkovych elektrod s
rozdilnym vnitfnim prumérem

» stejnosmérné napéti (gradient napéti zene
lonty dopredu)

 pulsy vhodného stfidavého napéti na

krouzkovych elektrodach ionty zaostruji
radialné do stfedu




levka (,,ion funnel®)
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yotep wave‘ iontova optika

« 2 stupné systému elektrod - vzajemné jsou mimo osu (RF iontovy tunel)
 lonty projdou do horniho stupné — rozpoustedlo a neutralni molekuly neprojdou



»otep wave' iontova optika

« 2 stupné systému elektrod - vzajemné jsou mimo osu (RF iontovy tunel)
* lonty projdou do horniho stupné — rozpoustedlo a neutralni molekuly neprojdou

http://www.waters.com/waters/en_AE/StepWave/nav.htm?cid=134673601&locale=en_AE
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