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Hmotnostni analyzatory

* 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/ rizna frekvence rotace pfi cykloidalnim pohybu iontll v kombinovaném
magnetickém a elektrickem poli (iontova cyklotronova resonance — ICR)



Zakladni typy hmotnostnich analyzatoru

* Magneticky sektorovy analyzator SubAP OT 2016'2.3.25,§net
IMS 9% "/ 0% Q

Kvadrupodlovy analyzator QTOF 5%

« 3D a linearni iontova past TOF
1%
* Pruletovy analyzator
QQQ...|

* Orbitrap
* lontova cyklotronova rezonance

_ , 1% QaQ
* Hybridni hmotnostni spektrometry 38%

» celkovy pocet instalaci pfistroju LC-MS
(2016 - 2022)

zdroj - prof. J. Preislera (pfevdseda sekce hmotnostni spektrometrie
SSJMM) z pfednasky 24. Skoly hmotnostni spektrometrie (2023)



Hmotnostni analyzatory

Podle zpusoby déleni iont:
* skenuijici - postupné meéni skenovanou veliCinu (U, V, B) a propousti ionty o urcité
m/z (kvadrupodlovy analyzator, sektorovy magneticky analyzator)

* iontoveé pasti - zadrzuje ionty pomoci napeti na elektrodach a nasledne je analyzuje
(Paulova iontova past, orbitrap, FT-ICR)

* pruletovy - méfi Cas iontu potrebny pro prekonani urcité vzdalenosti (TOF)

« analyzatory pohyblivosti iontl — déleni (separace) iontu podle jejich velikosti a tvaru

Zakladni parametry hmotnostnich analyzatoru:
* rozliSovaci schopnost (rozliSeni) — schopnost analyzatoru poskytnout rozliSené
signaly pro ionty s podobnou m/z

* spravnost urCeni m/z - mira schopnosti analyzatoru urcit spravnou hodnotu m/z

» hmotnostni rozsah — rozsah m/z hodnot, pfes ktery analyzator mize zaznamenat
spektra

« dynamicky rozsah - rozmezi koncentraci, v nichz je odezva (linearné) zavisla na
koncentraci

* rychlost — rychlost zaznamu spekter



r

Zakladni definice hmotnostniho rozliseni

. @pomoci@ R=m/Am
Q [ (m/z)/A(m/z), kde A(m/z) je Sifka piku ve vySce, ktera je

urcitou Casti maximalni vysSky piku. DoporucCuje se vzdy
vyuzivat jednu ze tfi hodnot 50, 5 Ci 0.5 %. Béznym
standardem je definice rozliSeni zalozena na Am, které je
plnou Sifkou piku v poloviné jeho vysky (FWHM).

- <Definice pomoci 10% sedla> R = m, / (m, - m,)

Hodnota (m/z)/A(m/z) méfena pro dva piky o stejné vySce
v hmotnostnim spektru pfi m/z a m/z £ A(m/z), které jsou

v v

50%

10 % vySky téchto pikd.

 Hmotnostni rozliSovaci schopnost (RP)

Mira schopnosti hmotnostniho analyzatoru poskytnout
urcitou hodnotu hmotnostniho rozliSeni.

Poznamka: Zpusob, jakym bylo A(m/z) definovano a
ziskano, a hodnota m/z, pri které bylo méreni provedeno,
musi byt vZzdy uvedeno.

10%
5%

Ceska terminologie hmotnostni terminologie (http://terminologie-ms.sci.muni.cz)



Vysoka a nizka rozlisovaci schopnost

typ analyzatoru zasadnim zpusobem ovliviuje kvalitu ziskanych hmotnostnich
spekter i cenu hmotnostniho spektrometru

spektra s vysokou RP (FT-ICR, orbitrap, TOF, sektorovy magneticky analyzator s
dvojitou fokusaci iont), hmotnostni rozliSeni 10 000 — 20 000 000

spektra s nizkou RP = pouze rozliSeni iontu liSicich se o jednotku m/z nebo o
néco lepsi (obvykle Q nebo IT), hmotnostni rozliSeni cca 3 000

pro vypocCet RP nebo R musime spektrum zaznamenat v profilovém modu (.
kontinualni zaznam ve formé piku, ktery nam umoznuje zméfit Sifku jednotlivych
pikd) a nikoliv v ¢arovém modu (intenzita pro kazdy pik je pocitaem zintegrovana
a uvedena ve formé Cary, takze Sirku piku nelze mérit)

R nebo RP musi byt vztazeno k urcité hodnoté m/z nebo rozsahu m/z, vyrobci
Casto definuji rozliSovaci schopnost plathou pro cely hmotnostni rozsah
analyzatoru, tedy v pfipadé kvadrupdlt a iontovych pasti obvykle 2 000 - 4 000

RozliSovaci schopnost Spravnost

(RP, FWHM) (MA, ppm)
nizka <10,000 >5
vysoka 10,000 — 100,000 <5
ultravysoka >100,000 <1




Vysoka versus nizka rozlisovaci schopnost

- napr. pro nominalni hmotnost m/z = 28:

CO (27.9949) x N, (28.0061) x C,H, (28.0313)

nizka RP (ionty nejsou rozliSeny) vysoka RP (separace CO*, N,* a C,H,*)

INT.

m/z



Vysoka a nizka rozlisovaci schopnost - priklad

Inzulin ﬁ ﬂ
(lidsky) ﬂ RP = 15 000

C,..H . N _O_S
257 383 65 77 6

I

F304 5006 5808 5810 5412 5@4 G216 5E1E miz

RP =5 000

5804 G800 5808 5810 G812 B84 BEIE BRIE miz




Spravnost urceni hodnoty m/z (mass accuracy)

Spravna - VypocCtena hmotnost iontu nebo molekuly s danym
hmotnost izotopovym slozenim
/ odpovida konkrétnimu elementarnimu vzorci

Presna - Experimentalné urena hmotnost iontu se znamym nabojem
hmotnost (neni synonymum spravné hmotnosti)

“ - Je z ni mozno odvodit sumarni vzorec (molekulovy vzorec)
chemického slozeni iontu v mezich danych spravnosti a

\ presnosti mereni

Chyba ur

(]
.

Ceska terminologie hmotnostni terminologie (http://terminologie-ms.sci.muni.cz)

L4

b,

N

)¢

eni |- Rozdil mezi experimentalné presné urCenou a teoreticky
vypoctenou spravnou hmotnosti

3
A
S\

N

[Ppm]

Chyba méreni (mass error) = 106 x

Pro stejny rozdil m/z,,, — m/z,, chyba méfeni [ppm] vzrasta s klesajici hodnotou m/z



Spravnost urceni hodnoty m/z (Mass Accuracy)

i . (m/Z)exp - (m/Z)teor
Spravnost uréeni m/z = *106

(M/2)1g0,

Nameérena hodnota m/z = 300.0463, teoreticky vypocltena hodnota m/z = 300.0473

300.0463 — 300.0473
Chyba uréeni m/z = *10%=-3.3 ppm (v€etné znaménka!)
300.0473

« dle tabulek (nebo Iépe s vyuzitim softwaru) nejlépe odpovida elementarni slozeni
C,,H,-N,O,Br, podle izotopt M:M+2 potvrzena pfitomnost bromu

M. Compass lsotopePattern — O *
el § § # méz Abundance
1004 ¥ = 1 300046732 100,000
2 301.045858 13989
3 302044845 98,5595
B 4 302.047850 12702
5 304.080300 1.287
Ei
40
o o
w0 =
= =
— o
1 3 =
=
2
o I S -
300 30z 04 miz
FuHM: ] 0s Monoizotopic neutral mass:  300.047340
Resalving pawer: 02 Mominal neutral mass: 300
Isotope threshold [%] Average neutral mass: 301179642
Hill sarted sum farmula: C4q5H7BrNz05
Elemental composition: C 47.85% H 5.69% Br 26.53% W 9.30% 0 10.62%




Presnost vs. Spravnost
» presnost (precision) mereni - vyjadruje rozptyl jednotlivych méreni

« spravnost (accuracy) meéreni - vyjadfuje, jak blizko je méreni pravdivé hodnoté

nepresné nepresné presne presne
nespravne spravne nespravne spravné

O

X

Low Accuracy High Accuracy Low Accuracy High Accuracy
Low Precision Low Precision High Precision High Precision



Piehled MS analyzatoru

HRMS m/z rozsah RozliSovaci MA Rychlost Linearni
analyzator (horni limit) schopnost [ppm] dynamicky
*103 *103 rozsah
Q 2-3 3-5 nizka Stredni 10° - 106
IT 4 -6 4 — (20) nizka Stredni 104 — 105 (10°9)
Magneticky 2-4 10-70 1-10 low 104 - 10°
sektorovy s
dvojitou fokusaci
TOF 10 - 1000 10 — 100 (az 300) 1-5 vysoka 104 - 10°
Spiral TOF 30 > 60 1-5 vysoka 104 - 10°
(pro MS/MS > 2)
QTOF 10 - 20 20 -75 1-5 vysoka 104 - 10°
Orbitalni past 4 -6 (20) 100 - 1000 <1 nizka 104
(zalezi na R)
FT-ICR 4-10 750 - 20000 <1 nizka 104

Vzrusta cena



Kalibrace hmotnostni stupnice



Kalibrace hmotnostni stupnice

U vSech typu analyzatoru je vzdy nutné kalibrovat hmotnostni stupnici

* neni tak kritické u analyzatort s nizkym rozliSenim / nizkou spravnosti urCeni hmoty
(napf. Q, iontové pasti)
- postacuje spravnost £0.1 m/z
- obvykle stabilni pomérné dlouhou dobu, ale i presto je tfeba pravidelné
kontrolovat a v pripade pochybnosti kalibrovat

 analyzatory s vysokou spravnosti ureni hmoty (< 5 ppm)
- vysokeé naroky na spravnost a presnost kalibrace, potrebna stabilita a robustnost
systému
- interval kalibrace silné zavisi na typu analyzatoru - pred kazdou analyzou
(QQTOF), jednou za tyden (mésic) (orbitrap), atd.



Kalibrace hmotnostni stupnice

 externi kalibrace — kalibrace a vlastni mereni neni ve stejny okamzik, nejdrive
kalibrace a pak méreni (nebo naopak), coz nékdy muze zpusobit uréity posun m/z

- obecne poskytuje mirné horsi vysledky oproti interni kalibraci, ale je mensi
riziko hmotnostnich interferenci analytu s kalibrantem

« interni kalibrace — kalibrant i analyt jsou do iontového zdroje pfivedeny ve stejny
okamzik a ve spektru pozorujeme jak analyt tak i kalibrant

- poskytuje nejpresnéjSi vysledky, ale hrozi riziko hmotnostnich interferenci
(tzn. analyt a kalibrant nesmi mit priliS blizké hmotnosti, aby je dany typ analyzator
dokazal spolehlivé rozlisit, pokud by se piky analytu a kalibrantu ovlivnily, pak vznika
chyba)

- "lock mass" kalibrace - zalozena na kontinualni kalibraci na vybrany ion
pozadi o znamem slozeni nebo sprejovani standardu drunym sprejem

« kalibranty — musi se jednat o latky s presné definovanym elementarnim slozenim a
znamym typem iontu, hodnoty m/z nesmi interferovat s analytem, vyhodné muze byt
téz blizky strukturni typ analytu (neni podminkou) nebo pfritomnost monoizotopickych
prvkl (napf. perfluorované latky, Csl)

- typické kalibranty: syntetické polymery (napfr. PEG, PPG), klastry soli (napf.
monoizotopicky Csl, HCOONa), smési peptidd, apod.



Intellistart — Create Calibration (Ass

The RMS residual
error between the
Data and the
Reference files

©2013 Waters Corporation

|| File View Calibration

v %@ Q Q|G |G

Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE."

Residual Mass

10.00

Data File
100- 634.8977
498.8855 702.9051
%..
4308812 770.9128
2268822 3628788 906.9289
1588894 | 2048790 | 838-?208 (| 10420468 11789670
0 LRATE BTARE RATRY EAUGES EREAS Rasng RUAAE AT AT BT RXea REARE REARE LLARS Leaod EXos REANE LALKS BARE Luail) RAZA BEDEE REEED |
Reference File
100+ 226.9520
158.9646
%1 4309143
362.9269 566.8892 770.8514
498.9017 7028640 9748137
294.9395 906.8262 ~ 1110.7886

ppm 0.004

-10.00

100 200 300 400

500

Miz
600 700 800 900 1000 1100 1200

Summary

Matched: 16 0f 16

Polynomial Order: 5

Reference File: ESI_NaFormate_MSMS_Pos

Data File: Sodium Formate-2013-07-09-16-22-1
Mode: Resolution, Positive

Residual mass
Mean Residual Mass:

RMS Residual Mass:  0.352 ppm
95% Confidence Band: 0,656 ppm

18



Pohyb nabité castice v elektrostatickem a
magnetickém poli

Newtonovy pohybové zakony:

Zakon Jestlize na téleso nepusobi zadné vnéjsSi sily nebo vyslednice sil je
setrvacnosti | nulova, pak téleso setrvava v klidu nebo v rovhomérném primocCarém
(1.) pohybu. Télesa se mohou pohybovat i bez pusobeni sil. OvSem tento

pohyb musi byt rovhomeérny a primocCary (nemeni se velikost rychlosti ani
smér). Téleso si tedy zachovava svuj pohybovy stav z okamziku, kdy na
néj prestala pusobit posledni sila.

Zakon sily Jestlize na téleso pusobi sila, pak se téleso pohybuje zrychlenim, které
(11.) je pfimo umérné pusobici sile a nepfimo umérné hmotnosti télesa.
F=ma — a=F/m

Princip Jestlize na téleso pusobi soucasné vice sil, rovnaji se silové ucinky
superpozice | pusobeni jediné sily, tzv. vyslednice sil, ktera je rovna vektorovému
(“IV.”) souctu techto sil —> n —>

F=F1~—F3+...~—F,,=EFJ.

1=1

Zakon zachovani energii - energii nelze vyrobit ani zniCit, ale pouze preménit na jiny
druh energie (nelze sestrojit perpetuum mobile prvniho druhu, tj. stroj ktery by z niceho
konal praci). Celkova energie izolované soustavy zustava konstantni pfi vSech déjich,
které v ni probihaji



Pohyb nabité ¢astice v homogennim
elektrostatickéem poli

pohyb iontu
rovnobezne
S polem

urychleni nebo
zpomaleni iontu

(U je konstantni)

@—|.

L >

- uvnitf elektrostatického pole pusobi elektrostaticka
sila (F,) na kladné nabity ion s nabojem Q (Q=z.e)

Fo, = Q.U (U je urychlovaci napéti)
- vlivem této sily dochazi k urychleni nabité Castice

F=ma — m.a=Q.U —>

+ nabita Castice (ion) kona ve sméru x pohyb pfimocCary a rovhomérné zrychleny

pohyb iontu
kolmo k poli

filtrovani iontu
zakriveni pohybu

(odklonéni ionta)

Y,

A

ve smeéru X rovhomeérny pohyb: S, = w.t
(konstantni rychlost)

>

X

. ve sméru y rovnomérné zrychleny pohyb: S, = 72 a.t?

S, = % (Q.U/IM).(S/V)? = % (Q.UImM.v2).S,2

) |y =kx?

nabita castice se pohybuje po parabole k desce s opacnym nabojem!



Pohyb nabité castice v elektrostatickem poli

1. pohybuje-li se ¢astice s nabojem Q z bodu A do B, kde dochazi vlivem elektrostatického
pole k urychleni (rozdilny potencial), ziska nabita Castice potencialni energii E;:

3 _ e: elementarni naboj (e = 1,6 x 107'9C)
E,=QU=ezU z: nabojové &islo,
U: urychlovaci napéti

2. potencialni energie se zméni na kinetickou energii E, (Castice kona pohyb):

E, =2 m.v2 m: hmotnost Castice
Vv rychlost Castice

3. zakon zachovani energie:
QU="Ym.v2 D) -

Po pruchodu elektrostatického pole ziskaji nabité ¢astice tuto rychlost

Elektrické pole se vyuziva k urychlovani ¢astic, pripadné k zakriveni jejich drahy




Pohyb nabité ¢astice v homogennim magnetickém poli

> > >
Frnag =Q.(vxB)=Q.v.B.sina
(oo = uhel, ktery mezi sebou sviraji vektory rychlosti Castice v a magnetického pole B)

Vysledkem vektorového soucinu je vektor — kolmy na oba vstupujici vektory v i B (tvofi s
nimi pravotoCivou soustavu

1) Pokud cCastice neni nabita — F.,,, = 0. (Vv x B) = 0 ( na €astici nepusobi Zadna sila)

2) Pokud Castice pfileti rovnobézné s osou z (vektorem magnetickeé indukce)
Uhel meziB av je 0 nebo = (sin 0 = sin 180 = 0 1 |5 @
F

mag = Z - € . V. B .sina =0 (na ¢astici nepusobi zadna sila) Y7




Pohyb nabité ¢astice v homogennim magnetickém poli

> > > > > _
Frag=Q-(vxB)=Q.(vxB)=Q.v.B.sina
(oo = uhel, ktery mezi sebou sviraji vektory rychlosti Castice v a magnetického pole B)
Vysledkem vektorového soucinu je vektor — kolmy na oba vstupuijici vektory (tvofi s nimi
pravotoCivou soustavu) — smeér sily urCime Flemingovym pravidlem praveé ruky

3) Pokud Castice pfileti v kolmém sméru k magnetické indukci (90°)

. v " o rd . y 4 r rd ) e, oy
Frnag=Q.Vv.B.sinn/2=F_ . =Q.v.B (na castici pusobi maximalni sila) nH" \—ﬁ

smér sily uréime Flemingovym pravidlem pravé ruky |

B8

« znazornéno pro kladné nabitou Castici

« divame-li se po sméru magnetické indukce — kladné nabita Castice se
~ pohybuje proti sméru hod rucCiCek (zaporné nabita ma smér opacny)

— 5]

+ F_
/&
—_—

P
4,

Adaptovano z http://fyzweb.cz/materialy/hvizdy/6 casticevmagn.pdf



Pohyb nabité castice v homogennim
magnetickem poli

Dostrediva (magneticka) sila musi byt v rovnovaze s odstredivou silou

A4 9 r r
Smér B od nas kK nam

[l. Newtonlv zakon— F=m.a
dostiedivé zrychleni = v2/r  Fy=m.v2/r

Frnag=F¢ Q.Vv.B=m.var

r=(m.v)/(Q.B)

vypocet poloméru zakfiveni

U

polomér zakfiveni je umérny m/z



Pohyb nabité castice v homogennim
magnetickem poli

3) Pokud Castice pfileti z libovolného sméru pod urcitym uhlem o # 0°, 90°, 180°
9
Frag = Q 7 B . sin o ( spojeni rovhomérného posunu a pohybu po kruznici)

pohyb po sSroubovici

vektorovy soucet




Pohyb nabité ¢astice v homogennim magnetickém poli

-> > > > >
Frag=Q.-(vxB)=z.e.(vxB)=z.e.v.B.sina

(oo = uhel, ktery mezi sebou sviraji vektory rychlosti Castice v a magnetického pole B)
Smeér sily ur€en Flemingovym pravidlem praveé ruky a je kolmy k okamzité rychlosti Castice
a vektoru magnetické indukce B

o =0° nebo |V pfipadé rovhobézného sméru rychlosti ¢astice v s magnetickym polem
o =180° B — zadny vliv (sin 0° nebo sin 180° = 0)

o =90° Pokud nabita Castice vleti v kolmém sméru do magnetického pole, tak je
vliv maximalni ((sin 90°=1). Magnetické pole zakfivuje trajektorii Castice
do tvaru kruznice. Smér god nas k nam
[l. Newtonuv zakon— F=m.a X X X X ® .
dostiedivé zrychleni = v2r ~ Fq=mu2r| X XXX X * .

X §k X
Frag=Fa  Q.v.B=m.var X WX X ® .
X X %K 0O s
r=(m.v)/(Q.B) —>
R
ostatni a # 0°, 90°, 180° — Castice s nabojem se pohybuje po Sroubovici

Velikost rychlosti ¢astice (a tedy i kineticka energie) se v magnetickém
poli neméni. Smér se ménit muze



Pohyb nabité castice v homogennim
magnetickem poli

zdroj - https://www.youtube.com/watch?v=ZxtPGN8Ipa0



Pohyb nabité ¢astice v homogennim elektrickém i
magnetickém poli

Pohybuje-li se Castice s nabojem Q soucCasne v elektrickem (F,) i magnetickem poli (F,)
(princip superpozice — sily se scitaji, vektorovy soucet)

LORENTZOVA SiLA @

> > >
Fl=Fg+Fn=Q.E+QvxB=Q.(E+vVXxB)

L el+

« Elektrické pole se vyuziva k urychlovani €astic, pripadné k zakriveni jejich drahy.
 Magnetické pole slouzi pouze k zakriveni drahy ¢astic.

 Vhodnou kombinaci elektrického a magnetického pole miizeme ¢astici
urychlovat a sou€asné meénit smér jejiho pohybu.




Magneticky sektorovy
analyzator

=



Magneticky sektorovy analyzator

* RP: do 100 000 (magneticky sektorovy analyzator s dvojitou fokusaci)
 spravnost urceni hmotnosti: 5 ppm
* hmotnostni rozsah: ,do 20 000"

» skenovaci rychlost: pomalé skenovani

* historicky prvni Siroce pouzivany analyzator, nyni pouze pro specialni aplikace

* umoznuje vysokoenergetické MS/MS experimenty - napf. ur€eni poloh dvojnych
vazeb nebo vétveni v acylovém fetézci mastnych kyselin na zaklade fragmentovych
iontu vzniklych pfi téchto experimentech

« klasicky analyzator pro GC/MS analyzu dioxinu, furanu, bromovanych difenyletheru,
polychlorovanych naftalenu, atd.



Magneticky sektorovy analyzator

r=(m.v)/(Q.B)

/

magnetic

F4 = Lorentz force, evB field, B

F, = centripetal force, mv*
. F1 = Fz d /
evB = mv’

r
oB = v
m r




Magneticky sektorovy analyzator s jednoduchou
fokusaci iontu

Princip: pfi pruchodu iontu magnetickym polem dojde k zakfiveni drahy letu iontu,
vétsSi zakriveni pro ionty s nizSi hodnotou m/z (drahy té€zSich iontu se tolik nezakfivi
kvuli vétSi odstredivé sile tézSiho iontu)

deflected
ions

magnet

(M/z), < (M/2), < (M/2);

r=(m.v)/(Q.B)




Fyzikalni popis magnetického analyzatoru

* kladné ionty s urcCitou hodnotou m/z urychlené zapornym potencialem U vstupuji do
magnetického pole s magnetickou indukci B, ¢imz dojde k zakfiveni pohybu iontu na
trajektorii o polomeru r

* pfi vstupu do magnetického pole ionty maji kinetickou energii E, odpovidajici Q.U

ziskanou v urychlujicim elektrickem poli (E,=QU=ezU, takze plati:

E, = Q.U =1/2 m.v? (v je rychlost urychleného iontu)

« v magnetickém poli pusobi na ion dostfediva sila B.Q.v, ktera musi byt v rovnovaze s
odstfedivou silou m.v?/r, takze plati:

B.Q.v=m.v3/r r=(m.v)/(Q.B)

 Z Cehoz dale odvodime tzv. zakladni rovnici pro magneticky analyzator:

m/Q =m/(e.z) =B2. 14/ 2.U <—_—

 polomér drahy iontu tedy zavisi na m/z, B, U (U urychlovaci napéti)

* plynulou zmeénou (tzv. skenovanim) B (magnetické skenovani) nebo U (potencialovée
skenovani) pri konstantnim poloméru r danym pro pouzity pristroj projdou vystupni
Stérbinou na detektor postupné vSechny ionty a zaznamenaiji se intenzity iontu pro
jednotlivé m/z, Cimz ziskame hmotnostni spektrum



Magneticky sektorovy analyzator s dvojitou
fokusaci iontu

 navic k magnetické fokusaci iontu je jesté elektrostaticka fokusace (zaostreni)
lontu, ¢imz dojde k vyraznému zvySeni maximalni RP z jednotek na desitky tisic

* jonty vznikajici v iontovém zdroji maji urcitou distribuci kinetickych energii, coz
prispiva k Sifce jejich piku pfi detekci - pro dosazeni vyssiho rozliSeni musime ionty
energeticky sjednotit, k Cemuz slouzi elektricky analyzator

Princip: jestlize do elektrického pole vstoupi ionty s riznou E, a m/z, dojde k zakfiveni
jejich drahy v zavislosti na jejich E, a bez ohledu na hodnotu m/z

MAGNETICKY SEKTOR

MAGNETIC 3 |
SECTOR I I I {

ELEKTROSTATICKY SEKTOR

ELECTROSTATIC
SECTOR




Fyzikalni popis elektrostatické fokusace iontu

« v elektrostatickém analyzatoru pro ionty musi platit, ze dostrediva elektricka sila Q.E
je v rovnovaze s odstredivou silou m.v4/r, takze:

(E je intenzita elektrického pole)

* po transportu z iontového zdroje a urychleni potencialem U maji ionty energii:

E, =B — QU=12m.2 _>

 feSenim rovnice ziskame vztah pro polomér zakfiveni trajektorie v elektrickém poli:
r=2.U/E,

* Z rovnice vyplyva, ze fokusace iontu v elektrickém poli nezavisi na poméru m/z, ale
pouze na jejich kinetické energii (pruletem elektrostatickym analyzatorem se sjednoti
kinetické energie pro pfislusné m/z)

« spojenim magnetické (B) a elektrostatické (E) fokusace iontu lze dosahnout
vyrazneho zvyseni RP, az 30 — 100 000 pro magneticky sektorovy analyzator s
dvojitou fokusaci iontu



Fyzikalni popis elektrostatické fokusace iontu

Magnetic sector B

/

E lectron beam

Molecular beam

,

Multiple cell furnace

I s econdary electron
multiplier



Geometrie analyzatoru s dvojitou fokusaci

a/ podle Mattaucha a Herzoga
b/ podle Niera a Johnsona

c/ podle Matsudy

d/ inverzni usporadani poli

magnetické magnetickf
pole I o€
a/ EB b/ EB
o) . 0 elektricke
(30°507, 90°) i | (90°, 90°)
zdroj TR kolektor__-_
a)Uspofaddni pol{ podle b )Uspotliaddni poldl podle
Mattaucha a Herzoga \\ Niera a Johnsona
kolektor
' elektrické
skuteé¢ny _ 7. ____ pole
obraz g
. c/ EB lek::riC__m.f:;gnetické agnetlcke \ d/ BE
(stejna divergentni ké pole POlE - pole (90°, 90°)
funkce jako ] kolektor
konkavni CoCka) - —_
zdroj zdroj

c)Uspofadani polf podle Matsudy d) Inverzni uspofaddani poli
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Josef Mattauch (nar. 21.11.1895 v Ostravé, zemrel 10.8.1976 v emEe) ARy o
Mainzu) absolvoval univerzitu ve Vidni, kde plsobil jako profesor - ”f"‘f’”ﬂ‘l 9
fyziky. Od r. 1939 byl vedoucim oddéleni na Ustavu cisafe Viléma a §¥ 2)
od r. 1947 feditelem Max Planck Institut fur Chemie v Mainzu.
Zabyval se mimo jiné hmotnostni spektroskopii (roku 1930 sestrojil
S R. Herzogem dvoupaprskovy hmotnostni spektrograf).

magneticke

canne at omcrian
0'1 e Institute of Physics

magnefické
pole

elektrické
. elektridi pole |
zdroj X pole 5] kolektor-___
a)Uspofaddani pol{ podle b )Uspofidédni poldl podle
Mattaucha a Herzoga iera a Johnsona
kolektor
' - elektrickeé
skutetny _ 7. ____ pole
obraz rgh> ’
lektric- magnetlcke agnetlcke
ké pole po . pole
i koloktor
-l —
zdroj zdroj

c)Uspofdddni pol{ podle Matsudy d) Inverzni uspofadani poli



Kvadrupolovy analyzator

(Quadrupole, Q)



Kvadrupoélovy analyzator
* R: obecné jednotkove rozliseni, pri pouziti hyperbolickych tyCi RP az 5 000
* spravnost urCeni hmotnosti: nizka (0.1 u)
* hmotnostni rozsah: do 3 000
» skenovaci rychlost: az 10 Hz

* oblibeny pro svou jednoduchost a nizkou cenu - LC/MS, GC/MS

« trojity kvadrupdl (QQqQ) - typické pro kvantitativni analyzu, pro MS/MS experimenty, 3
kvadrupOly spojené za sebou, stredni slouzi jako kolizni cela

« Casto soucasti hybridnich hmotnostnich spektrometrt, kde slouzi jako filtr (vybér
pozadovaneého iontu) a jako kolizni cela




Kvadrupélovy analyzator

* Ctyfi stejné kovové tyCe kruhového (hyperbolického) prufezu délky 20 - 30 cm, na
dvé protilehlé je vlozeno kladné stejnosmérné napéti, na zbyvajici dvé zaporné
stejnosmérné napéti, na vsechny tyCe je superponovano vysokofrekvencni stridavé
napeti

* ion je priveden do stfedu osy kvadrupodlu a zacne oscilovat

v dany €asovy okamzik, pro urcitou velikost poméru U/V, jsou oscilace stabilni pouze
pro ion s urcitou hodnotou m/z, ktery projde kvadrupdlem a dostane se na detektor,
vSechny ostatni ionty jsou zachyceny na tyCich kvadrupdlu

* plynulou zménou (skenovanim) hodnot stejnosmérného napéti U a amplitudy V
(jejich pomér zustava konstantni) jsou postupné propustény na detektor vSechny ionty
(jedna se vlastné o hmotnostni filtr)

detector

U=DC Voltage
Veos(eh = RF

3 WV = RF Amplitude
N\ w = Frequency

+(Upc + Vc-Cosmt)

-(Upc + Vac.COS®t)




Kvadrupolovy analyzator - mechanismus

1. pouze stejnosmerné napeéti

U prichod vdech (+) iontd | (+) ionty se vybiji a neprojdou

— Y7 = 4

2. stejnosmeérne i stridave napéti

+ ~ -~
U W W W r o=

[\ A /\/\ /\ projdou t&2si ionty L projdou lehc¢i ionty
VIV VT

e (it B

lehéi (nizSi m/z) ionty reaguji rychle na zmeény el. pole (tézsSi ionty reaguji pomalu)
+ ~ kombinace + ~, - ~ - ~
: : :
£ = =
n 0 n
> = >
S S 3
o ol o

m/z m/z m/z
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Kvadrupoélovy analyzator

Time

+Uqe 41560 « amplituda AC a DC vzrusta v Case
—1*1000 >« amplituda AC je pfiblizné 6x
L . viiv s v
Ve |4 00 & silngjSi nez DC
S
-
o g ° pomer V,.-/Upc je konstantni
L
VRe_| _ s
Y IR - £
2 y
—=1000 3 A
(s 4
— =1500
=Uy¢ <
. -(Upc + Vpc.COSmt >
+2000 (Upc AC ) \/ X

mlz

+(Upe + Vac-Cosomt)




Kvadrupoélovy analyzator - matematicky popis
* pro pary tycCi plati:
0, =+ (Upe + Vac.cosot) a ¢ = - (Upe + Vuc.COSot),

kde ¢, a ¢._je potencial vlozeny na protilehlé dvoijice tyCi (,kladné® a ,zaporné“ tyce), o
je angularni (uhlova) frekvence [rad/s] = 2[1v (v=1-3MHz), U je stejnosmérna slozka
napeti, V, je stridava slozka napeti

¢, = m.d2x/dt?, ¢ y= m.d2y/dt?,

- odvozenim ziskame Mathieu-ovu rovnici stability (Mathieu E., J.Math.Pures Appl. 13
(1868) 137):

a, = a, = -a, = (8zeUpc) / (Mw?ry?), d, = dy = -0, = (4zeV,c) / (Mo?ry?),

z cehoz odvodime vztahy pro U, V.

. m/z . (w°ry?) / 8e,. m/z . (w°ry?) [ 4e

Parametr a charakterizuje vliv stejnosmerne slozky napéti
Parametr q charakterizuje vliv stridavé slozky napeti




Stabilitni diagram pro kvadrupal

» zavislost parametru a na g — vymezuje oblasti, kde je ion o dané hmotnosti stabilni (projde
kvadrupdlem) nebo nestabilni (neprojde kvadrupdlem)

du | X stable region

A

dc voltage

Stable lon Trajectory

\—/ Qu ac voltage

X-Z Axis Y-Z AXis

unstable stable

Y stable region Cz stable k\\ M stable
‘“““' il S’

lablc unstable

—

C

Béhem letu kvadrupdlem v ose z musi m|t iont stabilni trajektoru v osach x a y tak, aby nenarazil
na kovove tyCe; pro kazdou hodnotu m/z je tedy potreba zvolit vhodné U, a V, (pfi konstantni

frekvenci RF napéti).



Stabilitni diagram pro kvadrupal

* parametr a zavisi na stejnosmerném napeti (Uy), parametr q zavisi na amplitudée
stfidaveho napéti (V)

* pfi skenovani se meni parametry a (Upc) a q (Uxc) tak, aby jejich pomeér byl stale
konstantni, postupné jsou propustény kvadrupolem vSechny ionty a zaznamenano
spektrum v daném rozsahu

* snizenim poméru a/q lze zvysit oblast (rozsah) m/z iontu, které projdou
analyzatorem, ale zaroven se snizi rozliseni

A @Q=konst.

0.2+

y nestabilni

mz - |
o X nestabilni i m,<m,<m,

Stabilni s
oscilace
0 05 1.0 a

$ifka piku




Kvadrupélovy analyzator

 pro maximalni RP je optimalni hyperbolicky prufez, poskytuje vyssi rozliSeni, ale

oD el

Citlivost vs. skenovaci rozsah Q:

 pokud skenujeme napf. v rozsahu 1 000 m/z, na detekci jedné hodnoty m/z mame
pouze 1/1 000 z celkového Casu, ve zbytku doby (tj. 999/1 000 Casu) jsou ionty s touto
hodnotou zachyceny na tyCich kvadrupolu = snizime-li hmotnostni rozsah, zvySime
citlivost detekce

 pokud pouzijeme tzv. selektivni zaznam iontu (Selected lon Monitoring, SIM),
zvySime vyrazné citlivost (v uvedeném pfrikladu 1 000krat), ale uz nemerime
hmotnostni spektrum, ale pouze zaznam intenzity iontu na ¢ase (popf. i vice iontu) -
vhodné pro kvantitativni a stopovou analyzu, kdy zname strukturu

 kvadrupdl je velmi jednoduchy a relativné levny hmotnostni analyzator, ktery se
velice rozSifil zejména u tzv. stolnich (“bench-top”) hmotnostnich spektrometrd pro
spojeni se separacnimi technikami (GC/MS, HPLC/MS)



Trojity kvadrupolovy analyzator
(Triple Quadrupole, QqQ)

3 kvadrupdly fazeny za sebou a prostfedni z nich (g2) slouzi jako kolizni cela se
zavedenym koliznim plynem, ktery zpusobuje kolizni excitaci vybranych iontu
kvadrupolovym analyzatorem Q1 a jejich naslednou fragmentaci, vzniklé fragmenty

jsou analyzovany pomoci Q3

* na rozdil od pasti muze dochazet k opakovanym koliznim excitacim diky
opakovanym srazkam iontu (jak prekurzoru, tak i produktového iontu) a kolizniho
plynu, tzn. pozorujeme vice fragmentovych iontd nez u MS/MS mérfeni s iontovou

pasti

» moznost méreni riznych typu skenu:
- sken produktovych iontu
- sken iontd prekurzoru
- sken neutralnich ztrat
- sken iontovych reakci

« pro méfeni MS3 by bylo nutné spojit 5 kvadrupadlu

za sebou QQqQgQ, prakticky se nepouziva; pro MS"

do vySSiho stupné nez MS? jsou vhodnéjsi analyzatory
na principu pasti

Normal Scan Mode

—_— —_—
e ——
—_— _—
=== ==
Ql Q2
fon transmission Ion transmission
MS/MS scan mode
T CEsEEeT]
— 0O 0 O
. 050 ..o.oo
] =T
Ql Q2

Parent ion
transmisson

Collision
Chamber

Q3

Mass analysis

Q3

Mass analysis



Stabilitni diagram pro kvadrupal

« zavislost parametru a na g — vymezuje oblasti, kde je ion o0 dané hmotnosti stabilni
(projde kvadrupodlem) nebo nestabilni (neprojde kvadrupodlem)

QUADRUPOLE MASS FILTER - STABILITY

| . IfalC potentiali: I 0 T ' 13 »:j. 0¥l
Sl i 9 MASSSPEC PRO
 pokud se na kvadrupdl (pripadne jiné multipdly - hexapal, oktapdl) aplikuje pouze
RF — muzeme ionty fokusovat, vyuZziti v iontové optice nebo koliznich celach



Paulova iontova past

(lon trap, IT)

=7 Wolfgang Paul (1989, Nobelova cena za fyziku)
popis iontoveé pasti



3D lontova past
* R: 2 az 3 000 (nekteré pfistroje s RP do 4 000)
* spravnost urCeni hmotnosti: nizka (0.1 u)
* hmotnostni rozsah: do 3 000 (6 000)
 skenovaci rychlost: az 10 Hz

» moznost MS" experimentu - strukturni informace

* levny analyzator

3D quadrupole ion trap 2D linear quadrupole ion trap




3D lontova past - schema

* iontova past je tvorena prstencovou elektrodou a dvéma propojenymi koncovymi
elektrodami, na elektrody je vloZzeno napéti (3D kvadrupdl),

« jonty jsou kratkym napétovym DC pulzem pfivedeny do pasti vstupnim otvorem
koncoveé elektrody (“hadavkovani iontd”)

* vhodnymi pomery napéti vlozeného na krunhovou a dve koncové elektrody jsou ionty
zadrzeny uvnitf pasti (U€innost zachytu priblizné 5%)

* postupnou zmeénou napeti jsou prstencova elektroda

podle jejich m/z vypuzovany na
detektor vystupnim otvorem 4,5 koncova (,7/ ' 4 vystupni koncova
elektroda\; y \ elektroda
fokusované ionty > >
k detektoru

,Paulova past” vyuziva k zachyceni iontu staticka a oscilujici RF elektricka pole.



3D lontova past — popis mechanismu

* na prstencovou elektrodu viozeno vhodné RF
« koncoveé elektrody jsou uzemneny

« elektricka pole ménici se dynamicky v Case
(prepinani je tak rychle, aby ionty ,nevypadly”

* jonty stabilizovany v minimu (zachyt iontt)
 vzrustajici RF napéti — lehéi ionty vypadnou

 pro excitaci iontu je mezi koncové elektrody
aplikovano pomocné stridavé napeti

\
Endcap 1 k) Ring electrode
\

0.9
0:0:&
|

":: ::‘0 S
D057 S
NN
2\

Z-axis

S
N
P “‘-‘«t‘.‘:

Erxl-cap slectrode

End-cap electrode
Endcap 2

3 hyperbolické elektrody s rotacni symetrii okolo centralni osy z formuiji prislusna elektricka pole



3D lontova past

» do pasti se zavadi He jako tzv. tlumici plyn o tlaku asi 5*10- Pa

- tlumi oscilace v ose z (osa mezi koncovymi elektrodami), Cimz se dosahne
vyznamného zvySeni RP a zlepSeni zachytu iontu
- pro kolizni excitaci vybranych iontu pfi MS/MS experimentech
» jontova past umoznuje MS" experimenty v jednom misté = izolaci iontu,
fragmentaci a méreni produktovych iontd (moznost az MS10, v praxi max. MS>)

« preplnéniiontové pasti - je potfeba optimalizovat mnozstvi iontu davkovanych do
pasti, pokud jich je pritomnych pfiliS mnoho, dochazi ke vzniku prostoroveho
naboje ("space charge effect") a tim k vyraznému poklesu rozliSeni a posunu m/z
reseni:

- pfedsken - pfed vlastnim skenem se provede velmi kratky predsken, ve kterem se
spocita mnozstvi iontu pfichazejicich do pasti a podle toho se upravi doba
davkovani iontu (otevieni vstupni elektrody)

- vypocet z predchoziho skenu - vychazi z dat predchazejiciho skenu

« pravidlo 30/70 ("cut-off effect") - ionty s hmotnosti pod 30% hmotnosti prekurzoru
nemaji stabilni trajektorie a nejsou v pasti zachyceny



3D lontova past — matematicky popis

Podobné jako u kvadrupdlu se stabilita oscilaci iontd fidi Mathieu-ovym stabilitnim diagramem
(v tomto pfipadé trojrozmérnym), ktery vymezuje oblasti, kde je ion o dané m/z stabilni
(zUstane v pasti) nebo nestabilni (zanikne na elektrodach nebo je vypuzen).

“Matthieu eqn” d"; + (@, — 29,c0828)u = 0

dé

et -16eU
a = _
a,=-2a
0.2 g : mmz( 7'2 + 2:2 ) z '
- SL’T'
' ' qd; = 2/,.2  ~_2 qz:'zqr
p r) ’ Zl
z&"r
il ,/ “ 0, G V/m
r stabili 1 o
0.5 ty 1.0 1.5 qz & ﬁon
oo = ? = * a,a U/m

Adaptovano ze zdroje - Presentation on theme: "CH 908: Mass Spectrometry Lecture 6 Mass Analyzers
Prof. Peter B. O'Connor (https://slideplayer.com/)



3D lontova past - mechanismus

QITMS: Mass-Instability lon Ejection

SelV/ o lger

., — e =
mar (r +2z°) Tomer (x +227)

Operating

-0.4 -
Line

Aplikujeme RF na prstencovou elektrodu

Koncové elektrody pouze uzemnény
(neni aplikovan DC) — a, =0

-0.2

zvySovani RF napéti — narust q,
jednotlivych iontu (trajektorie pohybu
postupné nestabilni v q,=0.908)

0.0

o2 lonty jsou postupné vypuzeny z pasti (nizSi
m/z detekovany dfive)

+0.4 4

+0.6

Adaptovano ze zdroje - Presentation on theme: "CH 908: Mass Spectrometry Lecture 6 Mass Analyzers
Prof. Peter B. O'Connor (https://slideplayer.com/)



3D lontova past — rezonanéni excitace iontu

V dusledku setrvaénosti, ionty neosciluji pfi zakladni RF frekvenci, ale osciluji v pasti pfi tzv.
sekularni frekvenci, ktera je nizsi.

Sekularni frekvence zavisi na aplikovanem RF napéti V,. a podél osy z je umérna q,.

Pokud aplikujeme mezi koncové elektrody (osa z) pomocné napéti V,- o frekvenci (f,)
odpovidajici dané sekularni frekvenci iontd o — tyto ionty zaénou v daném sméru rezonovat
a amplituda jejich oscilaci v ose z bude vzrustat (pfenos energie se projevi zvySenim
amplitudy) az dojde k vypuzeni téchto iontl z pasti.

Aplikace napéti nékolika stovek milivoltu — sta¢i pokud je dodate¢né stfidavé pole vhodné
aplikovano v dané oblasti frekvence pohybu urcitého iontu.

Y/

DX

— Vypuzeni (ejekce) iontu (zvySeni E,;, — vypuzeni a nasledna detekce iontd, skenovani v
MS nebo MS/MS maodu)

— |zolace vybraného iontu(l) (vypuzeni ostatnich neZzadoucich ionta)

Rezonancéni metody pouzivané v iontové pasti:

Casto se vyuziva Sirokopasmova aplikace AC frekvenci pro excitaci vSech nezadoucich
iontu (stfidavého pole aplikovano v Sirokém pasmu frekvenci - vynechame frekvence,
které odpovidaji poZzadovanému iontu prekurzoru)

— Vybuzeni iontu (zvySeni E,;, - ,rozkmitani“ a nasledné srazky s He) — pro fragmentaci



3D lontova past — rezonancni excitace

(A) Amplitude of rf signal

lon Mohon in r direction
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(B) Amplitude of rf signal

and supplementary ac signals
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3D lontova past

Animace:
1/ MS méd - zachyt v pasti

2/ MS mod - skenovani
3/ 1zolace pro MS/MS
4/ CID-MS/IMS

Collision

Abundance

|

Productions ejected
and detected

m/z



../Animace_prednasky/ANALYZERS/Animace_IT/1dampinggas.exe
../Animace_prednasky/ANALYZERS/Animace_IT/3scanning_ms.exe
../Animace_prednasky/ANALYZERS/Animace_IT/6capture.exe
../Animace_prednasky/ANALYZERS/Animace_IT/7collision.exe

2D iontova past - linearni iontova past

* jedna se v podstate o kvadrupdl na jehoz koncich jsou umisteny elektrody s
vlozenym potencialem, ktery umoznuje uchovavani iontu

 vyznacuje se vysokou kapacitou (az 50x vyssSi ve srovnani s 3D iontovou pasti)
- méne nachylné ke vzniku prostoroveho naboje
- vySSi linearni dynamicky rozsah

« vySSi uCinnost plnéni a detekce iontd

» muzou byt pfitomny i dva detektory

* ionty mohou byt vypuzovany radialne nebo axialné

» mUze pracovat v médu LIT i jako Q



Zachyt iontu v linearni iontové pasti

stejnosmerne * * *
napeéti (DC)

' f f f

vysokofrekvencni stridavé napéti (RF)

stejnosmeérné
napéti (DC)




Linearni iontova past

12 mm

37 mm

R, =4 mm
Hyperbolic Rods
Xy = 4.76 mm

Y,=4mm

12 mm

Back
Y Section
Center

Section

‘I'I'O.llt Slot: 30 mm x .25 mm
Section

kvadrupolove tyCe se segmenty



Linearni iontova past

LINEAR ION TRAP (LIT)

The LITis comprised of four hyperbolic rod sets,
arranged around a central axis. In one common

implementation, the rods are segmented into three
sections and have narrow slits for ion ejection.

&

.’.o MASS SPEC PRO



Linearni iontova past

LIT- MASS SELECTIVE INSTABILITY MODE

IIETEOIOR

The RF amplitude on the rodsisramped linearly, \ '
causing ions to simultaneously pass through the
/ x and y-stability boundaries and eject through \ ,
’\ slitsin the rods. The ejected ions strike a
‘ detector. Since RF amplitude and m/zmap
,=0,=0.908 linearly to each other for agiven g, value, the f ‘
raw signal vs. time data is easily tré anslated to
. signal vs. m/z.

oo MASSSPEC PRO

Zdroj - http://www.massspecpro.com/technology/mass-analyzers/linear-ion-trap-lit



Linearni iontova past

Positen (mm)

RESONANT EXCITATION - DIPOLAR

s | If the an AC waveform is applied between opposing rods
with a frequency that matches the ion's frequency of
ll“l‘ motion, the ion picks up energy. The resultisa linear
” H | \, increase inthe ion’s deviation away from the trap center.
A \\/
- WWM‘#;"'T:J"“-‘:"‘"‘-‘-‘-"‘*"*"'" =0.0mm Q=100 kHz
!

Time (v

"

| /I\\ mz-100 200V,

' l Excitation: 192kHz, 0.25V,,,

o9 MASSSPEC PRO

Zdroj - http://www.massspecpro.com/technology/mass-analyzers/linear-ion-trap-lit

Animace



../Animace_prednasky/ANALYZERS/LIT.exe

Analyzator doby letu

(Time-of-Flight, TOF)



Analyzator doby letu

« RP: 10 000 - 60 000
 spravnost urceni hmotnosti: 1 - 5 ppm
» hmotnostni rozsah: az 10° (az 10° bez reflektronu, 20 000 pro QqTOF spektrometr)

» skenovaci rychlost: 10 - 50 Hz

* pulzni hmotnostni analyzator s teoreticky neomezenym hmotnostnim rozsahem

Accelerating

energy (E} Flight path distance {d)
P | P
lon ;
pulser \‘?‘ O o @
) — -
O © ?
lon — | = .
onties =1 3 Flight tube
op 6 — Detector
L
o @ | lon source
{
o @




Analyzator doby letu

* Princip: méfi se doba letu iontu potfebna pro prfekonani urcité drahy (v letové trubici).

» Jedna se o typicky pulzni hmotnostni analyzator, protoze nejdrive jsou ionty velmi kratkym
pulzem urychleny na vstupu do analyzatorové trubice (oblast bez pole) a potom se prfesné
meéfi Cas (fadoveé ns — us), za ktery ionty “dolétnou” k detektoru.

» Na detektor dopadaji v rizném Case v zavislosti na m/z - ionty s mensi hodnotou m/z o
stejné kinetické energii se pohybuiji rychleji, takze se rychleji dostanou na detektor (“lehCi
ionty leti rychleji”).

« Extrakce iontu:

a) konstantni DC elektrické pole (mezi vzorkem a extrakénimi mfizkami) v axialnim
usporadani + pulzni ionizace (MALDI, SIMS) - (vzorek musi byt na vodivém materialu)

b) extrakce napétovym pulsem (pulzni elektrické pole) — axialni i ortogonalni usporadani

- v kombinaci s pulzni ionizaci (MALDI, SIMS) — pulz okamzité po ionizaci nebo se
zpozdénim (zpozdéna extrakce iontu)

- kontinualni tvorba (pfivod) iontd (API techniky) v kolmém sméru na letovou trubici —

ortogonalni usporadani - extrakce pred letovou trubici.

I LASER (MALDI) Vstup iontd
axialni

(API)
usporadani : usporadani

> Wl >
Konstantni el. pole

nebo pulz na pulzni elektrodu Pulzni elektroda " Extrakéni a urychlujici m¥izky

ortogonalni




Detector

Time of flight tube

Electric field
generator




Analyzator doby letu — fyzikalni popis
* pfi ionizaci ziskaji ionty priblizné stejnou energii a jsou urychleny elektrickym

potencialem U, takze plati: o o ] ]
Potencialni energie ziskana urychlenim

E =12mv=ezy Velektrickem poli
‘ je preménéna na kinetickou energii

* rychlost iontu v Ize vyjadrit (pfekonani vzdalenosti L = délka letové trubice = draha
letu za urcitou dobu t):

v =L/ v oblasti bez pole je rovhomérny primocary pohyb

 feSenim rovnic ziskame vztah pro vypocCet m/z:

L m
m/iz=2.eU.t3l2 E==p t= m\/;




Zvyseni rozliseni u TOF analyzatoru

» rozliSovaci schopnost linearniho TOF analyzatoru neni pfilis vysoka (cca. 1 000 —
3 000), pouzitim dale uvedenych technik Ize vyrazné zvysit RP az na ca. 15 —
25 000, ve specialnim pripade prodlouzene letove trubice az 60 000

e priionizaci ziskaji ionty kinetickou energii s urcitou distribuci, coz vede k rozsireni
jejich piku a tim ke zhorSeni RP)

Reseni je sjednoceni rozdilnych kinetickych energii pro ionty se stejnou hodnotou m/z:

1. Analyzator doby letu s reflektronem (rTOF)
pouziti tzv. iontoveho zrcadla neboli reflektronu, které slouzi k vyrovnani
riznych kinetickych energii (vyssi E,;, — vétSi prostup do reflektronu)
2. Opozdéna extrakce iontl (Dealyed Extraction)
lonty jsou z MALDI zdroje extrahovany s malym zpozdénim, v tomto meziCase
se ionty rozdéli podle rychlosti (kinetickych energii), nasledna aplikace el. pole
(rychlejSi ionty o trochu méné urychleny)

« DalSi moznost je vysoké urychlovaci napéti (snizeni relativnino prispévku
pocCatecCni rychlosti k celkové rychlosti) nebo vyrazné prodlouzeni letové drahy



Princip iontového zrcadla (reflektronu)

» reflektron = soustava elektrod s postupné zvySenym potencialem

* ionty s vetsi kinetickou energii proniknou hloubé&ji do odrazoveho eletrického pole
reflektronu pred jejich odrazem (oproti iontum s nizsi E, ), Cimz dojde k jejich opozdéni
oproti iontum s nizSi E, a tim i k vyrovnani celkovych drah iontu s ruznou E,

* hloubka praniku ionta do elektrostatického pole reflektronu je amérna jejich E, a
nezavisi na m/z

\W\
Potencialové pole na prstencovych

elektrodach definovano sérii rezistoru
LASER




Time: 51




Opozdéna extrakce iontu (Delayed Extraction)

Po (MALDI) ionizaci (v t;) maji ionty o stejné m/z ruznou E,; urychlovaci napéti se
aplikuje az po malé prodlevé (t.) — ionty se zatim pri E= O rozdéli podle rychlosti a
po viozeni napétového pulsu (E>0) pusobi na pomalejsi (modry) ionty silngjsi el.

pole a jsou tedy vice urychleny — vyrovnani rychlosti Velikost napétoveho pulsu

odpuzovaci extrakéni urychlovaci T
elektroda mfizka mrizka
I I
| |
o— | |
I o | | TOF - oblast bez pole > detektor
| |
12 kV 12 kV 0 kV
I I
| |
o I I
t, > i TOF - oblast bez pole > detektor
15 kV 12 kV 0 kV
I I
| |
tror ! : TOF - oblast bez pole : 2 detektor
I I
| |




Delayed Extraction -

Why

Fip
a— O

Linear mode
delayed continuous
extraction extraction
R=1,100 R=125

/

10600 10800 11000 11200 11400 11600

m/z

Reflector mode

delayed continuous
extraction extraction
R=11,000

/ R=650

6130 6140 6150 6160 6170

m/z

N2 Applied

AN

/.10 Biosystems



Ortogonalni TOF analyzator

* typické pro spojeni s APl ionizacnimi technikami, kde je kontinualni tvorba (privod)
iontU (na rozdil od MALDI ionizace - po laserovém pulsu se vytvori diskrétni oblacek
ionty, které jsou urychleny do letové trubice)

* vlozeni urychlujiciho pulzu na pulzni elektrodu jsou ionty urychleny smérem k
detektoru (reflektronu)

* po urcité dobé dalsim pulzem urychlime dalSi skupinu iontd, pfi spravném nastaveni
parametru lze vyuzit vSechny ionty

multichannel . S50
ion collector




Multireflexni TOF analyzatory

* vyuziva se odrazu iontu pro prodlouzeni drahy letu - W, mnohonasobné odrazy

LA TR Linear TOF
T e CUABAURGLE U ToF. ua

|II III s .

1 | ! 1
R — || s— I | m— | rmere ,
e — | — —— = Lyl TOF/TOF =, W :

a s g§ \ iy J ‘
PR [ 'g§

SpiralTOF

SpiralTOF™ TOF/TOF and Linear TOF

RP =60 000, 1 ppm, 17 m draha



Orbitrap



Elektrostaticka orbitalni past - Orbitrap
« RP: 100 000 — 1 000 000
 spravnost urCeni hmotnosti: <1 ppm
* hmotnostni rozsah: 6 000

 skenovaci rychlost: pomalejsi (1 - 5 Hz), pokud méfime
s mensim rozliSenim (kratSi dobu zachytu) az 20 Hz

* nejnovejsi typ hmotnostniho analyzatoru 1724
- popsan ruskym fyzikem A. Makarovem koncem 90. let minulého stoletl — Orbltrap
patent (1999), nasledné v roce 2005 komercializace

* nizsi rozliSovaci schopnost a spravnost urCeni hmoty oproti FT-ICR, ale vyrazné nizsi

porizovaci naklady




Elektrostaticka orbitalni past - Orbitrap
Nékdy se nazyva ,Kingdonova past® — popsal orbitalni zachyt iontu (nikoliv MS
analyzator) poprvé popsal K.H. Kingdon v roce 1923 — mezi valec (s prirubami) a

drat aplikace DC napéti — pokud maji ionty dostateCnou rychlost zaCnou v
uzavieném prostoru rotovat kolem dratu.

Silné pole pfitahuje ionty k dratu, pohyb je omezen zakfivenym polem v dusledku
pritomnych pfirub na okraji valce K. H. Kingdon, Phys. Rev. 21, 408, 1923

® =Alnr +B KINGDON TRAP

frekvence rotace zavisi na
rychlosti iontl a
pocatecnim uhlu
Vyuzivalo se prevazné pro
zachyceni iontu a nasledné
spektroskopicke studie

Zdroj - http://www.massspecpro.com/mass-analyzers/orbitrap



Elektrostaticka orbitalni past - Orbitrap

Orbitrap dokaze zachytit ionty (je to tedy typ iontové pasti) — neni potfeba aplikovat
vysokofrekvencniho napéti ani magnetickeé pole, aplikuje se stejnosmeérné napeéti

lonty rotuji kolem elektrody, pricemz elektrostaticka pritazliva sila musi byt v
rovnovaze s odstredivou silou rotujiciho iontu

Geometrie elektrod je dulezita pro spravné rozloZzeni potencialové distribuce
elektrostatickeho pole

Frekvence oscilace iontu (zvlasté pak axialni frekvence) se daji kontrolovat tvarem
elektrody

o>
it

Uvnitf pasti je charakteristické Kvadraticko-logaritmické pole

j> U (r, z)_— { 2—r2/2+Rri-In(r/Rm)}

R, charakterlstlcky polomér Orbitrapu
k . zakriveni pole
zar ...cyIindrické koordinaty

K & Orbitralni past jako hmotnostni analyzator

A. Makarov, Anal. Chem. 72, 1156, 2000




Orbitrap
|

| \ K
o= |—

m/z

‘ l\ [l(

‘ H||
.n|; I 1 l il i
('\: H.l!\ i" ’l \l :I‘I

 sklada se z vnéjSi a stredové vietenove elektrody, na které je vlozeno napeéti

* ionty se pohybuji okolo a podél stfredove elektrody

* frekvence v ose z (w,, podél stredové elektrody) je nepfimo umérnou odmocniné z m/z
* jako u ICR cely je méren ionty indukovany proud na vnéjSich elektrodach

* hmotnostni spektrum se ziska po Fourierové transformaci signalu



Orbitrap — zakladni popis

A.A. Makarov, Anal. Chem. 2000, 72: 1156-1162.
A.A. Makarov et al., Anal. Chem. 2006, 78: 2113-2120.

Kvadraticko-logaritmicka potencialova distribuce
pro idealni Kingdonovu past:
U(r B K { 2 2 2

,z)_E- z°—r°/2+R--In(r/R.)
R,, ... charakteristicky polomer

kK ... zakriveni pole
r,z ... cylindrické koordinaty

Charakteristickeé frekvence:

* Frekvence rotace w,
 Frekvence radialni oscilace w,
* Frekvence axialni oscilace w,

[rad/s]

* Pouze w, nezavisi na energii a
uhloveé distribuci iontd, ostatni w
silné zavisi na rychlosti iontu a
pocCateCnim polomeru




Elektrostaticka orbitalni past: C-trap davkovani
iontu do orbitalni pasti

frekvence rotace iontu zavisi na rychlosti iontu a po¢ate¢nim uhlu, a proto je
potfeba rychlost iontu sjednatit (jejich E,;,) a spravné do pasti nadavkovat —
zvysSeni hmotnostniho rozliseni

davkovani pomoci RF iontové pasti C-TRAP |NJ ECT' ON

v prostfedi 103 mbar N,

ionty stlaceny do uzkého svazku ,' “ “ /
(ionty se v prostiedi RF v dusledku [
jemnych kolizi z N, zchladi - ztrata nn/

kinetické energie — ,zchlazeni®)

DC pulsem zavedeny do Orbitrapu
(10-1% mbar)

Zdroj - http://www.massspecpro.com/mass-analyzers/orbitrap



Elektrostaticka orbitalni past: C-TRAP davkovani

% CTRAP
B

L
oo VASSSPECPRO

Zdroj - http://www.massspecpro.com/mass-analyzers/orbitrap



Davkovani iontu a tvorba iontového prstence

* Uzky svazek iontu s urcitou hodnotou m/z vstupuje do
elektrického pole

* ZvySujici se napeti stlaCuje ionty

« stabilizuje se napéti a nasledné se stabilizuji i trajektorie iontu
* rotujici prstenec iontl (podobné jako prstence u planet)

* VVypocCet tvaru elektrod
(1 — stfedova, 2 — vngjsi)



Detekce proudového obrazu (image current)

-

I(t) A

\ 4
r—

» detekce vSech hodnot m/z

« frekvence axialnich oscilaci kazdého prstence iontt indukuje proudovy obraz na
vnejsich délenych elektrodach

« paralelni zaznam vSech iontu generuje sloZzity signal (zavislost intenzity na Case,
superpozice vSech iontu v pasti), frekvence jsou stanoveny pomoci Fourierovy
transformace podobné jako u FT-ICR a prevedeny na hmotnostni spektrum



Detekce proudového obrazu (image current)

Fourierova
transformace
— =
[ =
= mpy o
i =
TIME M//

» detekce vSech hodnot m/z

« frekvence axialnich oscilaci kazdého prstence iontt indukuje proudovy obraz na
vnejsich délenych elektrodach

« paralelni zaznam vSech iontu generuje sloZzity signal (zavislost intenzity na Case,
superpozice vSech iontu v pasti), frekvence jsou stanoveny pomoci Fourierovy
transformace podobné jako u FT-ICR a prevedeny na hmotnostni spektrum



Orbitrap — schéma pristroje

Linear lon Trap Orbitrap Hybrid MS

APl lon source Linear lon Trap C-Trap

Differential pumping

Lk
""'N I
' | | l‘\




lontova cyklotronova rezonance
s Fourierovou transformaci

(Fourier transform-lon cyclotron resonance, FT-ICR)



FT-ICR

stz o PN
* RP: 1 - 20 miliénu A
, . , . F //;«//’;4:,/;/ - g,/’//’j
 spravnost urceni hmotnosti: <0.5 ppm 7 é

* hmotnostni rozsah: az 10 000 =

E. Nikolaev

 skenovaci rychlost: pomaly (0.5 - 2 Hz) RP a3 21 000 000

« parametry ICR vybocuji z ramce vSech ostatnich analyzatoru (cena, rozliSeni,

vakuum)

BRUKER. .
JRLTOHICS
9.4T AS

Actiey Shieided

« BRUKE|
BatTos




FT-ICR cela

koncové elektrody, 1 az 5V

Detekce

Excitace

* bézny polomér cely: 1-3 cm

 puvodni polomér drahy iontu v cyklotronu je velmi maly (0.01 - 0.1 mm) a neni
fazoveé koherentni, nepouzitelny pro méreni

* excitaci se polomeér zvysSi na ca. 1 cm

* silné magnetickeé pole B v rozsahu 1 - 21 Tesla, nejbeznéji 7 Tesla



lontova cyklotronova rezonance - princip

1. lonty jsou zachyceny pomoci koncovych elektrod v ICR cele v prostredi silného magnetu a
silného vakua < 107 Pa (kombinace magnetického pole a elektrického potencialu —
pohyb). Jejich oscilace o, maji fazoveé nekoherentni a nizkou amplitudu (detekCni elektrody
nejsou schopny nic zaznamenat). ®. = (Q.B)/m=(z.e.B)/m

2. Na excitacni elektrody (které jsou kolmo k magnetickému poli) je vlozen Sirokopasmovy RF
puls (kazda frekvence excituje ionty o jiné m/z). Dojde rezonancni excitaci iontd na vyssi
orbit — vySSi polomér (blize k detekénim elektrodam) — detekéni elektrody vypnuty.

3. Po vypnuti RF pokracCuji ionty v trajektorii pohybu na vysSim orbitu a charakteristické
frekvenci - zapnou se detekCni elektrody, které detekuji indukovany proud —

interferogram, superpozice frekvenci vSech iontu v cele. Fourierovou transformaci se
prepoctou tyto frekvence do stupnice m/z - ziskame hmotnostni spektrum.

1 3
TN | P

2.
N\
detekeni
eleelftrgdy > (@

excitacni

elektrody AN N NN




lontova cyklotronova rezonance - princip

Dostrediva (magneticka) sila musi byt v rovnovaze s odstredivou silou

Il. Newtonlv zakon— F=m.a
dostredivé zrychleni = v3/r  Fy=m.v2/r

Frmag=F¢ Q.v.B=m.var

r=(m.vy)/(Q.B)

polomér cyklotronového pohybu

V. slozka vektoru rychlosti iontu (radialni slozka)

Rychlost Ize vyjadfit pomoci uhlové frekvence

Vi=T1.o

)

cyklotronova uhlova
frekvence

®, = (Q.B)/m=(zeB)/m

» cyklotronova uhlova frekvence je nezavisla na pocCatecni rychlosti iontu a je funkci

magnetickeé indukce a m/z

Y W vy o

Y W vy o

 silngjSi magnetické pole ma za nasledek vyssi frekvenci a mensi polomer

cykloidniho pohybu

« kombinace radialni a axialni slozky rychlosti iontu — pohyb po Sroubovici



FT-ICR

Axialni (z, mezi elektrodami zachytu, rovnobézné s B) a radialni rovina (r, kolmo k B)
Axialni oscilace iontll v ose “Z” (trapping oscilations) zpusobené elektrickym polem (nutné k

zachyceni iontl v cele) ovliviuji cyklotronovou frekvenci a snizuji rozliseni.
« Kombinace tfech pohybu - cyklotronova rotace, axialni oscilace a magnetronova rotace

magnetic
field

lon motion in an electrostatic trap

Magnetron rotation
o ~0 20

Axial oscillation

., w, = 4aq/m
§ | /),,——v =t 1
£ ) - X } | Cyclotron
s | Ry { g7 /\,//v i "\ rotation
FE : ‘\sﬁ/:~~ Y 7 i _(_—\—-/ e \/ axial |qB|
& = » 2" 7 oscillation a)c = —
'x, b /(1) magnetron m
\ ”” C motion
cyclotron
motion ) ) ) .
@, Potential distribution

endcap Measured frequency V= a(x2 +y* — 222)

S.F. Hoogerheide a kol., Atoms 3 (2015) 367 E.N. Nikolaev a kol., Mass Spectrom. Rev. 35 (2016) 219
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Fourierova transformace

zavislost intenzity na Case
superpozice signall vsech frekvenci ionta v cele

Fourierova transformace

zavislost intenzity na m/z
hmotnostni spektrum

1000 2000 3000 4000 m/z



FT-ICR - ruzné geometrie ICR cely

b D %
&
%

Af T (trapping) — elektrody zachytu

E — excitacni elektrody

E

D — detekeni elektrody

C — kompenzacni elektrody

Odstranéni vlivu oscilaci v ose “z” jinym a
lepSim  zplUsobem  distribuce elektrického
potencialu v ICR cele — podstatné zvysSeni
rozliSeni

Spherical surface inside

E.N. Nikolaev a kol., Mass Spectrom. Rev. 35 (2016) 219



Posouvani limitu v rozliseni

C,3H3CILNgOgS,Na

Monoisotopic

R=500,000

r

37C|1 \
R=800,000 %
Ultra-vysokeé rozliseni
p dynamicky harmonizovana
A+2 \ Cla ParaCela (ICR detektor)
= R=1,300,000
34S
658.938 658.940 658942 miz| Rozlieni jemné
:> izotopické obalky
S (izotopologu)
A+1 180 G,
Il e i izotopicky |[posun Am/z
658.940 658.944 658.948 m/z p"'-ispévek M+2 [Da]
A+3
ra 343, 1.9958
37C, 1.99705
{ At ae 180, 2.00425
. - = k - === |13C, 2.00671
657 659 661 663 m/

https://www.bruker.com/products/mass-spectrometry-and-separations/mrms/solarix/overview.htmi



Posouvani limitu v rozliseni

462 rozliSenych MS pikd v ramci jedné nominalni hmotnosti 677

1.1 mDa 462 peaks > 60
“&311301 vs.C, mIAmSO% = 2,100,000

0.53 mDa

11 HgS,3S,vs. C;N,
— 1 1 —5

'l 0.56 mDa
1C4N,13C, vs. H;*S,
4_
', 0.69mDa
{CeN, vs. Hs0,S,
1<§—

e

677.551 677.556 677.562 677.567

\

~
=

e i i
4

kLA L

677.218 677.300 677.382 677/.'464 677.546 677.628 677.710
m/z
D. F. Smith a kol., Anal Chem. 90 (2018) 2041-2047.




Schéma ICR-MS instrumentace

Supercunducting

magnet (9.4 Tesla) ICR cell
Second ion Trap/extract Hexapole
funnel electrode collision cell
Electrospray  Firstion ‘ Quadrupole  10-3 mbar Electrostatic ion
capillary funnel Hexapole ion selector transfer optics

an - L

Atm

1079 mbar

|
10" mbar

Zdroj - https://www.chromacademy.com/




http://www.eu-fticr-ms.eu/upload/infra/instrument/instrument_101 UEF%20Chemistry%2012-T%20Solarix.JPG



Schéma ICR-MS instrumentace - video

NC STATE UNIVERSITY

W.M. Keck FT-ICR Mass Spectrometry Laboratory

Zdroj - https://www.youtube.com/watch?v=7EHngA4S3Ws



Hybridni hmotnostni
spektrometry



Hybridni hmotnostni spektrometry

» kombinace dvou a vice ruznych typu analyzatoru
» za uCelem MS/MS a MS" experimentu

» zlepSeni vlastnosti pristroje

« kombinace sektorového analyzatoru a kvadrupdlu - BEQQ nebo BEEQ
* QqTOF - nejbezneéjsi, komercne dostupny
* IT-TOF

« kombinace Q nebo LIT s FT analyzatory (ICR, orbitrap) - moznost MS/MS pfipadné
MS" analyzy (vysokeé rozliSeni spekter produktovych iontl)



QqTOF

* moznost vysokého rozliSeni a spravnosti urceni m/z diky TOF analyzatoru

* kombinace s prvnim kvadrupélem umoznuje MS/MS analyzu
« druhy kvadrupol (oznacen malym ,q°) slouzi jako kolizni cela

f.osk : pusher detector
ion . | e ,%°, ® 09 @
source —%‘ —'."-'. e ©® —2: .~ '; ®
MS1 ~ colision cell
(quadrupole) (quad- or hexapole)

reflectron




Tandemova hmotnostni
spektrometrie

(Tandem mass spectrometry)



Tandemova hmotnostni spektrometrie
(MS/MS a MS" analyza)

« v MS/MS usporadani: vybrany ion podrobime excitaci (nejCasteji srazkam s inertnim plynem -
tzv. kolizni plyn) v analyzatoru nebo kolizni cele — rozpad iontu na fragmentové ionty, jejichz
hmotnostni spektrum zméfime (MS/MS spektrum obsahuje pouze fragmentove ionty vzniklé
rozpadem vybraného prekurzoru a zadné necistoty — pokud spoleCné s prekurzorovym
iontem nefragmentujeme blizkou interferenci)

« Disociace v iontovém zdroji (in-source fragmentace): ionty pritomné v dany moment v
iontovém zdroji podrobime CID bez moznosti vybéru iontu prekurzoru (MS/MS spektrum
obsahuje fragmentové ionty vzniklé ze vSech iontl pfitomnych ve zdroji v€. necistot)

Hmotnostni spektrometry umoznujici MS/MS

» Trojity kvadrupol QgQ (g = kolizni cela, kvadrupdl, na ktery je vlozeno pouze stfidave
napéti a do n&j zaveden kolizni plyn kvUli srazkam s pfivadénymi ionty) — pro MS3 by
muselo byt QqQgqQ — neni prakticke, roste cena

* lontové pasti (3D, linearni, ICR)

« TOF-TOF

* Hybridni hmotnostni spektrometry (QqTOF, LIT-Orbitrap, QQICR, IT-TOF, EBgQ)

MS/MS lze rozdélit na techniky umoznujici fragmentaci v prostoru (izolace a fragmentace
Vv jiném misté) a Case (izolace i fragmentace v jednom misté — v pasti)



Mozné mechanismy fragmentace

kolizné indukovana disociace (CID - collision induced dissociation)
- disociace iontu po srazce s atomem nebo molekulou (He, Ar, N,),
pripadné kolize s povrchem (napf. skimmer)

- srazky v dusledku urychleni elektrickym polem

fragmentace v dusledku fotodisociace (PD - photodissociation)

- energie dodana uv fotony — UVPD (UV photodissociation)
- energie dodana IC fotony — IRMPD (infrared multiple photon dissociation)

fragmentace v dusledku zachytu e: ECD — electron capture dissociation
ETD — electron transfer dissociation)

nadmeérna excitace pfi ionizaci — napr. vysoka energie laseru pfi (MA)LDI
(fragmentace uz ve zdroji nebo mimo zdroj (TOF analyzatory), ale pred finalni
detekci — PSD (post-source decay)



Rozdéleni CID podle aktivacni energie

1. nizkoenergeticka CID (energie srazek 1 — 100 eV)
- U QQgQ, iontové pasti, QqTOF, QgICR lze ionty urychlit pouze asi do 100 eV
— Jako kolizni plyn se pouziva Ar, He, N, - pfi nizSich koliznich energiich je volba kolizniho

- fragmentace funkCnich skupin a vétSich ¢asti molekuly

2. vysokoenergeticka CID (energie srazek v keV)

— u hybridnich sektorovych pfistroju (EBQQ a BEQQ) a TOF/TOF muzeme ionty pred
zavedenim do kolizni cely urychlit potencialem az nékolik keV, takze urychlené ionty maji

vysokou kinetickou energii (jako kolizni plyn se pouziva He, Ar, Xe)
— rozsahlejsi fragmentace, studium poloh dvojnych vazeb a vétveni retézce

» hybridni sektorové pfistroje mohou kombinovat oba zpUsoby excitace

« proC vubec toto rozliSeni? MS/MS spektra pro oba typy kolizi se mohou vyrazné lisit,
protoZe fragmentace iontu pfi srazce silné zavisi na jejich plvodni energii



CID MS/MS spektrum iontu A

4) spektrum produktovych
CID

ionta (méreno v Q, TOF, ICR
cele, Orbitrap

1) ionizace
2) izolace 3) fragmentace
‘ (kvadrupdl) (kolizni cela)
> @ &
A A
4
< < g
~In-source* CID MS spektrum ~-¢ 3) Smesne
spektrum

produktovych
jiontu

1) ionizace

‘ | l 2) Fragmentace




MS" analyza v iontové pasti

|Izolace prekurzoru, CID aktivace, analyza produktovych iontu - vSe se
déje na jednom misté, akorat v jiném case.

1. vybrany ion prekurzoru je zadrzen v pasti, vSechny ostatni ionty jsou vypuzeny,
pak dojde ke CID s atomy helia pfitomnymi v pasti a tim i fragmentaci iontu a
nasledné zaznamename MS/MS spektrum

2. stejnym zplsobem mizeme dale pokracovat na MS3, atd. Teoreticky lze az MS10,
prakticky jsme omezeni citlivosti detekce a Zivotnosti iontu, takze bézné se
dosahuje MS3 - MS>, coz pro strukturni analyzu plné postacuje

3. pro operatora experimentalne pomeérne snadné, MS" analyza se provadi v
jediném analyzatoru



Princip MS"

CID
MS/MS iontu A
3) Fragmentace 52
A

1) lonizace

2) 1zolace A

B

D 4) Izolace F1

C
’ 5) Fragmentace

“‘O
F1 £/

MS° analyza A — F1



Egacid Red 6B

MW=522 OH NHCOCHS3

CH3CONHON:N

HO3S SO3H



Egacid Red 6B - MS

[M-H]=521 OH NHCOCH:;

CH3CONHO N:N

HO3S SO3”



Fragmentacni schéma barviva Egacid Red 6B

148 ¢ OH NHCOCH;

m/z 373
. CHQ,CONH{ }? ‘O 148
m/z ;
HO4S SOg\‘ ) OH NHCOCH
e o9
OH  NHCOCH;
. / -28 (N2) HO,S SOy
SO iz 493
HO,S SO,

NHCOCH, j -64 (SO»)

CH,CONH
: m/z 309
m/z 429 HO,S SO; OH  NHCOCH;,

NHCOCH; N
w R

CH,CONH O ‘O HOS o

HO;S -80 (SOB)

/ -28 (CO)
miz 413

NHCOCH; m/z 281

S04



Fragmentacni schéma barviva Egacid Red 6B
(pokr.)

162,
m/z 521 s
m/z 373

CH CONH—< >—N N—-
m/z 359 3 2 —/ OH  NHCOCH,

HO;S SO3 NI
OH NHCOCHs; Ay
. -28 (N2) HO5S SOy
‘O ) m/z 493
HO3S SO3 NHCOCH; -64 (SO»)

CH3CONH m/z 309
m/z 429 HO,S SO; OH  NHCOCH,

NHCOCH; N

w (50
crconn— ) ‘O o8 .
s -80 (SO3)

/ -28 (CO)
m/z 413

NHCOCH; m/z 281

SO5°

OH  NHCOCH;




Fragmentacni schéma barviva Egacid Red 6B
(pokr.)

OH NHCOCHS3
OH  NHCOCH, m/z 359

‘ 
HO3S SOg3- HO,S SOy

m/z 317
m/z 295 '15 (NH) -81 (SOgH)
-17 (OH) OH COCHs, NHCOCH3

- iz 344 se!
M/z 342  NHCOCH; HOLS Soly

HO,;S

P Soly m/z 278
‘O : ,A) (SO2) -64 (SO2)
HOSS 50s m/z 214
m /Z 2 6 4 OH COCH; NHCOCH;
-80 (SOs) - -80 (SO3)
SOy
m/z 200 Y

NHCOCH;
-64 (SO») OH  COCH, NHCOCHS

m/z 262 '
HO,S SOy ‘O m/z 198 ‘O
o



TOF-TOF analyzator

v draze letu iontu je zarazena kolizni cela, ve které dochazi k fragmentaci vybranych

iontu, moznost vysokoenergetickych kolizi

/ S Mass Gate

TOF 1

Acceleration 1

Laser beay
Sample lon trajectory

holder

gy L L L
-------------
-
....

............................................. <toememe-=----- 1 Datector

e © & o ¢ o O
Second reflector

L

Cell

Collision

TOF 2

Acceleration 2

P N

Collision cell

------------

Detector

First reflector

-
-------------
-



Disociace zachytem elektronu (ECD)
zejmena v FT-ICR pristrojich.

fragmentace pomoci proudu pomalych e (energie < 1leV) generovanych ze zahfivané
davkovaci katody (prstencového tvaru)

pokud nékolikanasobné nabity ion zachyti uvnitf ICR cely e-, vznikne ion s lichym pocCtem e,
ktery diky prebytku energie rychle fragmentuje

vhodné pro strukturni analyzu proteinu (peptidl), Stépeni za peptidovou vazbou — vznikaji
zejména ionty typu ¢ a z; nedochazi ke Stépeni modifikujicich funkCnich skupin
(posttranslacni modifikace) — nevede k fragmentaci boCniho retezce!
[M+3H]3* + e — [M+3H]?* — [C+2H]* + [Z+H]"

ion ¢ onz x y z x vy, z

|
dutz
Vet katoL::Iz Q R2 Q R4
Stup ECD J\ )\ H ﬂ\
iontd) II onty I H->N .8 LN - OH
|| CReela | €
|

| =3 O R, 0

B — a1 b1 C1 32 bz Cz

M. Bohé&¢ a kol., Chem.Listy 99 (2005) 943-951. C-C (a, x); peptidova vazba (b, y); N-Ca (c, 2)




ECD

cib

ECD versus CID

Precursor ions
Low energy electron
e-

©
e

Electron capture

Precursor ions

Neutral gas

Dissociation

T =

Dissociation

c and z fragments

http://www.chromatographyonline.com/posttranslational-modification-characterization-

electron-capture-dissociation-using-linear-ion-trap



Disociace zachytem elektronu (ECD)

« Po zachytu e se tvori hypervalentni radikaly RNH3', které dale disociuji

NH
l C 5
e + l;l
o) o)
N
R
W/U\NH OH
NH3 0
+
NH3
Ha

c & Z

O
* OH (—
Y
NH3 NH
3

+
NH3

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0402700101



Porovnani ECD a CID

« U CID dochazi k fragmentaci peptidové vazby za vzniku b y série
0 R, 0

O R,
1\’).&“""%]/ OH —_— \‘/\I\NW OH
NH> @)
+
NHg / NH3
@)
OH

(@) R2
| NH
R1\I/C+ T HN
@)
NH,
b y

+NH3
www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0402700101



Porovnani ECD a CID

Ztrata informace o poloze posttranslacni modifikace u CID (priklad fosforylace)
OH
| +
HO—FI>—OH

L
9 0
HN e NH
NH OH
R O R
0 0 l
HANC A NH
+
< N OH +
H
R O R

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0402700101

=

7
O=1-0
-

o

o E



Disociace prenosem elektronu (ETD)

mechanismus fragmentace obdobny ECD, vhodné analyzatory — iontové pasti, QqTOF

interakce vicenasobné nabitych iontl s radikal-anionty (chemicka ionizace), které maji
dostateCné nizkou elektronovou afinitu (ochotné predavaji elektron)

/4_\

ETD reagenty: 'O ~ N /© f—/’—\,\ﬁ<”'_<‘>=/
~ )
o4 O

fluoranthen anthracen azobenzen 2.2’-bichinolin

vhodné pro strukturni analyzu proteinu (peptidd), stépeni za péptidovou vazbou — vznikaji
zejména ionty typu ¢ a z; nedochazi ke Stépeni modifikujicich funkCnich skupin
(posttranslacni modifikace) — nevede k fragmentaci boCniho retezce!

[M+3H]?* + A~ — [M+3H]** + A — [C+2H]* + [Z+H]*

RF linear quadrupole trap  rear octopoles Cl source

front center backi #2 | #1

1| [ ] |HH
ESI 1| [ ]

1| [ ]

1| [ 1

detector
(10f2) 400 L/sec 260 L/sec
1§ 4

Thermo Scientific
reagent CH,



Disociace pfenosem elektronu (ETD)

ETD HD Is Unique To Orbitrap Fusion Lumos

Data Dependent Experiment: OTMS> ETD ITMS*

Orbitrap > AP
e ‘1/? /’
- /'\’,f/}
_79—5—:4‘ p '/\’,"/
/j// ’ "/'”'\'l v
/ \» / lon Trap
e \/’
= )

(=]
MPO = = é
Q1 = ; 2NN\
R
[ | ,\’ e = Muitipole ™
L |

1 Progietay & Cofioetal SCIENTIFIC

http://planetorbitrap.com/easy-etd



Disociace prenosem elektronu (ETD)

Square

Electrospray Quadrupole with High-Pressure  Low- Quadrupole

lon Source  S-Lens Neutral Blocker Octopole

Cell Pressure Cell  MassFilter ~ C-Trap  HCD Collision Cell  Transfer Multipole

Reagent lon Source

2 40 e

New Detection
Electronics

New High-Field Orbitrap
Mass Analyzer

Reaéent 1
Heated Inlet

Reagfeﬁt 2
Heated Infet

ETD Option



Multifotonova disociace infracervenym zarenim

* |IRMPD (InfraRed MultiPhoton Dissociation)
« po absorpci IC zafeni — prekurzorovy ion excitovan na vyssi vibraéni stavy a

nasledné dochazi k fragmentaci vazeb (v plynné fazi)

« v kombinacis FT-ICR nebo LIT

» spektra se podobaji CID, avsak neni omezeni v nizkych hmotach (cut-off efekt) -

rozsahlejSi fragmentace

» selektivni disociace fosforylovanych peptidu

cuta
I katoda

EED IR laser

s
iontl II _
I[Nty [r—
ICR cela e’

vStUp

M. Bohaé a kol., Chem.Listy 99 (2005) 943-951.

Electrospray
lonization

=

Laser

-\

)
I|.||,y

Linear lon Trap

lon Optics/Guides

L

http://brodbelt.cm.utexas.edu/research/



Relative Abundance

Relative Abundance

Multifotonova disociace infracervenym zarenim

R

100
A)IRMPD [M+3H]?* L
80 7.5ms,q=0.1 y
- 3+
60 | Py | M }f?OHH] be  yeo
404 F. b, i Y3 ¥y 4 y od
R, A0 2 | Ll { b I
204 N uil by’ [ e “ l % l y ¥ y:°
skl PR D Y o D 4 ] b | b l \
[M-H,0+3H]
100- ; RPfPG_IﬂPFR“
" H
s0B) CID [M+3H]
0, =
60_. 8/0, 30 mS, q 0-25 b:‘ * _NH3
y2* i ° -H0
40- g Y precursor ion
20- : b’ # internal ion
A l * y‘ Ys b, b
0 l l A l A A -
R e N R R R S O L L B N R I 2 e RN I v o O S N P Tl T il Il T I e s Trrryrrrrrrsrrryorroo
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z

J.S. Brodbelt a kol., Chem. Soc. Rev. 43 (2014) 2757 — 2783.



Fotodisociace UV zarenim

« Selektivni absorpce UV zareni a nasledna rozsahla fragmentace i specifickych
vazeb (energie UV fotonu je v porovnani s IC vySSi)

NejCastéji vinova délka 193 nm nebo 213 nm

Imnu i

Electrospray ..
lonization

Linear lon Traps

lon Optics/Guides
Laser

M

B)

Window

J.S. Brodbelt a kol., Chem. Soc. Rev. 43 (2014) 2757 — 2783.



Fotodisociace UV zarenim

—-
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. Glucose ‘ Mannose

. N-Acetylglucosamine

J.S. Brodbelt a kol., Chem. Soc. Rev. 43 (2014) 2757 — 2783.



Orbitrap Fusion - UVPD

http://planetorbitrap.com/uvpd
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