Spojeni hmotnostni
spektrometrie a
separachnich technik
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Spojeni hmotnostni spektrometrie a separacnich technik
ProC spojeni?

 muzeme Vv jedné analyze zaroven separovat, identifikovat a kvantifikovat sloZitou
smés latek (m/z prekurzoru a MS/MS spektra), kombinace vyhod obou technik

— alternativni zpusob je izolace latek po jejich chromatografické separaci a
nasledné zmereni hmotnostnich spekter pro jednotlivé latky off-line technikou
(pracne, Casové narocné a pro slozité smesi latek nebo latky ve stopové
koncentraci ve smési nemusi byt vibec proveditelné)

« analyzované latky jsou neseny v toku plynu (GC, pratok u kapilarnich kolon asi 1
mil/min) nebo kapaliny (HPLC, asi 1 ml/min nebo meneé), které jsou v obrovskem
nadbytku a musi byt odstranény pred vstupem do vakuoveé casti pristroje, v
soucasnosti jiz rutinni pouziti

Volba podminek?

 Casto nutny kompromis pfi optimalizaci podminek separace a hmotnostniho
spektrometru (napf. u LC/MS urcité pH nebo aditiva zlepSuji u€innost separace,
ale dochazi k potlaeni tvorby iontu pfi ionizaci)

 Mobilni faze a veSkera aditiva musi byt kompatibilni s hmotnostnim
spektrometrem



Vhodnost ionizace a typy analytu pro separacni techniky

Separacni Vhodny lontovy zdroj Nejéastéjsi typ analytu

technika

GC/MS El, ClI, APCI tékave termostabilni latky,
spiSe nepolarni

LC/MS ESI, APCI, APPI vétSina analytu — zalezi na
ionizaCni technice

CZE/MS ESI biopolymery, iontové
slouCeniny

SFC/MS ESI, APCI, APPI spiSe nepolarni az stredné
polarni latky

TLC (offline) MALDI, ambientni techniky, Ize i | rzné — spiSe separace

na tfid, precistovani

* Analyzatory mohou byt voleny libovolné podle potfeby — velmi dulezity
parametr v pripade rychlych separaci je skenovaci rychlost (zaznam alespon
10 bodu na pik) — nejvyssi u TOF (QqTOF).

« Magneticky sektorovy analyzator je kombinovan zejména s technikami
pracujicimi za vakua EIl (Cl) — nizka skenovaci rychlost (specialni aplikace —
analyza dioxinu, PCB).
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TOF analyzatory - nejrychlejSi zaznam spektra (vhodné pro velmi rychlé separace),
hmotnostni rozliSeni se s rostouci skenovaci rychlosti nemeni

U Orbitrap analyzatord s rostoucim hmotnostnim rozliSenim klesa skenovaci
rychlost (ionty rotuji v Orbitrapu delSi dobu) — nutny kompromis mezi rychlosti
zaznamu a potrebnym MS rozliSenim






Spojeni plynové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie (GC/MS)

1957 prvni spojeni GC/MS (Holmes, Morrell), 1967 prvni komeréni GC/MS

v minulosti se pro spojeni GC/MS s napliiovymi kolonami s vySSimi prutoky
nosného plynu pouzivaly ruzné separatory, jejichZ cilem bylo odstranéni nadbytku
nosného plynu pred vstupem do iontoveho zdroje a analyzatoru

Vv soucasnosti zcela rutinni metoda, témer vyhradné se pouziva ve spojeni s
kapilarnimi kolonami (pratok ca. 1 ml/min)

nosny plyn s analytem se zavadi prfimo do iontového zdroje ve vakuu, kde vakuovy
system odstrani prebyteCny nosny plyn

kapilara je pred vstupem do iontového zdroje vyhrivana, aby nedochazelo ke
kondenzaci analytu pfi pfechodu do vakua

iontoveé zdroje: El nebo CI, (APCI)

pouziti EI umoznuje prfimé softwaroveé porovnani namerenych spekter s knihovnami
spekter v pocitacCi (stovky tisic spekter)

hmotnostni analyzatory: Q, IT, TOF, QgQ, (magneticky sektorovy analyzator —
specialni aplikace)



Pouziti knihoven El spekter u GC/MS

vysledkem pocitaCového porovnani neznamého spektra s knihovnou jsou
nejpravdépodobnejSi moznosti (napf. pro prvnich 20 moznosti) serazené podle
klesajici podobnosti spekter s vyjadfenim koeficientu shody v procentech

obvykle se pouzivaji dva zpusoby porovnani:
a/ primy (forward) - software hleda vSsechny ionty z knihovniho spektra ve spektru
nezname latky

- vS§e co chybi oproti knihovnimu spektru zhorsuje koeficient shody

- CO je ve spektru navic (napr. necistoty) na koeficient shody nema vliv
b/ zpétny (reverse) - pocitaC se snazi najit vSechny ionty z neznamého spektra v
knihovnim spektru

- vSechny piky, které jsou ve spektru navic zhorsi shodu porovnani

vysoky koeficient shody neni dikazem spravnosti identifikace, ale pouze velmi
rychlou a cennou pomuckou kvalifikovaného operatora, ktery musi posoudit rozdily
ve spektrech, zejména v pfipadé horsi shody nebo vyznamnéjSich rozdilu ve
spektrech

,bezne" a dosud popsané latky pravdepodobnée v knihovné budou, nové
syntetizované latky Ci latky omezeného vyznamu mohou chybét, pak knihovni
porovnani pouze prvnim voditkem a dokonceni interpretace musi operator provest
manualné
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Rozdil mechanismu ionizace oproti ,,klasické* El

* nosny plyn v GC/MS je nejCastéji helium, protoze Ize snadno odCerpat vakuovymi
pumpami, je inertni a také se aktivné ucastni ionizacniho mechanismu

1/ He je ionizovano urychlenymi elektrony:
He + e —> He" + 2e-

a vzniklé ionty potom ionizuji analyt prenosem naboje (,Charge transfer®)
He™ + M — M* + He

2/ anebo muze dojit k vybuzeni helia do excitovaného stavu:
He + e — He™ + e~ (hvézdicka oznacuje excitovany stav)

a nasledné Penningoveé ionizaci (na tomto mechanismu je zalozen DART)
He* + M— He + M* + e

« dalSimi alternativami nosného plynu jsou H, (reaktivni plyn- mize dojit k degradaci
slou€enin) a N, (nelze pouzit vysoké prutoky, pokles citlivosti, prodlouzeni doby
analyzy)



Procesovani dat pri GC/MS - dekonvoluce

pfi rychlych separacich je Casto problém koeluce piku

s vyuzitim specialni matematické operace, dekonvoluce, je mozné urcit, které
hodnoty m/z pfislusi danému piku a tim tedy pro jednotlivé rekonstruované piky
vygenerovat prislusna ,precisténa”® hmotnostni spektra (soucasti komercnich

softwaru)
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Procesovani dat pri GC/MS - dekonvoluce a
nasledné porovnani spekter s NIST knihovnou
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GC/APCI-MS

Corona needle assembly (

Capillary MS inlet

Bayonet lock coupling

Transfer line heat shield

https://www.agilent.com/cs/library/technicaloverviews/public/5990-7544en_10%20CMS.pdf

« Mekka ionizaCni technika — méné fragmentace nez El — Snizena fragmentace
muZze zajistit vyssi citlivost, MS/MS pro vice informaci

« Atmosféricky tlak na vstupu z GC a vstupu do MS, umoznuje vysSi prutoky plynu
(velmi rychlé analyzy), kombinace s riznymi analyzatory QqQ, QTOF, ICR-MS
(petroleomika - ropny prumysl))

» Pro efektivni ionizaci pouziti make-up plynu (N,, CO,, N,O).

« Lze jednoduse vyménit ionizacni sondu a provadet LC/MS.



GC/APCI-MS

http://www.waters.com/waters/en_US/Waters-Atmospheric-Pressure-Gas-
Chromatography-%28APGC%29/nav.htm?cid=10100362&locale=en_US



GC/APCI-MS (N, jako make-up)

N, +e — NEL' 1+ e (E=1558¢eV)
N‘2F + 2Ny — NI + N>
NI 4 H20—> H20+' 4+ 2”2 (vymeéna naboje,

IE s = 12.62 €V)

H20+. +H,0— ]-[307L + QH’ (pfenos protonu)

H;0" + nH,0— H30+(H20) [ (vznik adukti)

To makeup gas source

N;_i’ + M—-M" + 2N2 (vyména naboje)
Makeup gas addition port in GC oven
H;0" (H,0),, ; + M—M+H|" +nH,0

(pfenos protonu)




GC/EI-MS versus GC/APCI-MS
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GC/APCI-MS

Trends in Analytical Chemistry 132 (2020) 116053
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Atmospheric pressure chemical ionization source as an advantageous @)
technique for gas chromatography-tandem mass spectrometry ey
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ARTITCECEE ITNEO ABSTRACT

Article history: Atmospheric pressure chemical ionization (APCI) has been commercially implemented in gas chroma-

Available online 24 September 2020 tography mass spectrometry (GC-MS) instruments within the past decade and is becoming an important
complementary tool to traditional GC-electron impact (El) ionization-MS and liquid chromatography MS

Keywords: (LC-MS) for quantitative and nontarget screening purposes. APCl is a soft ionization technique, so more

GC-APCI-MS molecular ions and/or protonated molecules are present than when the traditional El source is imple-

Key parameters
Current trends
Applications

mented, improving the sensitivity and selectivity of analytical methods. Moreover, this state-of-the-art
apparatus facilitates the identification of chemicals not contained in commercial libraries. In this re-
view, parameters inside and outside the APCI source could influence the sensitivity of the analysis are
discussed. Trends towards improvement of APCl source and combination with multidimensionality
further improve the quantitative and qualitative analysis of GC-MS. Finally, the applications of GC-APCI-
MS, especially in nontarget studies are addressed.

© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.



Cilené analyzy - vyuziti SIM médu

SIM (selected ion monitoring) — zaznam pouze vybraného iontu (vime, co chceme
analyzovat).

Vyrazné zvyseni citlivosti — az 100x a zjednoduseni interpretace spekter
Zasadni kritéria v pripade mereni SIM:

—m/z by neméla byt moc nizka — nizké hodnoty m/z nejsou pfiliS reprezentativni -
jsou bézné pro mnoho slouc€enin

—vybrany ion by mel byt strukturné reprezentativni — molekularni ion, nebo jeho
primy fragment

—vybrany ion by se nemél shodovat s ionty pritomnymi v pozadi (m/z 17, 18, 28,
32,40, 43, 44), ionty v dusledku krvaceni kolony (napf., m/z 73, 147, 207, 281,
355), termalni degradace septa, nebo pfitomnych plastifikatort (nejbé&znéjsi - m/z
149).

Nékdy se vyuziva i pro zaznam homologickeé série sloucenin (napf. fragmenty o
m/z 57, 71, 85 - typické pro n-parafiny; m/z 74 pro methyl estery mastnych kyselin;
m/z 91, 105 — alkylbenzeny; m/z 149, 167 pro ftalaty).



GC/MS - Cilené analyzy - vyuziti SIM moédu
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GC/MS profilovani pro urceni geografického

puvodu propolisu (charakteristicky ,,otisk*)

A
S
4
s P
|,/ ] rd :
; A |
17 ,4/ i
) | 7 L. 7500 1
| //:, /:/’ : ! e |
1 [ s
r 1 - | 7’ /s
s v {2y g #0
A A &
% 5 / lr : e : o) /(’
|
—_— L7 P 1,7 : & | c)
5% A : /: 54 1 M 4 h
- | ’ s 4
il B V| I 9 8 11 N o L [Exter 1>
.;; v ,I ,I’ [} s ’ | '/‘ J ’ 7 |
g |7 " Wit L) i P rb ruguayan Nol 2; Chinese |
¥ Y 7’ / TN A ) A ke O l
L3 B S | -~ : ’ P P " o~ e I
g ) A K NA AL L P 29 Uruguman N02]| o0 . :
- 4 | | ’ /’ - H %1
< 21 1 X ~ili ‘ ¢ Uruduayvan Urnguayan
5] B S :(: //, )k s L (’ | e [Urugug\a" 1V03 - 2 Braziliant $ Y guayy
(-9 j 0 g e ¥ . L-_./ = 2 | o0l QgNu.f |
3 Y 7’ > ” /’ e * ' |
¥ 1 )% 7 I U, ; o
®) HUruguavan : |
N.~” & ' o No2 )
X L_ & -4 | : NoZ : |
0 A . H H
5 10 15 20 25 30 |
Time, min
B\— —
= ~
Estonian’ 10

V.Kaskonieneé, Cent. Eur. J. Chem. 12 (2014) 736-746.



GC/MS profilovani - charakteristicky ,,otisk*
pritomnych sloucenin

PLS-DA graf znazornujici
klastrovani vzorku podle odrady
jablek (SPME-GC-HR-TOF-MS
analyza tékavych latek). Jednotlivé
proménné (m/z s charakteristickych
retenCnim Casem jsou zobrazeny
Sede, hvezdiCkou oznacCeny ty
vyznamne, které nejvice prispivaji k
rozdeleni

T. Cajka, Comprehensive Analytical Chemistry 61 (2013) 271-302.



(U)HPLC/MS



Spojeni vysokoucinneé kapalinove chromatografie

a hmotnostni spektrometrie (HPLC/MS)

1973 prvni spojeni HPLC/MS (Baldwin, McLafferty), 1977 prvni komercni LC/MS

viwv s

- misto 1 ml/min nosného plynu (pro GC/MS) musime pfed vstupem do hmotnostniho
analyzatoru odstranit 1 ml/min kapaliny (pro HPLC/MS)

- pf. 18 ml vody (1 mol) = 22.4 | plynu (1 mol plynu, zaujima za normalnich podminek objem
22,4 litru), tzn. 1 ml vody je po odpareni 1.2 | plynu

u ionizacnich technik pracujicich za atmosférického tlaku (ESI, APCI, APPI) se mobilni faze
pfimo ucCastni ioniza¢niho procesu, dnes uz je spojeni LC/MS rutinni zalezitost

knihovny pro HPLC/MS spektra jsou fadové mensi nez pro GC/MS, spektra se vyrazné liSi
podle pouzité ionizaCni techniky, pracovnich podminek i typu pfistroje (plati kromé EI) -
spektra je velmi Casto nutné interpretovat manualné (zkuSenosti operatora, porovnani s
analogickymi typy latek Ci literaturou)

Knihovny nejsou tak rozsahlé jako u El - vyjimkou v tvorbé knihoven jsou specifické pfipady
proteomickych knihoven, laboratorni knihovny pro omezeny rozsah latek (napf. skupiny
zakazanych drog, pesticidd ¢i podobné definovana skupina znamych cilovych analytd),
vétSinou se jedna o knihovny MS/MS spekter (na rozdil od MS spekter u GC/EI-MS),
pfevoditelnost knihoven mezi riznymi typy hmotnostnich analyzator miaze pfinést problémy
kvuli vyznamnym rozdilum (tfeba porovnavat spektra ziskana na podobném LC/MS systému)



HPLC/MS analyza

Pouziti HPLC umoznuje separaci latek ve smési a tim identifikaci stopovych
necistot, izomeru, atd.

Vysledek HPLC/MS analyzy je stejné jako u GC/MS zaznam intenzity vybranych
m/z v Case. _velikost TIC v urgitém &ase (jednom spektru/bodé)

Chromatograficky pik by mél mit nejméné 8 bodu
TICC >

(pramérovanych spekter)

Intenzita

Intenzita

hor \

o 1 2 3 4 5 | || ‘I
m/z

Cas [min]
Hmotnostni spektra eluatu z HPLC mérena s urcitou frekvenci (rychlosti) — zavisi
na pouzitém analyzatoru (jeho skenovaci rychlosti), Sifce piku, kvalité separace,
pozadavcich na analyzu (pH, aditiva, apod.), atd.

Meéreni spekter v celém rozsahu m/z nebo jen v urcitém intervalu (SIM) - ovliviiuje
rychlost sberu spekter a citlivost.

Po analyze mame moznost vyvolat spektrum v urCitém cCase, Ize primérovat
spektra v urcitém €asovém intervalu (integrace piku), moznost vyvolat zaznam
intenzity signalu urcCité m/z v ¢ase (rekonstruovany iontovy chromatogram), atd.



Zpusoby zaznamu (U)HPLC/MS analyzy

Celkovy iontovy proud
(Total lon Current, TIC)
* soucet intenzit vSech mérenych iontu ve spektru (véetné Sumu)

Chromatogram zakladniho piku spektra (ze zaznamu)

(Base Peak Chromatogram, BPC)

« zaznam intenzity pouze zakladniho piku spektra

» podobny TICu, ale neni ovlivihiovan sumem nebo ionty s nizkou intenzitou

Rekonstruovany (extrahovany) iontovy chromatogram (ze zaznamu)
(Reconstructed/Extracted lon Chromatogram, RIC/EIC)

» Zpétné vyvolany zaznam intenzity jedné m/z v Case

» identifikace koeluce piku

» identifikace stopovych koncentraci v Sumu, atd.

Chomatogram vybranného iontu (SIM) — viz drive (u QQQ lze délat dalSi selektivni
skenovani sken iontu prekurzoru, sken vybrané iontové reakce (SRM) nebo sken iontu
neutralnich ztrat— viz. kvantitativni MS — pristi hodina)



Extrakce konkrétniho iontového proudu (m/z) z TICC

Chromatogram celkového iontového proudu (signal vSech mérenych m/z)

Intens.
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Rekonstruovany (extrahovany) iontovy chromatogram
(signal pouze konkrétni m/z)

Intens.
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Schéma HPLC/MS systemu

Kapalinovy chromatograf uv > HPLC-UV

Hmotnostni spektrometr

A 4

& lont. | |Analyza-| Detektor
zdroj tor
vysledky jedné (ESI, APCI)  (Q, IT, TOF)
HPLC/MS analyzy
0....

a) UV chromatogram
b) TIC chromatogram

, c) RIC chromatogramy
HPLC/MS/MS (analyzatory QgQ,

QQqTOF, LIT-Orbitrap apod. d) MS spektra vSech piku




HPLC/EI-MS - Spojeni “Particle Beam” (PB)

dvoustupnovy tryskovy separator analogicky k dfive pouzivanych separatorim u
GC/MS

pred vstupem do komory (C.1) je mobilni faze (MF) s analytem zmlzena
rozprasenim s heliem, zuzenim komory v trysku na konci dojde ke vzniku
nadzvukoveho proudu helia, zmlzené MF a analytu, Cast separatoru je evakuovana
(C. 4), takze molekuly s nizSi E, (He + MF) jsou odtazeny vakuovymi pumpami,
molekuly s vysSi E, (analyt) projdou separatorem do iontového zdroje

dnes se pouziva pro spojeni s ElI (méné
Casté ve srovnani s API) 4
nevyhody: ztrata analytu kvuli velké |

tékavosti a malé M (v separatoru) /\
nebo pfilis nizké t&kavosti (neodpati se \\% E i E
v iont. zdroji), mala citlivost, absence R = BN
mol. iontU

vyhody: struktura — EI (knihovny) 1 -

SHAN

.
o

1. Odparovaci komora, 2. tryska,
3. separator, 4. vakuove pumpy,
5. iontovy zdroj




HPLC parametry (ne)ovliviujici MS spektra

HPLC podminky musi zaruCovat dobrou separaci latek a zarovenn nesmi negativne
ovliviiovat ionizaci a tim citlivost detekce, vétsinou se hleda vhodny kompromis

teplota separace - nema vliv
prutok mobilni faze - nema pfimo vliv na kvalitu signalu, ale nutné zménit pratoky
suSicich a zmlzujicich plynu, pfipadné pouzit déli¢ toku

slozeni mobilni faze - zasadni vliv na kvalitu spekter (musi dobre rozpoustét
analyt a aditiva, snadno se zmlzovat, odparovat, umoznovat ionizaci analytu,
nesmi poskytovat intenzivni ionty pozadi a kontaminovat iontovy zdroj)
— zmeéna slozeni v Case - vetsinou ovlivneni ionizacni ucinnosti a tim intenzity
signalu (proto u kvantity nutné interni standardy koelujici s danym analytem)
— obsah a sloZeni aditiv — muze dojit az k uplnému potlaceni signalu, nékdy
naopak pro podporu ionizace (tvorba aduktu v ESI, napf. vybusniny)

— vice vody v mobilni fazi — nutné zvednout teplotu a prutoky susiciho a
zmlzujiciho plynu — pfi ionizaci se nesmi tvofit kapicky na vstupu do MS

typ sorbentu - kvalitni kolona nesmi ovliviiovat MS spektra

parametry kolony (délka, Sifka, velikost sorbentu) - ovliviuji pouze hodnotu pritoku
mobilni faze a tim pratoky susSicich a zmlzujicich plynu



Viiv koncentrace aditiv na ES| odezvu

Testovaci latky: SOH
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Pokles na 20-30% odezvy pri nejnizsi chromatograficky pouzitelné koncentraci!



Adukty s kationty pri MS identifikaci TATP

pridavek Na*, K*, NH,* do roztoku
analytu podpori ionizaci
(komplexace uvnitr kruhu)
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triacetone triperoxid (TATP) Marrakesh, 30.4.2011 — zdevastovana kavarna Argana Cafe
po vybuchu bomby obsahujici TATP
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Elektrosprej:

KYSELINY
AH A

bazické latky - detekce

pozitivhé nabitych iontu
(MF kysela, pH aspon 2
jednotky pod pKa)

kyselé latky - detekce
negativné nabitych iontu
(MF bazicka, pH aspon 2
jednotky nad pKa)

m
[

relativni koncentrace

relativni koncentrace

Odezva (u€innost ionizace) je zavisla na pH mobilni faze. Pro techniky, které
vyZaduji jako prvni krok odpareni (APCI, APPI) je vyhodnéjsi, pokud je analyt
neutralni (vyssi tékavost). Pro ESI je vyhodngjsi, aby byla latka v roztoku
ionizovana (desorpce iontu).

Pokud se optimalni pH pro separaci liSi od optima pro detekci, je mozna

pokolonova uprava pH. ] 5 o .,
» snimek prevzat z pfednasky doc. J. Cvacky (UOCHB, Praha)



Vliv pH v proteomickeé analyze

ESI spektra B,-microglobulinu (11860.4 Da)

7+

100 - pH 6.0: nedenaturujici podminky,
protein ve “sbaleném” stavu, ménée
ek mist pro protonizaci
0/0 .
8+ 1 6+
'S E—— W W S
800 1200 1600 2000
‘0 pH 2.4: denaturujici podminky,
+ ' i“ Le ” x
100 - 115 protein v “rozbaleném” stavu, vice
o oH 2.4 aktivnich center pro protonizaci,
o 12+ vyssi protonizace v nizkem pH
/o 1 8"‘
13+ 7+
0' vvvvv ll o ——
800 1200 1600 2000 m/z

DOI: 10.1039/B417724J

- snimek prevzat z pfednasky doc. J. Cvacky (UOCHB, Praha)



Volba rozpousteédel pro HPLC/API-MS

« vzdy nejvys$sSi mozna Cistota rozpoustédel i aditiv kvuli sniZeni iontl pozadi (pro
kvantitativni analyzy je potreba validovat, zdali vyhovuje)

* redestilovanou vodu neskladovat (nejméné kazdy druhy den Cistou, pokud neni ve
smeési s organickym rozpoustédlem)

» odvzdusnéni, filtrace

* mobilni faze musi umoznovat separaci analytu, snadno se zmlzuje a odparuje,

umoznuje ionizaci analytu, neposkytuje signaly pozadi, nekontaminuje iontovy
zdroj

» ESI - spiSe polarnéjsi rozpoustédla, ktera podporuji vznik iontti v roztoku
- voda, metanol, acetonitril, etanol

* APCI, APPI - musi podporovat prenos protonu v plynné fazi, polarni i nepolarni
- voda, metanol, acetonitril, 2-propanol, aceton, chloroform, toluen, hexan



Volba MS sytému
slozeni mobilni faze

- RP, HILIC — polarngjsi rozpoustédla (ACN, Me ESI,
APCI, APPI

- NP - nepolarni rozpoustedla, vhodnejsi APCI, | — { |
prutok mobilni faze — optimalizace prutokU su

- APCI, APPI - 0.1 az 1 ml/min (zvlada az 2 ml/

- ESI—0.1 az 1 ml/min  Zsprej |

nanoESI - nl/min l

geometrie iontového zdroje - ovliviiuje kvalitu | =—- pod
urcitym uhlem zvysuje odolnost proti kontamina | {’*— » pouzit
vySSi prutoky | t\j
hmotnostni analyzatory

MS vs. MS" - strukturni analyza, rozliSeni izobarickych sloucenin

MS skeny (QQqQ) - pro zjednoduseni spekter, kvantitativnhi analyza

rozliSovaci schopnost a spravnost uréeni m/z - dle pozadavkl na analyzu

rychlost zaznamu hmotnostnich spekter - podle pouzité techniky a Sifky piku
- HPLC - piky v Fadech desitek s, vétSina hmotnostnich spektrometrt (analyzatoru)
- UHPLC - jednotky s, potfeba vysokou skenovaci rychlosti (>10 spekter/s, TOF,

QqTOF, QqQ, IT, LIT)

—P




Volba MS sytemu

slozeni mobilni faze

- RP, HILIC — polarnéjsi rozpoustédla (ACN, MeOH, iPrOH, H,0), ionizace ESI,
APCI, APPI

- NP - nepolarni rozpoustedla, vhodnejsi APCI, APPI

pratok mobilni faze — optimalizace prutokud susicich a zmlzujicich plynu
- APCI, APPI — 0.1 az 1 ml/min (zvlada az 2 ml/min)
- ESI-0.1 az 1 ml/min

nanoESI - nl/min

geometrie iontového zdroje - ovliviiuje kvalitu spekter, obecné sprejovani pod
urcitym uhlem zvysSuje odolnost proti kontaminaci matrici, solemi, umoznuje pouzit
vySSi pratoky
hmotnostni analyzatory

MS vs. MS" - strukturni analyza, rozliSeni izobarickych sloucenin

MS skeny (QQqQ) - pro zjednoduseni spekter, kvantitativnhi analyza

rozliSovaci schopnost a spravnost uréeni m/z - dle pozadavkl na analyzu

rychlost zaznamu hmotnostnich spekter - podle pouzité techniky a Sifky piku
- HPLC - piky v Fadech desitek s, vétSina hmotnostnich spektrometrt (analyzatoru)
- UHPLC - jednotky s, potfeba vysokou skenovaci rychlosti (>10 spekter/s, TOF,

QqTOF, QqQ, IT, LIT)



lonizacni techniky pro HPLC/MS

* ionizacni technika se voli podle typu analytu

* API techniky (ESI, APCI, APPI) - nejbéznégjsi reSeni pro vétSinu aplikaci

- tyto techniky znamenaly naprosty prulom v feSeni spojeni HPLC/MS - nyni
diky APl je HPLC/MS naprosto rutinni a spolehliva analyticka technika s obrovskym
vyznamem pro strukturni analyzu organickych latek ve smésich, stopovou analyzu a
zejména diky ESI zcela nové moznosti v oblasti biochemie

* ionizace a desorpce laserem za ucasti matrice (MALDI) - on-line (neni tak Caste)
nebo off-line spojeni

» konvencni elektronova ionizace (El) s pouzitim Particle Beam prevodniku — méne
obvyklé, ale pro specifické aplikace muze byt smysluplné kvuli moznosti vyuziti El
knihoven spekter

v minulosti dalSi techniky: ionizace termosprejem (TSI), ionizace urychlenymi atomy
Ci ionty (FAB/FIB), atd. - dnes se prakticky nepouzivaji vzhledem k vyraznym
prednostem a univerzalnosti APl technik




Volba ionizacni techniky a polarity zaznamu

« ESI a APCI (APPI) standard vétSiny komercnich HPLC/MS systému
* polarita zaznamu iontu
- zaznam kladnych iontd — vétSina sloucenin
- zaznam zapornych iontu — sulfonové a karboxylové kyseliny,
(poly)hydroxyslouceniny, nitroslouceniny, halogenslouceniny, apod.

100 000-
nepolarni — biopolymery,
slouCeniny nekovalentni komplexy,
g 10 000- organokovy,
s vysokomolekularni
B synthetické polymery
:g 1000-
£ jontové organickeé
g slouceniny
100-
,bézné" organické
10 | sloucCeniny (neiontové)
Nepolarni Velmi polarni

Polarita



Kompatibilita HPLC systému s API technikami

RP-HPLC (systémy s obracenymi fazemi) — ESI, (APCI, APPI)

— nejbéznéjsi, polarni mobilni faze - obvykle vodny methanol nebo acetonitril, Ize i ethanal,
2-propanol, atd. (aditiva HCOOH, CH;COOH (pfipadné amonné pufry))

— nejlepsi odezva obvykle pri vysoké koncentraci organického rozpoustedla ca. 70 — 90%
(nemusi platit univerzalne) — obvykle se ale zvedne i pozadi (Sum)

- pfi vysokém az 100% obsahu vody zvysit prutok a teplotu susiciho a zmlzujiciho plynu
(nizsi citlivost)

— 100% acetonitril pfi APCI vyzaduje CastejSi Cisténi vybojoveé elektrody (tvorba grafitického
uhliku na elektrode), obecne je lepsi 100% organiku nepouzivat

NP-HPLC (systemy s normalnimi fazemi)

— vetsinou Spatné kompatibilni s ESI, lepsi kompatibilita s APCI (APPI)

— Pouziti nepolarni mobilni faze (hexan, toluen) v mobilni fazi musi byt urCity obsah (>5%)
proton-donorniho rozpoustédla (misitelného), napf. 2-propanol (ve 100% hexanu vétsinou
neni zadny signal)

— snaha vyhnout se halogenovanym rozpoustédlim (CH,CI,, CH,CI, CCl,) kvuli zvySené
kontaminaci a zhorSeni stability signalu

HILIC (chromatografie hydrofilnich interakci)

— smés acetonitrilu nebo metanolu a vody, pfipadné aditiv (min. 2.5 % H,O (v/v))
- kompatibilni s ESI i APCI, volba podle povahy analytl



Kompatibilita mobilnich fazi pro HPLC/MS

* HPLC systémy s obracenymi i normalnimi fazemi, HILIC
- bezvodé mobilni faze bez proton-donorniho rozpoustédla mohou pusobit potize
zejména pri ionizaci elektrosprejem

« aditiva v mobilni fazi
- obsah a povaha aditiv je kriticky parametr pro spravnou ionizaci analytu
- u ESI: kyselé mobilni faze vhodné pro méreni kladné nabitych iontl, bazické mobilni faze
pro méfeni zaporné nabitych iontd (napf. kyselin) (viz vySe) — sloueniny chceme v roztoku
jonizované

v v

- vhodna pro MS: kys. mravenCi nebo octova, amoniak (0.05 — 1%), octan nebo
mraven¢an amonny (0.5 — 10 mmol/l), TFA (0.05 - 0.2%) méné vhodna (vyrazné potlaceni
lonizace)

- nevhodna pro MS: anorganické kyseliny (fosfore¢na, sirova), alkalické hydroxidy,
anorganické pufry (napf. fosfatovy), detergenty, atd. obecné latky s nizkou tékavosti

- ion-parova HPLC — konvencni netékava Cinidla (tetraalkylamonné soli, sulfonové kyseliny)
musi byt nahrazeny tékavéjSimi analogy (di- a trialkylamonium acetaty, perfluorované
karboxylové kyseliny, cca 1 -5 mmol/l)



Vliv slozeni mobilni faze na potlaceni odezvy

Relative response

. ,.EI].,

0- ’
2 5 7 10 11 14 15 17 18 20 22 24 27 28 31 32 34 35
Compound number

Figure 1: A comparison of the relative responses shown by a selection of compounds studied
in the methanol-based eluents. () TFA, (R ) formic acid and (] ) ammonium formate.

D. Temesi & B. Law, LC GC International 12, 175 (1999)



HPLC/MS iontovych slouc¢enin

MS detekci
.1 - 1 mol/l anorganickych

Nekompatibilnt
* vysolovaci HPLC

I v mobilni fazi

« konvencni ion-parova HPLC #Zu aniontt — 1 - 20 mmol/l tetrabutylamonium

hydrogensulfatu
u— 1 - 20 mmol/l sulfonovych kyselin

« konvencni ion-parovaHPLC pro analyzu kati

Lepsi kompatibilita s MS detekci
5 mmol/l octanu amonného
— nizZSi separacni ucinnost, omezené pouziti

* 1 - 5 mmol/l di- nebo trialkylamonium acetatu pro anionty
- velmi dobra separace vcéetné rozdéleni polohovych izomeru

« 1 - 5 mmol/l perfluorovanych karboxylovych kyselin pro kationty

 presto dochazi k potlaceni odezvy a kontaminaci



Kompatibilita mobilnich fazi pro HPLC/MS

APCI Signal After 600 Injections of Salt Solution

Abundance

350000 1 APCI Signal Relative to UV Signal
300000 1 _ 80
=
250000 1 g 50
Eha
200000 1 \ = 4012
- . b
150000 1 E 30-3 ': .
\ Injection #1 = 20 .
100000 J - s .
J L Injection #300 £ 101«
50000 - 0
0 Injection #600 0 100 200 300 400 500 600
0.5 ! 1.5 2 2.5 min Injection #

e |[nitial instability in the signal is probably due to changing electric fields as
salt deposits in the source.

https://www.agilent.com/cs/library/eseminars/public/
Making%20LC%20Methods%20MS%20Friendly.pdf

Agilent Technologies




Vliv aditiv mobilnich fazi na hmotnostni spektra

MS intensity MS intensity -
x10° _ x10° 1 _ _
spectrum of ammonium acetate 7. spectrum of ammonium bicarbonate
37 (EMD Millipore) (Vendor A)
2 27
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IC intensity

10"
E_AAWWM\M’\MW\
] Ammonium bicarbonate 10 mM (competitor S), pH 6 adjusted with glacial acetic acid (EMD Millipore)
3_
2_
14 Ammonium acetate 10 mM (EMD Millipore), pH 4.5 adjusted with glacial acetic acid (EMD Millipore)
U_

0.5 1.0 1.5 2.0 25 Time [min]

Contaminants Brochure - EMD Millipore



Nasledky pouziti nevhodnych aditiv

- l. .. [2“2;!;]3]'
; .
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1c])2
W 200 3£5 4 5
m/z
, vy , ’ Fi 2. ESI mass spectrum of 2-(9-decenyl)-5-methyl-1,3,4-
Nevhodna aditiva mohou mit z nasledek: SOk (e 100 gt n mkgete Y

- v pfipadé pouziti netékavych pufri — vyrazné znecisténi iontového zdroje
(potlaCeni ionizace, snizeni citivosti)

— velmi intenzivni ionty na pozadi (interference, potlaceni ionizace, nezadouci
tvorba aduktu s témito ionty) — pamétovy efekt - mohou byt pfitomny i nékolik
mésicl — Casto tedy nutné kompletné vydistit iontovy zdroj a iontovou optiku a

pripadné i kvadrupdl a kolizni celu (analyzatory pracujici za vysokého vakua —

TOF, |CR, Orbitrap se neéistl’) H. Rutters a kol., Rapid Commun. Mass Spectrom. 14, 122—-123 (2000)



Nezadouci signaly v hmotnostnich spektrech

* necistoty, signaly pozadi, matricni ionty

* je nutné pouzivat co nejCistSi rozpoustédla a aditiva urCené pro LC/MS - vysSSi stupen
Cistoty, nizSi obsah nezadoucich kovu

« vyvarovat se kontaminaci zmékc¢ovadly z plastu (plastové nadobi, rukavice, Spicky
pipet), krému na ruce, atd.

* bézné kontaminanty v MS - ftalaty, silikony, polymery, atd.
Shrnujici Clanek:
Interferences and contaminants encountered in modern mass spectrometry

B. O. Keller, a kol., Analytica Chimica Acta 627 (2008) 71-81.
(v pfilohach excel soubor se seznamy iontu, které pfislusi potencialnim interferencim)



HPLC-Chip-MS

Loading
pump

|HPLC-ChiE

!

Waste
Enrichment
column —
Nanoflow
f LC pump
\ C18 Online
Nanocolumn MS/MS

u,:;// ' ‘_Q,
—- 7/ |
* 4 *‘ - \ RF tag & | - ¥ ”/;/

Nano LC column

Enrichment column,
capillaries, fittings, frits

HV ESI contact
———
Nanospray emitter, emitter

assembly and fittings

HPLC-Chip in chip holder
for use with the HPLC-Chip interface

M. Ghitun, E. Bonneil, L. Cété, G. L Gauthier and P. Thibault, Advantages of
using Intelligent Sample Loading with the HPLC-Chip for automated sample

enrichment, 2019.



HPLC-Chip-MS

https://www.selectscience.net/selectscience-tv/videos/agilent-hplc-chip+ms-a-breakthrough-microfluidics-based-technology/?videolD=164






Spojeni kapilarni zénove elektroforéezy a
hmotnostni spektrometrie (CZE/MS)
1987 prvni spojeni CZE/MS (Smith)

alternativa k HPLC pro separaci iontovych latek

r~ Vah'ad

problémy s citlivosti a robustnosti systemu

slozitejsi reseni vkladani separacniho a sprejovaciho napeti, aby se navzajem
neovlivhovala

nekompatibilita pouzitych pufri s MS (potlaceni ionizace — snizeni citlivosti,
kontaminace)

- vhodna nahrada konvencnich netékavych pufru (napf. fosfatové nebo boratove)

v’

za tekavejsi latky, napr. 10 mM octan amonny
— prutok v CZE je dan elektroosmotickym tokem, ktery je zna¢né zavisly na pH

velmi nizké prutoky - vétSinou nanoESI



Zakladni typy spojeni CZE/ESI-MS

1/ CZE/MS s pridavnym tokem (pomocné) kapaliny (“Sheath-Flow Interface”)

* nejrozsirenégjsi, nejrobustngjsi

« problémy s citlivosti kvuli nafedéni eluatu (ale zvySenim prutoku Ize nasledné
kombinovat i s klasickym ESI

2/ CZE/MS s vodivym kapalnym spojenim (“Liguid-Junction Interface”)
* méne rozsSirene, oblibené u Cipovych technik

3/ CZE/MS bez pridavného toku (pomocné) kapaliny (“Sheathless Interface”)
* spojeni on-line s nanoESI

* nejcitlivejsi, ale nejméne robustni

« technicky naroCne, Caste problemy



CZE/MS s pridavnym tokem kapaliny

Separaéni [

kapilara
g
ESI zdroj
napeti —

Pridavna 4 4 Zmizujici
kapalina plyn

» separacni CZE kapilara je vyvedena az na konec ESI sondy, kde dochazi ke smiseni
s vodivou pridavnou kapalinou privadénou koaxialni vnejsi kapilarou

* na Spicku kapilary je vlozeno napéti 2 — 5 kV - zaroven uzavireni elektrického obvodu
pro CZE a napéti potfebné pro funkci elektrospreje

« prutok CZE rfadové desitky az stovky nl/min, pfidavna kapalina 1 — 3 pl/min - zfedéni
ca. 10 — 100krat

* pfidavna kapalina s pfidavkem elektrolytu je nutna kvuli:
- dosazeni minimalniho pratoku pro stabilni sprej (obvykle > 1 pl/min)
- vodivému spojeni
- 60 - 80% voda/metanol (2-propanol, ne acetonitril - rozpousti polyimidoveé pokryti
kapilary) s obsahem elektrolytu (obvykle 0.1 - 2% organické kys. nebo amoniaku,

[ 4



CZE/MS s vodivym kapalnym spojenim

Zdroj vysokeho

napeéti X
Separacéni
kapilara Z —

*
Zmlzujici
plyn

« CZE kapilara nedosahuje do SpiCky elektrospreje, ale kon€i v nadobce s elektrolytem,
kde je vlozeno napéti potfebné pro ESI (sprejovaci napéti) a zaroven pro ukonceni
elektrického obvodu CZE (separacni napéti)

 pfesné nastaveni mezery mezi separacni a ESI kapilarou - 10 — 20 ym (jinak ztrata
poctu teoretickych pater)



CZE/MS bez prldavneho toku kapaliny

— — So-.  F——— ——
A [ — E [ == o= =
— —HY)
HV | -
B [ 4—'—‘ F e, ::2::,.
[ —— ( ———— e
M { —{HV]
C j G >
—(HV] | :——’”"
[ : : S | ]
D ; = H 1 e

Pracuje ve velmi nizkych pratocich (10 — 1000 nl/min) — nanoelektrosprej (specialni
uprava Spicky - vytazeni do zuzeného konce 5 — 30 ym (nachylné k ucpavani)
- vodiveé spojeni pres (A) pokovenou Spicku, (B, C) kovovy dratek vlozeny pres
SpiCku nebo pres diru v nanoESI kapilare, (D) déleni toku s kovovym pouzdrem,
(E, F) spojeni pres kovovy rukav, (G) spojeni na principu mikrodialyzy, (H) kovovy
emiter
- zOny nejsou zired'ovany — nejvyssi citlivost (az attomoly) % nejnizsi

robustnost .
G.Bonvin a kol. J. Chromatogr. A 1267 (2012) 17-31






Spojeni tenkovrstvé chromatografie a hmotnostni
spektrometrie (TLC/MS)

1969 prvni spojeni TLC/MS (Kaiser), odpareni molekul z TLC skvrn do proudu
plynu

TLC se vyuziva pro svou jednoduchost, Sirokou Skalu povrchl, moznost
derivatizace atd.

off-line spojeni - latky jsou nejdfive separovany a nasledné jsou TLC skvrny
obsahujici molekuly analytu méreny pomoci MS

mass analyzer

laserové techniky - MALDI, SALDI Haete
®e [
ambientni ioniza¢ni techniky - DESI, DART « TG i
extrakce rozpoustedlem a nasledny prenos (laser, DESI solvent) % O 029 iy tons
do MS (LESA, elugni TLC/MS) — ESI N o ¢ o
N, © ® ‘o®ig
alternativni zpGsob spociva v izolaci skvrny i Whe o, e

(sesSkrabani, vystfizeni), extrakci analytu (J%
- /4 4 r Vé ,‘/ ) \‘.‘

do kapaliny a nasledné analyze pomoci . —

MS — pracné a riziko kontaminace =1

stacionarni fazi pporting TLC plate

start of separation



TLC/MS

TLC-MALDI-MS

LESA™
(Liquid Extraction Surface Analysis)

TLC MALDI Adapter,
: Bruker Daltonics

TLC-DESI-MS

TriVersa®
NanoMate, Advion

i i - ) Anal. Bioanal Chem
Elution-based TLC-MS TLC-DART-MS 301 (2008) 1627

NS

- Plate Express Rapid Commun. Mass Spetrom
= l\é::‘nat:rface Advi:n 2011, 25, 2275 - 2282

https://theanalyticalscientist.com/techniques-tools/state-of-the-art-tic-ms



TLC/MALDI-MS

790.6 8126

Measure- \ ‘
ment PUFNTHRIREE PRI T TR [ ) i ot
I 740.6

Addition of
: Matrix

762 7666
. 768.6_788.6
J L 7906
TLC Separation  Mounting the TLC Plate on a special Simple MALDI-TOF MS
of Phospholipid MALDI Adapter Target and Introducing Characterization of all
Sample into the MALDI-TOF Device obtained Fractions

& Visualization

— nalepeni TLC desticky na MALDI destiCku nebo pouZziti specialniho adaptéru
(identicky postup jako pfi hmotnostné spektrometrickém zobrazovani) — x, y
posuvny systém pro 2D analyzu

— v pripadée DART nebo DESI analyzy odpada krok nanaseni matrice

https://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007%2F978-94-007-7864-1 62-1



TLC/LESA-ESI-MS
z%é — TR

https://www.youtube.com/watch?v=ERayC xg_d8



»Elucni“ TLC/MS

HPLC pump

Mass spectrometer

delivers the solvent analyzes the sample

Pressure controlled
piston is lowered

TLC/HPTLC plate with substance zones

https:/lwww.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/analytix-reporter/50-years-of-tlc-ms.html



»elucni“ TLC/MS

Icte
F2>ress

https://advion.com/products/expression-2/plate-express/



TLC je vhodna pro separaci trid sloucenin

/
Glycerol
« Different positions of fatty acyl chains

« Enantiomers (R'R'R? vs. R’R1R?)

\

« Regioisomers (R'R?R! vs. R?°R!RYRIRIR?)

J

Example:
Glycerophospholipids

ﬁb\llphatlc chains (hydrophobic part\
Acyl (-OCO-R)
« Alkyl (-O-CH,-R, ether)
* Alkenyl (-OCH=CH-R, plasmalogen)
* Chain length
* Linear vs. branched
« Saturated vs. mono/polyunsaturated

Cis- vS. trans- double bonds
 Positions of double bonds

/Polar head groups (hydrophilic part) \
« H - phosphatidic acid (PA)
« CH,CH,N(CH;);* - choline (PC)
« CH,CH(CO,)NH,;* - ethanolamine (PE)
« CH,CH(CO,)-NH;* - serin (PS)
Q CH,CH(OH)CH,OH glycerol (PG) ,/




Separace trid lipidu pomoci HILIC vs. RP-LC

Lipid class separation (HILIC)
“J'\K/

iié 2
gl af =
de o

Detector

Flow Time
Lipid species separation (RP)
‘ ‘ ® & o

3

Detector

S

ﬁ f

Flow



TLC gangliosidu - Svennerholm (1963)

newborn adult brain infantile amaurotic
brain (total, grey and white matter) idiocy (Tay-Sachs brain)

e

i juvenile amaurotic

brain Fat New T G T-S §-V* idiocy (Spielmeyer-Vogt)
o
/GM3
~-GM2
ey wye 0 """""‘SM']

OTT W . e - D 1a

e T = T ngw
: 1

L. Svennerholm, Chromatographic separation of human brain gangliosides, J. Neurochem. 10 (1963) 613



HILIC/ESI-MS extraktu gangliosidu

19 gangliosides subclasses
% + sulfatides, PG, PI, LPI, PS
&, Hci:x-HexNAc—Hel:x— Hex—Cer (|n aqueous phase)
NeuAc, NeuAc
A =
3| A Hex HexNAc— ch— Hex—Cer
; <§ ) NcuAc NeuAc
= :
S Hffx_ Hex—Cer | Hex—HexNAc—He':x— Hex— Cer
NeuAc é Nelu Ac NeuAc
i |
NeuAc
|| S =(| o |
R=- TR L = 2 | < .
O = 4) o - o —
22 \/\ & rop 97 3 o
CICIEY \ P NO2) %,
T 300 500 700 900 .00 Time [min]

. C»onditions: column Ascentis Si (150x%2.1, 3 ym), negative-ion ESI, m/z 50-2000,

gradient of acetonitrile, 10 mM aqueous ammonium acetate and acetic acid
R. Hajek, Anal. Chem. 10 (1963) 613



HILIC/ESI-MS extraktu gangliosidu

Sphingoid base,
E i i OH e.g., sphingosine = 18:1 (CN:DB) |
9164709 | 36:2 C84H144N4039 -1.1 = NH
_ - |
9174788 | 36:1 C84H146N4039 03 & 07\/\/\/\/\/\/\/\/\CH3
924 4866 | 37:1 C85H148N4039 27 '
N-linked fatty acid = N-acyl (e.g., FA 18:0)
9304866 | 38:2 C86H148N4039 2.1 \ @
a1 |8 CHOH1>0N4039 01 Fatty acid composition d18:1/16:0 (36:1)
944 5022 | 40:2 C88H152N4039 69
9455101 | 40:1 C88H154N4039 32 = \ .
C< 20 T | e °_ A
{ 1 D Q — o x g, — O —
- \ Lx_\ VIRCES Ofo g 5
0 0™ 50 500 0 o0 00 Time [min]

. C.onditions: column Ascentis Si (150x2.1, 3 um), negative-ion ESI, m/z 50—2000,

gradient of acetonitrile, 10 mM aqueous ammonium acetate and acetic acid
R. Hajek, Anal. Chem. 10 (1963) 613



100 1

s g 8

Relative abundance [%]

8

RP-UHPLC/MS: analyza > 500 lipidu v plazmé

Human plasma

E SI + BPI 2.03e7
PC.PC-P, PC-O
PE. PE-P
GM3 " CE
Cer
SM
HexnCer I TG
LPC,LPC-O,LPC-P
| DG
LPE,LPE-P
CAR
MG “ w
2 4 6 g8 10 12 14 1 18 20 22 2
Time [min]
100 1
E S I PC.PC-P, PC-O BPI 1.897
- PE, PE-P
80
% GM3
§ SM
'§60 Cer
= HexnCer
v LPC. LPC-O, LPC-P =0
= 40 PI
< LPE, LPE-P
14
LPI
20 FA
0 wl‘“rth{w.ﬁT
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Time [min]

Z. Vankova et al., Anal. Bioanal. Chem., doi: 10.1007/s00216-021-03492-4
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