
Vybrané příklady 
interpretace „měkkých“ 

MS a MS/MS spekter



Kroky při identifikaci iontů (molekul) pomocí MS
• Důležité je mít kvalitní hmotnostní spektra – dostatečně zprůměrovaná, správně odečtené 

pozadí, znalost historie vzorku (jak byl odebrán, připraven, s čím přišel do styku) atd.

1. Určení molekulové hmotnosti, pokud možno vysvětlit všechny přítomné ionty (jejich původ)

2. Určení velikosti náboje (hlavně v případě iontových sloučenin, biopolymerů).

3. Určení elementárního složení – správná hmotnost a přítomnost charakteristických 
izotopických píků (izotopická obálka - charakteristické intenzity izotopů) – hlavně při vysokém 
hmotnostním rozlišení HRMS (čím větší RFWHM tím lépe).

4. Strukturní informace – na základě různých MS/MS (či MSn) experimentů (charakteristické 
ztráty pro funkční skupiny, substituenty, ligandy atd.).

5. Využití různých identifikačních softwarů a databází (knihovny spekter) – často jako první krok
(po vyčištění spekter, po identifikaci a odstranění interferujících iontů)

6. V případě kombinace se separačními metodami – informace o retenčním čase (LC, GC, 
SFC, CZE) – může pomoci, driftový čas (v případě IMS).

- Možnost využití různých filtrovacích přístupů pro zjednodušení TICC – rekonstruovaný 
iontový chromatogram, filtrování s ohledem na hmotnostní defekt, chromatogram 
neutrálních ztrát u LC/MS/MS měření, atd.



ion s lichým počtem e-

• snímek převzat z přednášky doc. J. Cvačky (ÚOCHB, Praha)

ion se sudým počtem e-

molekula ztratí e-

molekula ztratí p+ i e- molekula ztratí p+ a 2e-



m/z = 22

Určení molekulové hmotnosti (API-MS)
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Úkol: jaké změny očekáváte po přídavku 
5 mM octanu amonného do mobilní fáze

m/z 420 [M+NH4]+

m/z 461 [M+CH3COO]-

#1/ Určete MW, popište ionty



#2/ Určete MW, popište ionty
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391 – 167 = 224
224/14 = 16 = 16xCH2 = C16H32

Výpočet elementárního složení ftalátů:

[C8H7O4]+

[M+H]+ → [C16+8H32+7O4]+ = [C24H39O4]+
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#3/ Určete MW a další strukturní informace
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#4/ Tvorba aduktů může vést ke stabilizaci iontu



#5/ Určete MW
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Určení elementárního složení
Defekty atomových hmotností Izotopické zastoupení

Typ 
prvku

Přírodní zastoupení izotopůHmotnostní 
schodek 

[mDa]

Nominální atomová 
hmotnost [Da]Prvek

M+2 [%]M+1 [%]M [%]
"M"0.0151007.81H

"M+1"1.1100012C
"M+1"0.371003.114N
"M+2"0.20.04100-5.116O

"M"100-1.619F
"M+2"3.45.1100-23.128Si

"M"100-26.231P
"M+2"4.40.79100-27.932S
"M+2"32100-31.135Cl
"M+2"97.3100-81.779Br

"M"100-95.5127I



Určení elementárního složení
• z kolika a z jakých atomů je molekula složena

− porovnání experimentální a teoretické izotopické distribuce → charakteristické zastoupení 
M a M+2 izotopů - Cl (3:1), Br (1:1), polyizotopická obálka některých atomů – Ge, Sn, Hg, 
Pd, Pt (organokovové sloučeniny) atd.

− pro vysokou správnost určení hmoty je nutná správná kalibrace hmotnostní stupnice - čím 
menší chyba, tím je menší počet možných kombinací atomů pro danou m/z, návrhy 
pomocí softwaru, které jsou běžně dostupné (často součástí komerčních softwarů)

− nejlépe analyzátor s vysokou rozlišovací schopností (FT-ICR, orbitrap, QqTOF)

paracetamol
C8H9NO2

atorvastatin
C33H35FN2O5

cisplatina
Cl2PtN2H6



Izotopická obálka pro atomy chloru a bromu
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#6/ Určete MW a vysvětlete izotopy



1`1Br
121Br2

1331Br3
14641Br4
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1125410881Cl4

 = 17 = 44

#7/ Určete MW a maximum informací

 = 44



R. Jirásko, M. Holčapek, Mass Spectrom. Rev. 30 (2011) 1013

Izotopická obálka pro vybrané atomy
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#8/ Interpretace MS organocíničitých sloučenin
• adukty se sodným a draselným iontem, při vyšší koncentraci vzorku i [2M+Na(K)]+

• štěpení labilní vazby (Sn-O, Sn-S, Sn-halogen) - vznik dvou protiiontů
• vznik [M+SnBu3]+ (obecně [M+SnR3]+)
• fragmentace i v základním skenu
• kombinace mechanismů
• [M-H]-, ionty ligandu
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O -
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+
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M=669



Izotopické obálky pro organokovové sloučeniny

R. Jirásko et al., J. Mass Spectrom. 42 (2007) 918

1*Sn 2*Sn

3*Sn 4*Sn
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Detail izotopické distribuce iontů
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Hodnoty m/z ve spektru 
odpovídají nejintenzivnějším 
píkům izotopické distribuce 
jednotlivých iontů
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U molekul složených z atomů, které nemají M+1 izotop se nevyskytují píky M+1, M+3, atd. 
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Výchozí informace: bílá krystalická látka
#9/ Určete o jakou sloučeninu se jedná?

58 – 35 = 23



m/z je 44
#10/ Určete o jakou sloučeninu se jedná?



#11/ Určete o jakou sloučeninu se jedná
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ESI- MS/MS iontu m/z 121 [M-H]- (FT CID 25 NCE)

ESI+ (základní sken)
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Zdroj: mzCloud (https://www.mzcloud.org/)

27.9949
18.0106

 43.9894

Pokračování 11.
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Liché hmoty → 0 nebo sudý počet N
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Zdroj: mzCloud (https://www.mzcloud.org/)

ESI+, MS/MS iontu [M+H]+

(FT HCD 50 NCE MS2 179.1067)
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ESI+, MS/MS iontu [M+H]+

(FT HCD 50 NCE MS2 179.1067)
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C4H8

C4H8

 43.9899
CO2

H2C

C
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přesmyk H

i-štěpení

O
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#12/ Popište ionty  (neutrální ztráty). Které ionty slouží pro
jednoznačné rozlišení studovaných sloučenin?

i-štěpení
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[M1+H]+599.1903krystalická sloučenina 
špatně rozpustná v ACN, 
hnědozelený roztok

špatný signál, lepší by 
bylo na APCI

#13/ Nepřečištěný produkt syntézy (ESI-QqTOF)
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Pokračování 13 - na základě informací popište ionty a 
vysvětlete, co se stalo po přečištění

• krystalická sloučenina 
špatně rozpustná ACN, 
hnědozelený roztok

• po přečištění v H2SO4
dobře rozpustná v 
ACN/H2O,  červený roztok

-80-80
Číslo za desetinou čárkou je 
u fragmentového iontu vyšší 
m/z 79,9545 (hmotnostní 
defekt typický pro síru) –SO3

přesmyk H

[M1]-.

ztráta vinylbenzenu



#14/ HPLC/MS/MS identifikace nečistoty
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UV chromatogram
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ESI spektrum
Acid Red 118
v záporném módu
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atorvastatin

-oxidace -oxidace + hydroxylace

tR= 3,6 min

tR= 8,2 min

tR= 7,7 min

#15/ V jaké části molekuly došlo ke změně?

A/

B/
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Struktury produktových iontů

C3H6O

15. V jaké části molekuly došlo k oxidaci?
A/

B/

C/



CH3OH

#16/ Vysvětlete ionty a rozhodněte, zda-li je sloučenina B odvozená 
od sloučeniny A (kokainu)
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Sloučenina B: ESI+, MS/MS iontu [M+H]+
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Zdroj: mzCloud (https://www.mzcloud.org/)

přesmyk H

i-štěpení

i-štěpení

i-štěpení

i-štěpení

Kokaethylen



MS/MS spectrum pro m/z 150.13 
([M+H]+ methamphetamine)

MS/MS spectrum of ion at m/z 246.08 ([M+H]+
Sulfate of hydroxylated methamphetamine)

MS/MS spectrum of ion at m/z 342.15 ([M+H]+
glucuronide of hydroxylated methamphetamine)

• Identical neutral losses in all cases m/z 
31 (CH3NH2), m/z 59 (CH3NHCH2CH3).

-31

-59

-31

-80

-59

-31

-59

-31
-59 -176

• Characteristic neutral losses for sulfate 
m/z 80 and glucuronic acid conjugate 
m/z 176.

Importance of MS/MS - more structural information
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