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Uvod do hmotnostni spektrometrie

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

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

+ vysoka citlivost

+ kvalitativni analyza - urCeni Mg a dalSich strukturnich informaci
+ kvantitativni analyza - odezva je zavisla na koncentraci

+ minimalni spotreba vzorku

- destruktivni metoda
- vysoké porizovaci a provozni naklady



Zakladni terminy

* m/z - bezrozmérna veliCina ziskana vydélenim hmotnosti iontu nabojovym Cislem
(poCtem elementarnich naboju, bez ohledu na polaritu)

* Dalton (Da) - neni Sl jednotka, vetSinou se pouziva v biologii, pro molekulové
hmotnosti vétSich proteinu (kDa)
- atomova hmotnostni jednotka (unified atomic mass unit) u - 1/12 hmotnosti
12C
1u=1Da=1.6605402(10)x10-27 kg

« zakladni pik spektra - pik s nejvétsi intenzitou ve spektru
* jon prekurzoru - ion, ktery reaguje za vzniku konkrétnich produktovych iontu

 produktovy ion - vznika jako produkt po reakci z jednotlivych iontu prekurzoru
- disociace (fragmentovy ion), reakce ion/molekula, zména poctu naboju

 fragmentovy ion - produktovy ion vznikly disociaci iontu prekurzoru

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



Zakladni terminy

« molekularni ion - ion vznikly odebranim nebo pfidanim jednoho a vice elektronu za
vzniku kladného nebo zaporného iontu

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

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

« celkovy iontovy proud - suma iontovych proudu vSech m/z ve spektru

» celkovy iontovy chromatogram - zavislost sumy iontovych proudu vSech m/z ve
spektru na Case

 extrahovany iontovy chromatogram - zavislost vybrané m/z na Case

« zaznam vybraného iontu - méreni vybrané m/z v zavislosti na Case



Dusikoveé pravidlo

Zakladni formulace (plati pro molekulovou hmotnost M a ionty s lichym poctem
elektront OE™):

* licha Mg, = lichy poc€et dusiku v molekule

» suda Mg = sudy pocet dusiki v molekule nebo nulovy

Pro ionty ionty se sudym poctem elektronu (EE*) pfesné naopak:

licha hodnota m/z znamena sudy pocet dusikl, suda hodnota m/z lichy pocet dusiku
* plati pro bézné organické prvky (C, H, N, O, F, Si, P, S, CI, Br, |)

» pro€ toto pravidlo? dusik je jediny z béznych organickych prvku, ktery ma sudé
atomove cCislo a lichou vaznost, vsechny ostatni maji oboji bud' liché nebo sudeée

Pocet dusiku m/z licha m/z suda

0, 2, 4, ... (sudy) EE* OE*-

1, 3, 5, ... (lichy) OE* EE*




Zakladni casti hmotnostniho spektrometru

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

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

3/ detektor - slouzi k detekci iontl po jejich rozdéleni podle m/z a k ureni relativni
intenzity (Cetnosti) jednotlivych iontu

« dalSi dulezité Casti pristroje:

- vakuovy system

- iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci iontu

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

spekter s knihovno ,
P HoVRoU Hmotnostni spektrometr

—> Detektor
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Hmotnostni analyzatory (= déleni iontu)

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

* analyzator je umistnén za iontovym zdrojem (tzn. molekuly jiz byly pfevedeny na
ionty) a pred detektorem (prfed detekci musime ionty rozdélit podle m/z)

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

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

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

2/ ruzna stabilita oscilaci iontu v dvoj- nebo trojrozmérné kombinaci
stejnosmérného a vysokofrekvencniho stridavého napeéti (kvadrupdl nebo iontova
past)

3/ ruzna doba rychlosti letu iontu (analyzator doby letu — TOF)
4/ ruzna frekvence harmonickych oscilaci iontu v elektrickém poli (Orbitrap)

5/ rizna frekvence harmonickych oscilaci iontu v kombinovaném magnetickém a
elektrickém poli (iontova cyklotronova resonance — ICR)



Hmotnostni spektrum

« Zakladni veliciny — intenzita (absolutni, relativni), pomér hmotnosti a naboje (m/z)
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* mé&ri se intenzita iontu v zavislosti na m/z:
- skenovani = zmeéna skenované veliCiny (U, V, B) — Q, sektorove
analyzatory, IT
- zaznam signalu v ¢ase — TOF, FTICR, Orbitrap

* normalizace spekter:
- prevedeni absolutnich intenzit na relativni
- intenzita osy y je v rozsahu 0-100%
- intenzita zakladniho piku spektra je 100% a intenzity ostatnich piku jsou k

ni vztazeny



Prirodni zastoupeni izotopu béznych organickych prvku

Prvek “M” “M+2” Typ
m/z % m/z % m/z % prvku

H 1 100 2 0.015 “M”
O 16 100 17 0.04 18 0.2 “M+2”

F 19 100 “M”
Si 28 100 29 5.1 30 3.4 “M+2”

P 31 100 “M”
S 32 100 33 0.79 34 4.4 “M+2”
Cl 35 100 37 32 “M+2”
Br 79 100 81 97.3 | “M+2”

| 127 100 “M”




Hmotnosti iontu ve spektru

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

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

* prumérna hmotnost: vazeny priumér hmotnosti jednotlivych izotopu
CO,: 1x12.01 +2x 16 = 44.01
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lonizacni techniky



lonizacni techniky

 neexistuje univerzalni ionizacni technika pro vSechny latky, ktere se mohou liSit z
ruznych chemickych hledisek, proto je vzdy tfeba vybrat optimalni zpusob ionizace pro
danou latku

* cela rada ionizacCnich technik, nektere ionizacni techniky byly nahrazeny novymi a
dnes se nevyuzivaji

 podle mnozstvi vnitrni energie po ionizaci Ize delit na "tvrde" a "mekke"
* mohou pracovat za atmosférického nebo snizeného tlaku
* dnes nejvetsi prakticky vyznam:

- ESI, APCI, APPI - pro spojeni HPLC/MS

v

- El - GC/MS, moznost porovnani s kninovnami spekter, strukturni informace, dobre
popsana pravidla fragmentace

- MALDI - pro MS zobrazovani



Elektronova ionizace (El)

* “nejtvrdSi” ionizacni technika - molekula ziska velky prebytek vnitfni energie, ktery se
projevi fragmentaci molekularniho iontu (nékdy v takovém rozsahu, ze molekularni ion
zcela chybi ve spektru)

* vznikaji ionty s lichym poctem elektronu (M*)
* pracuje za vakua - ca. 103 - 10-° Pa
* hmotnostni rozsah ca. do m/z = 1000

* pro tékavé a termostabilni latky - ionizace v plynné fazi pfi teploté 150 — 400°C
- zvySeni tékavosti/zlepseni tepelné stability latky pomoci derivatizace

* nejstarsi ionizacni technika
« podrobné popsana pravidla fragmentace jednotlivych tfid latek

 rozsahlé knihovny EI spekter - v databazi Wiley Registry of Mass Spectral Data/NIST
je pres 600 000 spekter, kompatibilni format se vSemi béznymi pfistroji na trhu, dale
obsahuje strukturni editor, chemické nazvy a jejich synonyma, MS/MS spektra, GC
retencni indexy

* nepouzivat zastaraly nazev “ionizace narazem elektronu” (Electron Impact)!



Princip elektronové ionizace

« Zhavena katoda (W nebo Re vlakno) emituje elektrony, které jsou po pruchodu
iontovym zdrojem zachyceny na anodé (“lapac elektronu”)

« urychlujici potencial v elektronvoltech (eV) mezi katodou a anodou urCuje energii
elektront (1 eV = 1.602*10-19 J)

« pfiblizenim emitovaného elektronu k valenénim elektronum molekuly dojde k
ovlivnéni jejich magnetickych poli, coz vede k uvolnéni valencniho elektronu a tim
vzniku radikalkationtu M*

M+e =M +2e katoda
* UCinnost ionizace je velice nizka, vznika proud
1 ion z 10° interakci o
» vzniklé ionty jsou vytésiiovaci elektrodou - . |
vypuzeny z iontového zdroje, svazek iontt S35
je dale fokusovan (zaostfen) a urychlen 2 £ +.__,hmotnostni
Jo bale . Y . » X = analyzator
dalsimi elektrodami smérem do hmotnostniho 25 !
analyzatoru > L

anoda
vstup

vzorku (g)



Princip elektronové ionizace

* jestlize molekula ziska pri ionizaci prilis velky prebytek vnitfni energie, projevi se to
jeji fragmentaci (fj. rozpadem na menSi nabité a nenabité cCasti); pfi rozsahlé
fragmentaci muze chybét molekularni ion

* jonizacni potencial vetSiny organickych latek je v rozmezi 7 az 16 eV
* v rozmezi 50 - 100 eV je spektrum relativné nezavisle na zvolené enerqii

« standardni urychlujici energie e- pro méreni knihovnich El spekter je 70 eV (musela
byt zvolena urcita hodnota kvuli moznosti porovnani spekter)

« proCc tak vysoka energie ionizace? nejvySSi citlivost, spektrum bohaté na
fragmentové ionty, pro vétSinu latek i molekularni ion
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Chemicka ionizace (Cl)

 konstrukce iontoveho zdroje a princip analogicke El, ale ve zdroji je pfitomen tzv.
reakéni plyn o tlaku 50-100 Pa - nadbytek reakéniho plynu oproti vzorku ca. 104:1

* nejdrive jsou ionizujicimi e ionizovany molekuly reakcniho plynu, které naslednée
ion-molekularnimi reakcemi ionizuji molekuly analytu (pouzity tlak zarucCuje, ze dojde
k dostateCnému pocCtu interakci molekul analytu s ionty reakcniho plynu)

* patfi mezi mekké ionizacni techniky - obvykle vznik [M+H]* nebo [M-H] nebo jinych
aduktovych iontu podle pouzitého reakéniho plynu

* vzniklé ionty maji sudy pocet e (na rozdil od M*- pfi El)

- ca. do m/z = 1000 katoda
w proud
o
- N
S5 ,
o9 hmotnostni
' X P " analyzator
QO 2 / y
S v
’ M
vstup anoda reakéni

vzorku (g) plyn



lonizace za atmosférického tlaku

* tyto 3 ionizacCni techniky (ESI, APCI, APPI) pracujici za atmosférickeho tlaku
znamenaly naprosty prulom v feseni spojeni HPLC/MS

* v soucCasnosti jsou techniky ESI + APCI standardem pro komercni HPLC/MS
systémy, APPI je povazovana za vhodnou alternativu pro nepolarni nebo velmi labilni
latky

* dnes je HPLC/MS diky ESI/APCI rutinni a spolehliva analyticka technika s
obrovskym potencialem v fadé oboru - chemie, biochemie, medicina, farmacie, atd.

* vznikaji pfevazné ionty se sudym poctem elektronu (existuji vyjimky)

APPI
%

 zastoupeni API technik v LC/MS



Volba ionizac¢ni techniky a polarity zaznamu

« zaznam kladnych iontl — vétSina sloucenin, pomérné univerzalni

« zaznam zapornych iontd — slou¢eniny obsahuijici sulfo-, karboxy-, (poly)hydroxy-
nebo nitro- skupiny, halogenované slouceniny, organokovy, atd.

100 000
biopolymery,
nepolarni - nekovalentni komplexy,
© 10 000-{| slouceniny organokovy,
% vysokomolekularni
E synthetické polymery
S 1000-
o
-
.. 4 . ’ . ’
= lontove organické
= 400- slouceniny
,b€zné" organicke
10 . sloucCeniny (neiontove)
Nepolarni Velmi polarni

Polarita



lonizace elektrosprejem (ESI)
« ESI je nejCastéji pouzivana ionizacni technika pro spojeni HPLC/MS
e pro latky stredné polarni az iontové
* nelze pouzit pri praci s nepolarnimi mobilnimi fazemi a pro nepolarni slouceniny
 prutok HPLC eluentu ca. 0.1 - 1.0 ml/min, pfima infuze jednotky az desitky I

» tvorba vicenasobné nabitych iontu - Ize ionizovat molekuly s Mg, v fadech 100 tisic
- vhodny pro ionizaci biomakromolekul
- proteomicka analyza

* mekka ionizacni technika - velmi Setrna
- [M+H]*, [M-H], aduktové ionty
- fragmentoveé ionty nejsou pozorovany nebo jen ve velmi nizké intenzité

* peptidy, proteiny, sacharidy, nukleove kyseliny, organometalicke i anorganicke
slouCeniny



lonizace elektrosprejem

 rozpusteny analyt je priveden kovovou kapilarou, na kterou je vlozeno vysokeé napeti
(3 -5kV)

* vznikajici kapiCky po rozpraseni na vystupu z kapilary za pomoci zmlzujiciho plynu
nesou na povrchu velké mnozstvi naboju

« odparovanim rozpoustedla dojde k zvySeni hustoty povrchoveho naboje, az pri
dosazeni kritické hodnoty dochazi k tzv. Coulombické explozi, tj. rozpadu na jeste
mensSi kapicky s rozdélenim puvodnich naboju

« opakovani tohoto procesu vede az k uvolnéni iontu

Evaporation wwme=e=>  Analyte ion ejected
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Chemicka ionizace za atmosfeérického tlaku (APCI)
* APCI je druha nejCastéji pouzivana ionizaCni technika pro spojeni HPLC/MS

e prutok HPLC eluentu ca. 0.1 - 1.5 ml/min, pfima infuze desitky az stovky pl

* pro latky nepolarni az stredne polarni

« vhodné pro pouziti s nepolarnimi mobilnimi fazemi a pro nepolarni slouceniny

* |ze ionizovat molekuly s Mg ca. do 2000

» mékka ionizacni technika - mirné "tvrdsi" ve srovnani s ESI
- [M+H]*, [M-H]
- bézné jsou pozorovany fragmentove ionty



Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

« princip APCI je obdobny jako pro konvencni chemickou ionizaci, ale ionizace probiha

za atmosférického tlaku

* eluat je na konci kapilary zmlzen do
vyhrivané zony

* na vybojovou elektrodu (jehlu) je vlozeno
vysoke napéti (3-4 kV), Cimz vznika
koronovy vyboj

* vybojem jsou nejdrive ionizovany
molekuly mobilni faze (protoze jsou v
obrovském prebytku) a nasledne ion-
molekularnimi reakcemi reak¢niho plynu
(tj. ionizovanych molekul mobilni faze)
jsou ionizovany molekuly analytu

* vzniklé ionty jsou elektrodami
usmerneny do analyzatoru

« protiproud susSiciho plynu (dusik) slouzi k
rozbiti pfipadnych nekovalentnich klastru

Zmizujici plyn

Vybojova
jehla

Vstup
eluatu

‘ Zmlzovac (sprej)

Vyhfivana zona

Susici plyn
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Fotoionizace za atmosferického tlaku (APPI)

* stejné usporadani zdroje jako pro APCI, jen se pro ionizaci molekul misto jehly s
vlozenym napéetim pouziva zdroj UV zareni

« APPI| vhodna pro ionizaci latek s velmi nizkou polaritou

* prutoky HPLC eluentu ca. 0.1 - 1.5 ml/min, pfima infuze desitky az stovky pl
* pro latky nepolarni az stredne polarni

* |ze ionizovat molekuly s Mg ca. do 2000

* mékka ionizacni technika

- [M+H]*, [M-HJ

- bézné vnikaji i ionty s lichym pocltem elektront - M*-, M-, zejména pro
nepolarni slouceniny nebo pro slouceniny s vysokym stupnem konjugace



Fotoionizace za atmosférického tlaku

* Jako zdroj UV zareni se pouziva
kryptonova vybojka s energii fotonu 10 eV

a minoritni 10.6 eV Vetiupein S

- tato energie je vétSi nez ionizacni o |
energie (IE) nepolarnich organickych 2B )
molekul, ale mensi nez IE slozek mobilni o
faze (metanol, acetonitril, voda) nebo |
vzdus$ného kysliku - selektivni ionizace Vo
analytu a nikoliv mobilni faze

Zmlzovac (sprej)

Vyhfivana zona

, oo o .. UViampa Susici plyn
- na rozdil od ESI a APCI b&Zné vznikaji \ F

lonty s lichym pocCtem e-

« vyhodné pouZziti tzv. dopantu (toluen,

benzen, IE<10 eV), ktery potom reaguje
ion-molekularnimi reakcemi s analytem a sepiidra
nikoliv s MF — vyssi citlivost

» obecné velmi podobna technika APCI,
ale lze pouzit i pro velmi nepolarni nebo
labilni sloucCeniny oproti APCI




Porovnani El a mekkych ionizacnich technik

* El - primarné vznikaji radikal-kationty M*- (ion s lichym pocCtem e-), které vlivem
velkého prebytku vnitrni energie molekuly ziskané pri ionizaci podléhaji dalsi
fragmentaci (molekularni ion ve spektru chybi pro ca. 10% organickych slou€enin)

« mekkeé ionizacni techniky - v dusledku ion-molekularnich reakci vznikaji pfevazné
lonty se sudym poctem e, napr. [M+H]*, [M+Na]*, [M+NH,]*, [M-H] a rada dalsich
iontu podle typu ionizaéni techniky a podminek ionizace, napf. adukty s kovovymi
lonty

- ve vétsiné pfipadu ve spektrech prevladaji tyto molekularni adukty, relativni
intenzita fragmentovych iontu byva obvykle nizka az miziva

- chybéjici strukturni informace Ize ziskat tandemovou hmotnostni
spektromerii (MS/MS)

* jednotlivé mekkeé ionizacCni techniky Ize orientacné seradit podle prebytku jejich
vnitrni energie vedouci k fragmentaci ionizovaneé molekuly (hovorové reCeno podle
jejich ,tvrdosti®)

- poradi je orientacni, muze se liSit pro rtzné tridy latek a také silné zavisi na
experimentalnich podminkach, pfesto muze slouzit jako uziteéné voditko:

ESI (nejgetrn&jsi) < MALDI ~ APPI < APCI < Cl < El (nejtvrdsi)



lonizace laserem za ucasti matrice (MALDI)

* ionizace molekul s velkou molekulovou hmotnosti - biopolymery a syntetické
polymery (desitky az stovky tisic Da, existuji aplikace i pfes milion Da)
- proteiny, oligonukleotidy, lipidy, polymery

e pro latky nepolarni az polarni

* jonizace muze probihat za ruznych tlaku

- nizkotlaké MALDI (klasické) - ionizace probiha za vakua (<1 Pa)

- stfedne tlaké MALDI - ionizace za snizeného tlaku

- atmosférické MALDI (AP-MALDI) - pracuje za okolniho tlaku, jiné ionty ve
spektrech, nizsi citlivost

« mekka ionizacCni technika, vétsinou jednou Ci dvakrat nabite ionty
- [M+H]*, [M+2H]**, [M-H]
- adukty s alkalickymi kovy

* spojeni s HPLC v off-line uspofadani - nanaseni spoijité stopy na terCik nebo sbér
frakci

* moznost archivace vzorku a jeho opétovné premereni
* obtizna kvantitativni analyza

* ionty matrice ve spektrech



lonizace laserem za ucasti matrice

* vzorek je spolecne s matrici nanesen na MALDI tercCik
* energie kratkeho laserového pulsu je absorbovana matrici

 nasledne dojde k lokalni desorpci matrice a analytu (vznikaji klastry matrice a
analytu)

* excitované molekuly matrice jsou stabilizovany prenosem protonu na analyt nebo
dochazi ke kationizaci molekul analytu za vzniku iontt analytu

* jonty jsou nasledne urychleny do hmotnostniho analyzatoru

Schéma Pulsed laser MALDI tercik

l/ T IMHHT

Animace




lonizace laserem za ucasti matrice

* pulzni ionizacni technika

- nejCastéji ve spojeni s TOF analyzatorem, ale i orbitrap, IT

* matrice musi absorbovat laserovy puls, aby mohlo dojit k ionizaci
- obvykle dusikove UV lasery (4 ns puls, UV 337 nm), IC lasery jsou drazsSi ale

citlivejsi

* dulezita je spravna priprava vzorku, volba vhodné matrice a rozpoustédla vzorku

« Zzpozdéna extrakce iontu (delayed extraction) -
pouziva se pro zvyseni rozliseni u TOF analyzatoru
- ionizované molekuly MALDI ionizaci maji urcitou
distribuci kinetické energie a dopadaji na detektor
v ruznych €asech, coz zpusobuje rozSifeni piku a
jejich horsi rozliSeni
- ionty jsou extrahovany 10 -100 ns po aplikaci
laseroveho pulzu, Cimz dojde k CasteCnemu
vyrovnani jejich energii a zvyseni rozliseni

Continuous extraction

Flight tube Detector
Desorption
& Extraction : Flight
o) : &
iy :
@ @ — A
20K\ Ol 0 kW20 kY
Delayed pulsed extraction
Detector
i
@ - 9
! 2 miz
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lonizace laserem za ucasti matrice

« matrice pro UV lasery (nejCastéji dusikovy laser pfi 337 nm) - nejCastéji aromaticke
karboxylove kyseliny, které absorbuji UV zareni pri vinové délce laseru, napr. kyseliny
dihydroxybenzoova, chlorsalicylova, skoricova, derivaty, apod.

- matrice pro IC lasery — cokoliv co absorbuje IC zafeni

 LDI (Laser desorption/ionization) — vlastni analyt zaroven pini i funkci matrice,
protoze intenzivné absorbuje zareni pri vinove délce laseru (napr. polyaromaticke
slouceniny), pak tedy neni nutné matrici pfidavat vabec



Hmotnostni analyzatory



Hmotnostni analyzatory

Podle zplsoby déleni iontu:
 skenujici - postupné meni skenovanou veliCinu (U, V, B) a propousti ionty o urcité
m/z (kvadrupolovy analyzator, sektorovy magneticky analyzator)

* jontoveé pasti - zadrzuje ionty pomoci napéti na elektrodach a nasledné je analyzuje
(iontova past, orbitrap, FT-ICR)

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

* analyzatory pohyblivosti iontu - déleni 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 ur€eni m/z - mira schopnosti analyzatoru urcit spravnou hodnotu m/z

« hmotnostni rozsah — rozsah m/z hodnot, pres ktery analyzator muze zaznamenat
spektra

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

* rychlost — rychlost zaznamu spekter



Zakladni definice rozlisovaci schopnosti (RP)

Definice zalozena na Sirce jednoho piku (univerzalni) - pomér m/z iontu a Sirky
tohoto iontu Am/z v polovine jeho vysky (Full Width at Half Maximum, FWHM)
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Vysoka a nizka rozlisovaci schopnost

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

 spektra s vysokou RP (FT-ICR, orbitrap, TOF, sektorovy magneticky analyzator s
dvoijitou fokusaci iontu)
- napf. pro nominalni hmotnost m/z = 28: CO (27.9949) x N, (28.0061) x C,H,
(28.0313)
- nebo m/z =72: C;H,0, (72.0211), C,H:F (72.0375), C,H;O (72.0575), C:H,,
(72.0939)

* spektra s nizkou RP = pouze rozliSeni iontu liSicich se o jednotku m/z nebo o néco
lepsSi (obvykle Q nebo IT)

CO*,Ns*, CsHe™ CO* MNa™ CaHe"
(a) - (b)

T T I 2
28 27.9949 28.0061 280313

nizka RP =z yysoka RP



Vysoka a nizka rozliSovaci schopnost

Inzulin ﬁ |
ﬂ RP =15 000

I\
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RP =5 000

Fe04 5906 5808 5810 5812 5814 5916 5B1E miz




Spravnost urceni hodnoty m/z (Mass Accuracy)

(mlz)exp - (mlz)teor
Spravnost uréeni m/z = *106

(mlz)teor
* relativni rozdil mezi experimentalné ziskanou hodnotou a teoreticky vypo€tenou m/z
lontu vztazenou k teoretické hodnote

* bezrozmerna veliCina vyjadfena v ppm
* vysoka spravnost urCeni hmoty umoznuje urcCeni elementarniho slozeni iontu

* jako naprosté minimum pro moznost urCeni elementarniho slozeni se uvadi
spravnost 5 ppm s externi kalibraci hmotnostni stupnice

e vétSina pfistroju s vysokym rozliSenim ma specifikaci < 3 ppm (TOF, QTOF,
Orbitrapy), v pfripadé ICR nebo vyuZziti interni kalibrace ¢asto <1 ppm

* Pfiklad: experimentalné nameérena hodnota m/z = 300.0463, teoreticky vypoltena
hodnota m/z = 300.0473

300.0463 — 300.0473
Spravnost urCeni m/z = *100=-3.3 ppm (v€etné znaménka!)
300.0473




Typické parametry hmotnostnich analyzatoru

| RozliSovaci Spravnost m/z rozsah
Hmotno’stnl schopnost P (horni limit) Rychlost Cena
analyzator [ppm] [HZz]
[*10°] [*10°]
Q 3-5 nizka 2-3 2-10 nizka
IT 4 - 20 nizka 4—-6 2-10 stfedni
TOF 10 — 60 1-5 10 - 20 10 — 50 stfedni
Orbitrap 100 — 480 1-3 6 1-5(10) vySSi
FT-ICR 1,000 = 0.3-1 4-10 0.5-2 vysoka

20,000




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 vysokoenergetickeé MS/MS experimenty - napf. urCeni poloh dvojnych
vazeb nebo vétveni v acylovém retézci 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

|

Fi, 2
F4 = Lorentz force, evB magnetic
field, B
F, = centripetal force, mv*
S F1 = Fz f .
evB = _rl_1_v2
r
eB = v
m r




Magneticky sektorovy analyzator s jednoduchou
fokusaci iontu

Princip: pfi pruchodu iontu magnetickym polem dojde k zakfiveni drahy letu iontu,
vétSi zakriveni pro ionty s niz8i hodnotou m/z (drahy tézSich iontu se tolik nezakfivi
kvuli vétSi odstredivé sile t€zSiho iontu)

deflected
ions

ion beam

magnet

(m/z), < (m/z), < (m/z),



Fyzikalni popis magnetického analyzatoru

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

* pri vstupu do magnetickeho pole ionty maji kinetickou energii E, odpovidajici z.V
ziskanou v urychlujicim elektrickem poli, takze plati:

E, =zV=1/2m.v? (v je rychlost urychleného iontu)
« v magnetickém poli pusobi na ion dostfediva sila B.z.v, ktera musi byt v rovnovaze s
odstredivou silou m.v4/r, takze plati:

B.z.v=m.V3r

 Z Cehoz dale odvodime tzv. zakladni rovnici pro magneticky analyzator:
m/z=B2.r?/ 2.V

« polomér drahy iontu tedy zavisi na m/z, B, V

* plynulou zménou (tzv. skenovanim) B (magnetické skenovani) nebo V (potencialove
skenovani) pri konstantnim polomeéru 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 (zaostfeni)
iontd, ¢imz dojde k vyraznému zvySeni maximalni RP z jednotek na desitky tisic

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

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

g
i
|

ELECTROSTATIC
SECTOR

sl !.
MAGHNETIC -+
SECTOR |
l&ns




Fyzikalni popis elektrostatické fokusace iontu

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

z.E =m.vir (E je intenzita elektrického pole)

* po vystupu z iontoveho zdroje a urychleni potencialem V maji ionty energii:
E, =zV=12m.yv?

 feSenim rovnice ziskame vztah pro polomeér zakriveni trajektorie v elektrickém poli:
r=2.V/E

* Z rovnice vyplyva, Ze fokusace iontu v elektrickém poli nezavisi na poméru m/z, ale
pouze na jejich kinetické energii

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



Kvadrupélovy analyzator (Q)
* R: obecne jednotkoveé rozliseni, pfi 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 kvadrupol (QgqQ) - typickeé pro kvantitativni analyzu, pro MS/MS experimenty, 3
kvadrupdly spojené za sebou, stredni slouzi jako kolizni cela

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

KDX by = U - Vcos wt




Kvadrupélovy analyzator

* Ctyfi stejné kovoveé ty€e kruhového prurezu délky 20 - 30 cm, na dvé protilehlé je
vlozeno kladné stejnosmerné napéti, na zbyvajici dve zaporné stejnosmérné napéti,
na vSechny tyCe je superponovano vysokofrekvencni stridaveé napeéti

* jon je priveden do stfedu osy kvadrupodlu a zaCne oscilovat

v dany Casovy okamzik, pro urcCity pomér U/V, jsou oscilace stabilni pouze pro ion s
urcCitou hodnotou m/z, ktery projde kvadrupolem a dostane se na detektor, vSechny
ostatni ionty jsou zachyceny na tyCich kvadrupolu

* plynulou zmenou (skenovanim) hodnot stejnosmérného napéti U a amplitudy V
(jejich pomér zustava konstantni) jsou postupné propustény na detektor vSechny ionty

(Jedna se vilastné o hmotnostni filtr) exiting
ions
(M1)

lon Beam

Quadrupole

(M1, M2, M3) Assembly

Injector Hole



Kvadrupolovy analyzator - fyzikalni popis
* pro pary tycCi plati:
F,=+ (U-V.coswt)a F.=- (U - V.cosnt),

kde F, a F_je potencial vlozeny na protilehlé dvojice tyCi (,kladné“ a ,zaporné” tyce), o
je angularni frekvence [rad/s] = 2I1v, U je stejnosmérné napeti (~500 — 2000), V je
amplituda stfidavého napéti (-3000 az +3000 V)

F, = m.d2x/dt?, F, = m.d%y/dt?,

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

a, = a, = -a, = (8zeU) / (mw?ry?), q, = q, = -q, = (4zeV) / (mw?ry?),

z cehoz odvodime vztahy pro U, V:

U=a,.m/z.(w?ry?)/8e,V =q,. m/z.(w%ry?)/4e



Stabilitni diagram pro kvadrupol

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

xz plane

N A e AP <t PPN PPN SNPIP SAPN P e—

yz plane

o S

.

X - Y stable region

0 ' EI“, U Qu Stable along both xand y
xz plane
0+ F“‘ \
-4 1
yz plane
Y stable region ——

Stable along y, unstable along x



Stabilitni diagram pro kvadrupol

« parametr a zavisi na stejnosmerném napéti (U), parametr q zavisi na amplitudé
stridavého napeti (V)

* pfi skenovani se méni parametry a a q tak, aby jejich pomer byl stale konstantni,
postupné jsou propustény kvadrupdlem vsechny ionty a zaznamenano spektrum

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

A @Q=konst.

y nestabilni

m,
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X nestabilni
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Stabilni
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Trojity kvadrupolovy analyzator
(Triple Quadrupole, QqQ)

3 kvadrupoly fazeny za sebou a prostredni 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 iontt nez u MS/MS méfeni s iontovou
pasti

Normal Scan Mode

« moznost méreni ruznych typu skenu:
- sken produktovych iontu
-S ke n ne Utré I n I’Ch Ztrét Ion tra?srlnission Ion tragsglission Mass?u%dlysis
- sken iontovych reakci MS/MS scan mode

« pro méfeni MS3 by bylo nutné spoijit 5 kvadrupaolu
za sebou QqQqQ, prakticky se nepouziva; pro MS"
do vys$Siho stupné nez MS? jsou vhodnéjSi analyzatory

. , 1 2 3
na prl NCI pU paStI Par?nt ion Co%sion Mass(gnalysis

transmisson Chamber



3D lontova past

* R: obecné jednotkove rozliseni (néktere pristroje s RP do 4 000 az 20 000)
* 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 quadrupcle ion trap 2D linear quadrupocle ion trap

Filament

Cap
Electrode

Electron
Multiplier



3D lontova past

* iontova past je tvorena prstencovou elektrodou a dvema koncovymi elektrodami, na
elektrody je viozeno napéti (3D kvadrupol)

* jonty jsou kratkym napetovym pulzem privedeny do pasti vstupnim otvorem koncove
elektrody (“nadavkovani iontu”)

* vhodnymi pomery napeti viozeneho na kruhovou a dvé koncové elektrody jsou ionty
zadrzeny uvnitf pasti (uUCinnost zachytu priblizné 5%)

 postupnou zmenou napeti jsou
podle jejich m/z vypuzovany na [entrance cap l\.x/ \

ring electrode |

detektor vystupnim otvorem

-

&
]

ion cloud ||

auxiliary dipolar amplitude |

primary RF amplitude |




3D lontova past

« podobné jako u kvadrupdlu se stabilita oscilaci iontu fidi Mathieu-ovym stabilitnim
diagramem (v tomto pfipadé trojrozmernym), ktery vymezuje oblasti, kde je ion o dané
m/z stabilni (zustane v pasti) nebo nestabilni (zanikne na elektrodach nebo je
vypuzen)

Stabilni oscilace
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3D lontova past

* jontova past umoznuje MS" experimenty v jednom misté = izolaci iontu, fragmentaci
a méreni produktovych iontd (moznost az MS'0, v praxi max. MS9)

* |ze pouzit externi ionizaci (obvyklé zejména u HPLC/MS) nebo interni ionizaci v
iontove pasti (bézné u GC/MS s El)

« do pasti se zavadi He jako tzv. tlumici plyn o tlaku asi 5*10-3 Pa

- tlumi oscilace v ose z, Cimz se dosahne vyznamného zvysSeni RP a zlepseni
zachytu iontu

- pro kolizni excitaci vybranych iontu pfi MS/MS experimentech

 preplnéni iontové pasti - je potfeba optimalizovat mnozstvi iontu davkovanych do
pasti, pokud jich je pritomnych priliS mnoho, dochazi ke vzniku prostorového naboje
("space charge effect") a tim k vyraznému poklesu rozliSeni a posunu m/z

- predsken - pred vlastnim skenem se provede velmi kratky predsken, ve
kterém se spocita mnozstvi iontu pfichazejicich do pasti a podle toho se upravi doba
davkovani iontu (otevreni vstupni elektrody)

- vypocet z predchoziho skenu - vychazi z dat predchazejicino skenu

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



Linearni iontova past

* jedna se v podstaté o kvadrupol na jehoz koncich jsou umistény elektrody s
vlozenym potencialem, ktery umoznuje uchovavani iontu

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

« vySSi ucinnost plnéni a detekce iontu

* muUzou byt pfitomny i dva detektory

* ionty mohou byt vypuzovany radialne nebo axialne

* muze pracovat v médu LIT i jako Q



Zachyt iontu v linearni iontové pasti

stejnosmeérné l l l stejnosmeérné

napéti (DC) £ napéti (DC)

t ¢+ ¢

vysokofrekvencni stridavé napéti (RF)




Linearni iontova past

Animace

| 2 mm

A7 mm

R, =4 mm

Hvperbolic Rods 12 mm

Xp=4.76 mm

Y, =4 mm Bick

v Section
Center
Section
|'I'ﬂ_ﬂt Slot: 30 mm x .25 mm
Section

kvadrupolove tyCe se segmenty




Analyzator doby letu (TOF)

* 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

* hmotnostni analyzator s teoreticky neomezenym hmotnostnim rozsahem

* pulzni analyzator - Casto s MALDI ionizaci

Accelerating
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Analyzator doby letu
» méri dobu letu iontd potfebnou pro prekonani urcité drahy

* jonty jsou urychleny napétovym pulsem do letové trubice (oblast bez pole), kde leti
riznou rychlosti v zavislosti na jejich m/z a dopadaji na detektor v ruizném Case

- ionty s mensi hodnotou m/z o stejné kinetické energii se pohybuiji rychleji,
takze se rychleji dostanou na detektor (“malé ionty leti rychleji”)

* méreni spekter je velice rychlé a hmotnostni rozsah m/z neni teoreticky omezen,
zalezi pouze na dobé, po kterou budeme ¢ekat na dopad iontl (Ize m/z > 10°)

* jedna se o typicky pulzni hmotnostni analyzator, protoze nejdrive jsou velmi kratkym
pulzem ionty urychleny na vstupu do analyzatorove trubice a potom se presne meri
Cas (fadové ns — us), za ktery ionty “dolétnou” k detektoru, podle ¢ehoz se urci jejich
m/z

Accelerating

energy (E| Flight path distance (d)
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Analyzator doby letu

* pfi ionizaci ziskaji ionty priblizné stejnou energii a jsou urychleny elektrickym
potencialem V, takze plati:

E, =12mv2=2V
« doba drahy letu iontu t:

t=I
kde | je délka analyzatorové trubice (= draha letu) a v je rychlost iontu

* feSenim rovnic ziskame vztah pro vypocCet m/z:

m/z = 2.V.t%/I?



Zvyseni rozliseni u TOF analyzatoru

* rozliSovaci schopnost linearniho TOF analyzatoru neni pfiliS vysoka (cca. 1 000 —
3 000), pouzitim dale uvedenych technik lze vyrazne zvysit RP az na ca. 15 - 25 000,
ve specialnim pripadé prodlouzené letove trubice az 60 000

1/ Analyzator doby letu s reflektronem (rTOF)

e pouziti tzv. iontového zrcadla neboli reflektronu, které slouzi k vyrovnani ruznych
kinetickych energii pro ionty se stejnou hodnotou m/z (pfi ionizaci ziskaji ionty
kinetickou energii s urcitou distribuci, coz vede k rozsSifeni jejich piku a tim ke zhorSeni
RP)

2/ Opozdéna extrakce iontu (Dealyed Extraction)
* ionty jsou z MALDI zdroje extrahovany s malym zpozdenim, Cimz dojde diky
vzajemnym srazkam ke sjednoceni jejich kinetickych energii



Princip iontového zrcadla (reflektronu)

* jonty s vetsi kinetickou energii proniknou hloubéji do odrazoveho eletrickeho pole
reflektronu pfed jejich odrazem (oproti iontiim s nizsi E,), ¢imZ dojde K jejich opozdéni
oproti iontum s nizSi E, a tim i k vyrovnani celkovych drah iontu s riznou E,

* hloubka pruniku iontu do elektrického pole reflektronu je umérna jejich E, a nezavisi
na m/z
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Orbitalni past (orbitrap)
* RP: 100 000 - 240 000
* spravnost urceni hmotnosti: 1 - 3 ppm
* hmotnostni rozsah: 6 000

 skenovaci rychlost: pomalejsi (1 - 5 Hz)

* nejnovejsi typ hmotnostniho analyzatoru
- popsan ruskym fyzikem Makarovem v roce 2005

* nizSi rozliSovaci schopnost a spravnost ur€eni hmoty oproti FT-ICR, ale vyrazné nizsi
porizovaci naklady




Orbitalni past (orbitrap)

ﬁi . k

m/z

,Iw’,l i H“Iq 'l ‘: \'Il I,"

hr \'i"”i' il )'f

 sklada se z vnéjSi a stredove vretenove elektrody, na ktere je vlozeno napeéti

* ionty se pohybuji okolo a podél stredové elektrody

- frekvence v ose z (w,, podel stredové eldy) je neprimo umérnou odmocniné z m/z
* jako u ICR cely je méfen ionty indukovany proud na vnéjSich elektrodach

* hmotnostni spektrum se ziska po Fourierové transformaci signalu



Orbltalnl past — zakladni popis

Charakteristické frekvence:

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

T
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Kvadraticko-logaritmicka potencialova distribuce [rad/s]
pro idealni Kingdonovu past:
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Davkovani iontu a tvorba iontového prstence

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

 zvySujici se napeti stlacuje ionty
« stabilizuje se napéti a nasledné se stabilizuji i trajektorie iontu

* Uhlové rozSireni vytvofi rotujici prstenec iontu (podobné jako
prstence u planet)
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Detekce proudovéeho obrazu (image current)
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» detekce vSech hodnot m/z

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

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



Orbitalni past — schéma pristroje
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lontova cyklotronova rezonance (ICR)
* RP: 1 —10 miliénu
 spravnost urceni hmotnosti: <1 ppm
* hmotnostni rozsah: 4 000 - 10 000
 skenovaci rychlost: pomaly (0.5 - 2 Hz)

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




ICR - princip
* ICR cela je umisténa uprostred velmi silného magnetického pole (ca. 7 Tesla)
* kdyz se ion dostane do silného magnetického pole, zacne se pohybovat po
cykloidalni trajektorii s cyklotronovou frekvenci = %

 nasledne jsou ionty excitovany pomoci RF v Sirokém pasmu frekvenci na vyssi orbit

 po vypnuti RF ionty pokracuji na stejnych frekvencich na drahach s vyssim
polomérem

« kazda hodnota m/z ma charakteristickou cyklotronovou frekvenci

 detekce je zalozena na mereni indukovaného proudu ionty na detekCnich deskach
(interferogram, superpozice frekvenci vSech iontu v cele)

 Fourierovou transformaci se prepoctou tyto frekvence do stupnice m/z - ziskame
hmotnostni spektrum
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Fourierova transformace

zavislost intenzity na Case
superpozice vsech frekvenci iontu v cele

Fourierova transformace

|||| “ | zavislost intenzity na m/z
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FT-ICR cela
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Excitace

* bézny polomer cely: 1-3 cm

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

* excitaci se polomér zvysi na ca. 1 cm

* silné magnetické pole B v rozsahu 1-12 Tesla, nejbezneji 7 Tesla



Spojeni MS a separacnich
technik



Spojeni hmotnostni spektrometrie a separacnich technik

ProC spojeni?
* muzeme v jedné analyze zaroven separovat i identifikovat slozitou smés latek,
kombinace vyhod obou technik

« alternativni zpusob spodivajici v izolaci latek po jejich chromatografické separaci a
nasledném zméreni hmotnostnich spekter pro jednotlivé latky off-line technikou je
pracny, casove narocny a pro slozité smesi latek nebo latky ve stopové koncentraci ve
smeési nemusi byt vubec proveditelny

ProcC bylo technickeé reSeni spojeni GC/MS a zejména HPLC/MS slozité?

« rozdil tlakll mezi hmotnostnim analyzatorem (napf. kvadrupdl i iontova past 103 Pa)
a analyzovanymi latkami vstupujicimi do iontového zdroje za atmosférického tlaku (tj.
10° Pa) je nejméné 8 fadu, pro dalsi typy hmotnostnich analyzatoru jesté vice, napf.
TOF (vakuum 10-° Pa, tj. 10 fadl rozdil) nebo FT-ICR (vakuum 10-1° Pa, tj. rozdil 15
radu)

* navic analyzované latky jsou neseny v toku plynu (GC, pratok u kapilarnich kolon asi
1ml/min) nebo kapaliny (HPLC, asi 1 ml/min nebo méné), které jsou v obrovském
nadbytku a musi byt odstraneny pred vstupem do vakuové casti pristroje, v
soucasnosti jiz rutinni pouziti






Spojeni plynové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie (GC/MS)

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

v minulosti se pro spojeni GC/MS s naplfiovymi kolonami s vy$Simi prutoky nosného
plynu pouzivaly ruzné separatory, jejichz cilem bylo odstranéni nadbytku nosného
plynu pred vstupem do iontového zdroje a analyzatoru

* v soucasnosti zcela rutinni metoda, temer vyhradnée se pouziva ve spojeni s
kapilarnimi kolonami (prutok ca. 1 ml/min)

* nosny plyn s analytem se zavadi primo do iontoveho zdroje ve vakuu, kde vakuovy
system odstrani prebytecny nosny plyn

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

* jontové zdroje: El nebo CI

« pouziti EI umoznuje pfimé softwarove porovnani nameérenych spekter s knihovnami
spekter v pocitaci (stovky tisic spekter)

« hmotnostni analyzatory: Q, IT, TOF, QqQ



Pouziti knihoven El spekter u GC/MS

» vysledkem pocitacoveho porovnani neznameho spektra s knihovnou jsou
nejpravdepodobnéjsi moznosti (napr. pro prvnich 20 moznosti) sefazené podle
klesajici podobnosti spekter s vyjadrenim koeficientu shody v procentech

 obvykle se pouzivaji dva zpusoby porovnani:

a/ primy (forward) - software hleda vSechny ionty z knihovniho spektra ve
spektru neznamée latky

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

- co je ve spektru navic (napf. neCistoty) na koefient shody nema vliv

b/ zpétny (reverse) - pocita€ se snazi najit vSechny ionty z neznameého
spektra v knihovnim spektru

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

* vysoky koeficient shody neni dukazem spravnosti identifikace, ale pouze velmi
rychlou a cennou pomuckou kvalifikovaného operatora, ktery musi posoudit rozdily ve
spektrech, zejména v pripadé horSi shody nebo vyznamnéjSich rozdilu ve spektrech

 ,bézné" a dosud popsané latky pravdépodobné v knihovné budou, nove
syntetizovaneé latky Ci latky omezeného vyznamu mohou chybét, pak knihovni
porovnani pouze prvnim voditkem a dokoncCeni interpretace musi operator provest
manualne






Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie (HPLC/MS)

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

LD a4

- misto 1 ml/min nosného plynu (pro GC/MS) musime pred vstupem do
hmotnostniho analyzatoru odstranit 1 ml/min kapaliny (pro HPLC/MS)
- pf. 18 ml vody (/, 1 mol) = 22.4 | plynu, tzn. 1 ml vody je po odpareni 1.2 | plynu

* U ionizacnich technik pracujicich za atmosférického tlaku (ESI, APCI, APPI) se
mobilni faze pfimo ucastni ionizacniho procesu

 spektra neni mozné porovnavat s knihovnou, protoze knihovny pro HPLC/MS

spektra vetsinou neexistuji, spektra se vyrazneé lisi podle pouzité ionizaCni techniky,
pracovnich podminek i typu pfistroje (plati kromé El) - spektra je nutné interpretovat
manualné (zkuSenosti operatora, porovnani s analogickymi typy latek Ci literaturou)

* vyjimkou v tvorbé knihoven jsou specifické pripady proteomickych knihoven,
laboratorni knihovny pro omezeny rozsah latek (napr. skupiny zakazanych drog,
pesticidu ¢i podobné definovana skupina znamych cilovych analyta), vétSinou se
jedna o knihovny MS/MS spekter (na rozdil od MS spekter u GC/EI-MS),
prevoditelnost knihoven mezi raznymi typy hmotnostnich analyzatoru muze pfinést
problémy kvuli vyznamnym rozdilim



HPLC/MS analyza

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

* vysledek HPLC/MS analyzy je zaznam intenzity vybranych m/z v Case

* hmotnostni spektra eluatu z HPLC méfena s urCitou frekvenci — zavisi na pouzitém
analyzatoru (jeho skenovaci rychlosti), Sifce piku, pozadavcich na analyzu, atd.

* mefeni spekter v celém rozsahu m/z nebo jen v urCitém intervalu - ovliviiuje rychlost
sbéru spekter (,sampling®)

* moznost vyvolat spektrum v urcCitém Case
* |[ze prumérovat spektra v ur€itém ¢asovém intervalu (integrace piku)

* moznost vyvolat zaznam intenzity signalu urcité m/z v Case



Schéma HPLC/MS systemu

Kapalinovy chromatograf uv > HPLC-UV

/ detektor systém
Pumpa Kolona

Hmotnostni spektrometr
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(ESI, APCI) (Q, IT,TOF)

a) UV chromatogram
vysledky jedné b) TIC chromatogram
HPLC/MS analyzy c) RIC chromatogramy

d) MS spektra v§ech piku




Zpusoby zaznamu HPLC/MS analyzy

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

Chromatogram zakladniho piku spektra

(Base Peak Chromatogram, BPC)

« zaznam intenzity pouze zakladniho piku spektra

« podobny TICu, ale neni ovlivhovan Sumem nebo ionty s nizkou intenzitou

Rekonstruovany iontovy proud
(Reconstructed/Extracted lon Chromatogram, RIC/EIC)
 zpétné vyvolany zaznam intenzity jedné m/z v Case

» identifikace koeluce piku

« identifikace stopovych koncentraci v Sumu, atd.



