lonizacni techniky
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Zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru

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

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

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

« dalSi dulezité Casti pristroje:

- vakuovy system

- iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci iontu

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

spekter s knihovnou ,
P Hmotnostni spektrometr

vzore Hmotnostni

analyzator

—>Detektor> DATA

vakuum




lonizacni techniky

 neexistuje univerzalni ionizacni technika pro vSechny latky (mohou se liSit z raznych
chemickych hledisek), proto je vzdy tfeba vybrat optimalni zpasob ionizace pro danou
latku

» cela fada ionizaCnich technik, nékteré ionizacni techniky byly nahrazeny novymi a
dnes se nevyuzivaji (ionizace termosprejem, ionizace urychlenymi atomy/ionty
(FAB/FIB), ionizace polem, desorpce polem)

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

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

v s

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

- MALDI, DESI, SIMS - pro MS zobrazovani
- DESI, DART - desorpCni ambientni techniky



Podle ¢eho volit zpusob ionizace?

* tékavost (souvisi s polaritou a My,) - pro tékave latky: El, CI

» molekulova hmotnost - asi do M,=1000 Ize EI/CI, do cca 2 tisic APCI a APPI, do
desitek az stovek tisic ESI a MALDI

« tepelna stabilita latky - pro termolabilni latky nejsou vhodné techniky, kde je nutné

v o

techniky (ESI nebo MALDI)

« chemickeé individuum nebo smeés - pro smesi spojeni s vhodnou separacni technikou
(GC/MS, HPLC/MS, CE/MS), pro Cisté latky je separace zbyteCna

» volba polarity ionizace (plati pro mekke ionizacni techniky)
- kladné ionty - pro vétsSinu latek, musi byt mozné latku protonovat (vhodna pritomnost
heteroatomu) Ci kationizovat (Na*, K*, Li*, Ag*, apod.)

- zaporné ionty - sulfonové a karboxylové kyseliny, polyhydroxylované latky (snadna
deprotonace), nékdy pomuze tvorba aduktovych iontu s jednoduchymi anionty, napf.
[M+octan], [M+mravencan],, [M+Cl], apod.



Podle éeho volit zpusob ionizace?
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Elektronova ionizace

* nejstarsi ionizacni technika

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

* vznikaji ionty s lichym poc¢tem elektronu (M*)

* pracuje za vakua - ca. 103 - 10° Pa

* hmotnostni rozsah ca. do m/z = 1000

* pro tékave a termostabilni latky - ionizace v plynné fazi pfi teploté 150 — 400°C
- zvySeni tékavosti/zlepSeni tepelné stability latky pomoci derivatizace (napr.
derivatizace kyselin na estery apod.)

 podrobné popsana pravidla fragmentace jednotlivych tfid latek

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

» nepouzivat zastaraly nazev “ionizace narazem elektront” (Electron Impact)!



Princip elektronoveé ionizace

» Zhavena katoda (W nebo Re vlakno) emituje elektrony, které jsou po pruchodu
lontovym zdrojem zachyceny na anodé (“lapac elektronu™)

« urychlujici potencial v elektronvoltech (eV) mezi katodou a anodou uréuje energii
elektront (1 eV = 1.602*101° J), standardné 70 eV

* pfiblizenim emitovaného elektronu k valenénim elektronim molekuly dojde k
ovlivnéni jejich magnetickych poli, coz vede k uvolnéni valen¢niho elektronu a tim
vzniku radikalkationtu M*:

M+e —-M-+2e urychlovaci  katoda

y v . ) : . o napeéti pro e .
* u€innost ionizace je velice nizka, vznika petip — emise

: : f -z vlakna
1 ion z 105 interakci ezv

/
- vzniklé ionty jsou vytésnovaci elektrodou 5 ..
vypuzeny z iontového zdroje (+5 az 10V viCi e 3 ,
vy v . 0 o ° hmotnostni
ionizacni komore), svazek iontu e £ O — M"———— o lyzétor
je dale fokusovan (zaostien) a urychlen Eé = !
dalSimi elektrodami smérem do hmotnostniho I_'_l
analyzatoru
y anoda v\, L.
vstup extrakcéni, fokusacni a

vzorku (g) akceleracni ¢ocky



Princip elektronoveé ionizace
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A VAPORIZED SAMPLE IS INTRODUCED

zdroj - https://www.youtube.com/watch?v=22dr-3XDNmMQ



Princip elektronoveé ionizace

 ionizacni energie = minimalni mnozstvi energie, které musi byt absorbovano neutralni
molekulou, aby doSlo k ionizaci odstranénim elektronu = vyjadfuje, jak silné je e v el. obalu
vazan (u vetsiny organickych latek je v rozmezi 7 az 16 eV)

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

* v rozmezi 50 - 100 eV je spektrum relativné nezavislé na zvolené energii

 standardni urychlujici energie e pro méreni knihovnich El spekter je 70 eV (musela byt
zvolena ur€ita hodnota kvuli moznosti porovnani spekter)

 proC tak vysoka energie ionizace? nejvyssSi citlivost, spektrum bohaté na fragmentové ionty
(prebytek energie — fragmentace), pro vetsinu latek i molekularni ion
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Vliv energie ionizujicich
elektronu na fragmentaci
v El spektrech

* energii e Ize volit 5 - 100 eV

* snizenim energie e” se snizi
prebytek vnitrni energie ionizovanych
molekul - nekdy postacuje na zvyseni
relativni intenzity molekularniho iontu
na ukor snizeni citlivosti

Priklad: kyselina benzoova
(obecné vliv energie elektront nemusi
byt tak vyrazny jako v tomto prikladu)
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Zaporneé ionty pri elektronove ionizaci

* pouziva se zcela vyjimecné, soucasné komercni pfistroje tuto moznost vubec
nenabizi

« za standardnich podminek méreni El spekter (70 eV) maji vznikajici zaporne ionty
prilis velkou energii a dochazi k rozsahlému rozpadu molekularniho iontu na
nizkomolekularni fragmenty (tzv. ,molekularni Srot"), musi se volit niZSi energie

« zachyt e” je malo pravdepodobny proces; zavedenim brzdiciho plynu (argon) se
vzajemnymi srazkami snizi rychlost ionizujicich e~ (vznik tzv. pomalych e°) a tim se
zvySi pravdépodobnost zachytu e

3 zakladni mechanismy vzniku zapornych iontu zavisi na energii ionizujicich e
1/ AB + e~ — [AB]~ - resonancni zachyt (0-2 eV)

2/ AB + e — A+ [B] - disociacni zachyt (2-10 eV)

3/ AB + e~ — [A]" + [B] + e - tvorba iontovych paru (>10 eV)
» vhodné pro latky s elektronegativnimi substituenty, napf. halogeny
» spektra jednodussi na interpretaci (nejsou presmykove reakce)

* nelze pouzit pro vSechny latky, musi mit kladnou elektronovou afinitu (EA)



Knihovny EIl spekter

NIST 17

306 000 El spekter (pro 267 000
sloucenin)

652 000 MS/MS spekter

software pro porovnavani
nameérenych spekter s knihovnou

kazde spektrum obsahuje
informace (sumarni vzorec, MW,
strukturu, chemicky nazeyv,
synonyma, CAS#, InChikey
(PubChem)

prfipadné GC metodu a tg

MS/MS (hmotnost prekurzoru,
pouzity hmotnostni analyzator,
kolizni energie, detaily
experimentalnich podminek)
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Knihovny El spekter — porovnani s databazi
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Chemicka ionizace
» 1. mékka ionizacni technika (1966 - Munson, Field)
* ionizace molekul v plynném stavu interakci s reakénimi ionty

 konstrukce iontového zdroje a princip analogicke El, ale ve zdroji je pfitomen tzv.
reakéni plyn o tlaku 50-100 Pa - nadbytek reakéniho plynu oproti vzorku ca. 1041

* nejdfive jsou ionizujicimi e” ionizovany molekuly reakcniho plynu, které nasledné
lon-molekularnimi reakcemi ionizuji molekuly analytu (pouzity tlak zarucuje, ze dojde
k dostateCnému poctu interakci molekul analytu s ionty reakéniho plynu)

* patfi mezi mékké ionizacni techniky katoda
- vzniklé ionty maji sudy pocet e
- obvykle [M+H]* nebo [M-H] proud
- aduktové ionty dle pouzitého reakéniho plynu > ©
» dnes predevsim pro GC/MS, studium reakci S L e-
v plynném stavu é S & __| hmotnostni
0 X analyzator
w @
‘E.-G-) /v
vstup anoda reakéni

vzorku (g) plyn



Vznik iontu pii chemické ionizaci
* ionizace reakcniho plynu (El ionizace):
R+e — R"+2¢
* ionty vznikaji ion-molekularnimi reakcemi:

R*+R — [R+H]" + [R-H] (ion-mol. reakce R)

[R*tH]* + M — R + (pfenos protonu)

[R-H]*+ M — R + [M-HJ* (abstrakce hydridu)

RV +M  — R+(u*) (vyména naboje)

R*+M  — [R+M]’ (kondenzace) v molekula analyty

LD A

na neutralni molekulu M)
« abstrakce hydridu byva pozorovana u alifatickych uhlovodikt (vznik [M-H]*)
* k vyméné naboje dochazi u GC/MS: He* + M — He + M*:

- pfikladem kondenzace je reakce iontu z methanového plazmatu [C,H:]* a [C3H]* S
molekulou za vzniku [M+C,H.]* a [M+C;H.]*



Reakcni plyny
* nejbéznejsSi reakcni plyny:
- methan (vznikajici ionty [CH:]*, [C,H:]*, [C3H:]Y)
- isobutan (ion [C,H]*)
- amoniak (ionty [NH,]*, [(NH;),H]*, [(NH3)sH]*)

* méne Casté:
- propan (ion [C3H)T*)
- methanol (ionty [CH;0H,]*, [(CH;OH),H]*)
- voda (ion [H;0]")
- dusik (ion [N,]*)
- vzacné plyny (ionty [He]*, [Ar]*) a jiné

e spravnou Vvolbou reakcniho plynu Ize ziskat pozadované ionty nebo selektivné
lonizovat molekuly analytu



Pfenos protonu

« protonova afinita (PA, kJ/mol) - kvantitativni vyjadreni schopnosti bazické molekuly B
pfijmout proton (zména enthalpie spojena s protonaci bazické molekuly B).

B+ H* — BH*, -AH =PAg
- Cim vysSSi hodnota PA, tim pevnéji vaze molekula proton
- Cim pevnegji vaze molekula proton, tim obtizné&ji ho uvolnuje
* protonace reakcnim plynem - protonovana baze RH* predava proton bazi M
RH*+ M — R + MH*, AH = PA; - PA,

- reakce musi byt exotermni AH < 0, aby doSlo k protonaci molekuly analytu M
protonovanou bazi reakcniho plynu RH* — PA,, > PAR

Molekula PA (kJ/mol) Molekula PA (kJ/mol)
vodik 424 isobutan 826

methan 533 amoniak 853

voda 691 dimethylamin 925
methanol 754




Pfenos protonu

* Cim vétsi PA reakcéniho plynu, tim veétsi selektivita = protonovana baze RH* (reakCni
plyn) pevneé vaze proton a dokaze protonovat pouze bazi M (analyt) s vyssSi PA

- napfr. amoniak je velmi selektivni, methan je zase pomérné univerzalni

"W Vah'ad

- napf. u esteru na karbonylovém kysliku, protoze PA eterického kysliku je o 50-90
kJ/mol nizsi

* je uvazovana PA v plynné fazi a nikoliv v kapalné!

Molekula PA (kJ/mol) Molekula PA (kJ/mol)
vodik 424 isobutan 826

methan 533 amoniak 853

voda 691 dimethylamin 925
methanol 754




Zapornée ionty pri chemickeé ionizaci

* jednodussi spektra, meéné fragmentaci
» vhodné pro latky s kyselym vodikem nebo elektronegativnim atomem (halogeny)

* nejbéznéjsi reakce vedouci ke vzniku zapornych iontu:

M+ [R-H]] — [M-H] +R (pfenos protonu)

M+ X — [M+X] (adice halogenidu X°)

M+ e — M- (zachyt elektronu) R .. reakéni plyn
M+R- — M-+R (vyména naboje) X e e

 pouzivané reakcni plyny:
- methan nebo isobutan (ion [H])
- amoniak (ionty [NH.]-, [H])
- CCl, nebo jiné halogenované latky (ion [Cl]- nebo obecné [X])
- N, O (ionty [O]~, [NOJ) - velmi citlive pro molekuly obsahujici halogeny nebo jiné
elektronegativni prvky



Vyuziti El a Cl - zejména GC/MS aplikace

TSQ 8000 Evo DFS
GC-MS/MS GC-HRMS
Triple Quadrupole MS Magnetic Sector HRMS
High performance, easy to use MS/MS for non- High-Resolution Full Scan and SIM
experts

Target Analysis in Complex Matrix Dioxins, PCBs, Other POPs

EPA 1613, 8270A, 8290

@es in Food, Drugs in body fiti
= = ThermoFisher

SCIENTIFIC



Vyuziti El a Cl - zejména GC/MS aplikace

GC/HRI\/IS (firma ALS, Pardublce)
s (e |
—— f -f -
| = :lh...__ ,_:f._;
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aatt il ””'
- specializovaneé pracoviste, kde provadi ultrastopoveé analyzy latek zejména ze skupiny tzv.

persistentnich organickych polutantt (POPs), jako jsou polychlorované dibenzo-p-dioxiny

(PCDD) a dibenzofurany (PCDF), polychlorované bifenyly (PCB), polybromované difenylethery
(PBDE) a polyaromatické uhlovodiky (PAH).



Cl Cl Cl Cl
cl__i_ _O_ _8.__cCl ©
3 7
CI” ™47 ~0”7 ™67 ~Cl
| | Cl ol C Cl
Cl Cl
Polychlorinated dibenzo-p-dioxin (PCDD) Polychlorinated dibenzofuran (PCDF)
“Dioxin” “Furan’
75 congeners 135 congeners

Cl Cl Cl Cl

Cl Cl CI Cl

Polychlorinated Biphenyl (PCB)
209 congeners



Havarle u Sevesa (ltalie, 10.7.1976)

v chemické tovarné firmy Icmesa vybuchl chemicky reaktor

* do ovzdusi béhem havarie unikly horkeé jedovate pary - asi
dva kilogramy tetrachlorodibenzodioxinu TCDD (bily oblak),
které zamofily témér dva tisice hektaru pudy v okoli

« Dioxiny vznikaji pri spalovani chlorovanych sloucenin,
tovarna vyrabela mimo jiné herbicid TCP

« dioxiny — akutné toxické slouceniny (zpusobuji bolest hlavy,

z dychaci potize, poskozeni jater, chlorakne, karcinogenni)

e wrene ¢ nanasledky otravy zemrelo > 200 lidi

chimique de Seveso

(Italie), 1976. « koncentrace dioxinu je v zivotnim prostfedi sledovana




Toxicity of Dioxins

+ Acute toxicity
* Chloracne

» Carcinogenic
» Estrogenic
» President Yushchenko (Ukraine)

» Suffered from Dioxin intoxication
during his election in 2004

« TCDD 10-12 pg/L in blood

* 100 ppb - 50,000x higher than
normal concentrations

» “Dioxin so pure it was made in a laboratory”

ThermoFisher
SCIENTIFIC




API techniky

(Atmospheric Pressure lonization, API)
ESI, APCI, APPI




lonizace za atmosférického tlaku

« ionizacni techniky ESI, APCI, APPI pracuijici za atmosférického tlaku znamenaly
naprosty prulom v feSeni spojeni HPLC/MS

* v souCasnosti 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)

APCI
3% APPI

2%

« zastoupeni API technik v LC/MS
- dle Web of Science, unor 2024



API techniky

* vyuzivaji sprejovani kapaliny = sprejovaci techniky

* tvorba spreje:
- elektrickym polem (ESI)
- pneumatickym zmlzovanim (za pomoci plynu) a vyhfivanim kapilary

« geometrie sprejovani - je dulezity uhel sprejovani ke vstupu do hmotnostniho
spektrometru (ovlivnéni citlivosti, matricnich efektu, robustnost systému atd.)

v ose W v, — \
(on axis) ‘ """" ‘ Y. ‘

mimo osu

(off axis) uhel 45°
‘ » ...... —
S > | I ~p fonty
— jonty opacCné polarity,

v
ortogonalni ‘ Z-SPrej neutralni molekuly




Volba ionizacni techniky a polarity zaznamu

« zaznam kladnych iontu — vétSina sloucenin, pomérné univerzalni

« zaznam zapornych iontu — slou€eniny obsahuijici sulfo-, karboxy-, (poly)hydroxy-
nebo nitro- skupiny, halogenované slouCeniny, organokovy, atd.

100 000- biopolymery,
nepolarni nekovalentni komplexy,
slouceniny organokovy,
10 000 - vysok(?molekularn|
synthetické polymery

jontové organicke
sloucCeniny

Molekulova hmotnost
-
o
o
|

-
(=)
|

,b€zné" organické
sloucCeniny (neiontoveé)

10 u
Nepolarni Velmi polarni



Volba ioniza¢ni techniky — malé molekuly

(M<1000)
ESI
Appr U AECL
m/z
130 - fosfolipidy malé
~ peptidy
500 - karotenoidy
230 ~ steroidy
Nepolarni _ T
) P Polarita Velmi polarr:l




ESI

(Electrospray lonization)

John B. Fenn
(2002, Nobelova cena za chemii)




lonizace elektrosprejem

» ESI je nejCastéji pouzivana ionizacCni technika pro spojeni HPLC/MS

* pro latky stfredne polarni az iontove

* nelze pouzit pfi praci s nepolarnimi mobilnimi fazemi a pro nepolarni slouceniny
» prutok HPLC eluentu ca. 0.1 - 1.0 ml/min, pfima infuze jednotky az desitky ul

« umoznuje tvorbu 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 ([M+Na]*, [M+K [*, [M+NH, ]*, [M+HCOQO |, atd.)
- fragmentoveé ionty nejsou pozorovany nebo jen ve velmi nizké intenzité (zavisi
na slouceniné a pouzitych experimentalnich podminkach)
- vicenasobné nabité ionty ([M+2H]?*, [M+3H]3*..... [M+nH]"™)

* peptidy, proteiny, sacharidy, lipidy, nukleové kyseliny, organometalické i anorganické
slouCeniny



lonizace elektrosprejem

* rozpusteny analyt je priveden kovovou kapilarou, na kterou je vlozeno vysoké napeti
(Jednotky kV)

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

» odparovanim rozpoustedla dojde k zvyseni hustoty povrchového naboje, az pfi
dosazeni kritické hodnoty dochazi k tzv. Coulombickeé explozi, tj. rozpadu na jesté
mensSi kapicky s rozdélenim puvodnich naboju

» opakovani tohoto procesu vede az k uvolnéni iontu

odparovani immeEse>  yvolfieni iontu

lont
Zmizujici plyn iy

|

Aerosol

Kapilara



Elektrosprej — rozbor mechanismu

Cely proces elektrospreje Ize rozdélit na 3 zakladni kroky:
» 1/ zmlzeni roztoku vzorku na malé elektricky nabité kapiCky
« 2/ uvolnéni iontu z kapicek

« 3/ transport iontu z atmosférické oblasti zdroje do vakua a hmotnostniho analyzatoru



ad 1/ Zmizeni roztoku vzorku, tvorba elektrospreje

Tvorba nabitych kapiCek zavisi na:

 viozeném napéeti na kapilaru

* slozeni a prutoku eluentu

» obsahu a koncentraci aditiv (zejména iontovych a povrchové aktivnich latek)
» prumeéru a geometrii kapilary

« zmlzujicim plynu (typ, prutok, teplota)

 analytu (koncentrace, struktura)

* Cistoté ESI jehly




Zpusoby ESI| zmlzovani
s R

A/ ,Cisty” elektrosprej roztoku analytu
® (dnes méné Casté, vhodné jen pro
velmi nizké prutoky, napf. nanosprej)

roztok vzorku =

E
\_ /
/pf'idavné kapalina B/ elektrosprej roztoku analytu s A
— ® pridavnym tokem kapaliny
roztok Vzorku . D @ ¥4 | (vodivé spojeni pro CZE/MS, podpora
lonizace, napr. pridavek NH,* pro
N preferencni tvorbu aduktu [M+NH,]* Y,

C/ elektrosprej roztoku analytu s
pneumatickou podporou zmlzeni

r07tok veorke & s U (standardni pouziti v HPLC/MS, dFive
nazyvan iontovy sprej)




Tvorba elektrospreje

Vychozi stav (kapalina v kapilare, napéti neni
vlozeno)

L

ov

Vkladani napéti, postupné se zvysuje intenzita el.
pole. Nabité Castice (ionty v roztoku) jsou
,vytahovany“ z kapilary, zmensuje se polomer
KV, zakriveni menisku.

J

Pri urCité intenzite el. pole (kV,>kV,) se zakriveni
menisku limitné blizi k nule a tvorfi se stabilni
,Tayloruv kuzel*

L,

KV,

Z Taylorova kuzele se zacnhou okamzité vypuzovat
jemné nabité kapky, ktereé se vzajemneé odpuzuji,
nebot maji souhlasné naboje (kV;=kV,).

KV,

« snimek pfevzat z pfednésky doc. J. Cvaéky (UOCHB, Praha)



Zakladni typy sprejovacich rezimu

("W gxplodujici (,bursty
- trimaglalni distriledce

velikosti ®astic”
- minimalai O{ba jontu
analy@ N

\;p{o ESI| bez vyznamu
7

27 plrzupiciJayloriv kuzel (,pulsating Taqu;ce-ne“)' -
- bimodalIni nebo MOnQ.dig)er}nLdisﬂibuce castic podle
pouZitého napéti — = i
-’vemgost-éa"c‘.tic <10 pm T~

5.

\_
/3/ tryskajici kuzel (,cone-jet")
- stabilni sprej bez pulzace, vyrazné vyssi signal oproti
prvnim dvéma rezimum, nizSi fragmentace a potlaceni
oxidace, velikost ¢astic <3 um

- pouze tento rezim ma vyznam pro ESI-MS !l
\ Y

P. Nemes a kol., Anal. Chem. 79 (2007) 3105



Prubéh zavislosti proudu na sprejovacim rezimu

150

Current (nA)

0 10 20 400 600

Time (ms)

1/ zelené — explodujici (2.75 kV)

2/ €erné — pulzujici Tayloruv kuzel (2.95 kV)
3/ cervené — tryskajici kuzel (4.05 kV)

- pratok konstantni 1 ul/min, 50% methanol/voda




Sprejovaci rezim 1 - exploduijici (,,burst®)

Podminky: 50% methanol — voda, 2 ul/min, 3.4 kV
P. Nemes a kol., Anal. Chem. 79 (2007) 3105




Sprejovaci rezim 2 - pulzujici Tayloruv kuzel
(mensi prameér kapilary — O.D. /1.D. =260 / 130 mm)

Podminky: 50% methanol — voda + 0.1% k. octova, 2 ul/min, 3.4 kV
P. Nemes a kol., Anal. Chem. 79 (2007) 3105




Sprejovaci rezim 3 - tryskajici kuzel

- vySSi potencial spreje, velikost Castic < 3 um, stabilni sprej

Podminky: 50% methanol — voda, 2 ul/min, 4 kV
P. Nemes a kol., Anal. Chem. 79 (2007) 3105



ad 2/ Uvolnéni iontl z kapicek

* vzniklé kapiCky nesou na povrchu naboj
 odparovanim rozpoustédla se zvySuje hustota naboje na povrchu

* Rayleighuv limit - repulzni sily mezi naboji jsou stejné jako povrchové napéti kapicky,
které udrzuje kapku pohromadeé

* po prekroCeni Rayleighova limitu dojde ke Coulombickeé explozi = rozpad na mensi
kapiCky, mezi kterymi je distribuovan puvodni naboj

* tfi modely vzniku iontu:
a) vypareni iontu (ion evaporation) - povrchové napéti vytrhne ion analytu z kapiCky
v povrchu kapky se soustredi vice ty ionty, > e <
které maji vétsi povrchovou aktivitu :e+->‘;->:’+
— snaze se z kapky vyparuiji. L 24 ey 2

b) zbytkovy naboj (charge residue) - odpareni rozpoustédla z nabité kapiCky za
vzniku iontu

c) uvolnovanim retézce (chain ejection)
rozbaleny hydrofobni fetézec se v kapce tvorené polarnim
rozpoustédlem bude vyskytovat na povrchu, zde je na néj
prenasen naboj a vznikly ion postupné kapku opousti >




ad 3/ Transport iontu
« pfi vstupu do vakua dochazi k velkému ochlazeni iontd a nezadouci tvorbé klastru

* preventivni opatfeni proti tvorbé klastru:
1/ protiproud dusiku jako suSiciho plynu (volba teploty a prutoku plynu podle
prutoku a slozeni mobilni faze) - odstranéni vodnich par a dalSich neutralnich
molekul z transportni ¢asti vakuového systému

2/ vyhfivani iontového zdroje na T=250°C - teplota plynu i vzniklych iontu zastane
dostatecné vysoka i po expanzi do vakua, aby nemohlo dojit ke vzniku klastru



Vliv slozeni mobilni faze na potlaceni odezvy

Relative response

10+ TEI]T

0 1
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)
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Vliv geometrie <
iontoveho zdrojena 3
potlaceni ES| odezvy
PotlaCeni ionizace / snizeni odezvy % 7
Z-sprej < orthogonalni < linearni - 4 I
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

90 Concentration of DHAA [mmoAI/q

- pfistroje od 1 vyrobce (C. 3 a 4)
davaji velmi podobné vysledky = nejde
pouze o vliv uhlu elektrospreje, ale o
celkoveé usporadani pfristroje

Octan amonny " °
5 mM

3
s 4
e 5

30

1/ Z-sprej Q

2/ orthogonalni IT _
3/ orthogonalni Q o+
4/ linearni IT
5/ linearni Q

Relative response [%0]

=
B eeld

Concentration of ammonium acetate
[mmol/l]

M. Holcapek a kol.. J. Mass Spectrom. 2004. 39. 43-50.




Potlaceni odezvy - konkurencni ionizace

m A/
® B/

A:B) 1.1 — polovi€ni odezva

Relative response [%]
2
7/~ \

40

20
ﬂ 1 1 1 1 I T 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 !
0 10 20 30 40 50

Concentration ratio

Figure 4. Competitive ionization of two monosulphonated
dyes, Egacid Yellow M and Egacid Blue A2G. Concentration of
the ‘target’ compound is 3 mg |I='; the ‘interfering’ compound
is added to 50% agueous acetonitrile at various concentration
ratios (1:0.5, 1:1,1:5, 1:10 and 1:50). The target compound

is Egacid Yellow M (plot A) and Egacid Blue A2G (plot B).

* 2 monosulfonovana barviva

* jedno barvivo je ,analyt® o konstantni
koncentraci 3 mg/l, druhé barvivo je
pridavané v rizném koncentraénim poméru
jako ,interferujici“ iontova latka

* relativni odezva je vztazena k odezve
latky v roztoku bez ,interferentu®

« teoreticky by odezva ,analytu” méla byt
vzdy 100%, ale prakticky je diky
konkurencni ionizaci ,interferentu” vyrazné

LI 4D 4N 4

NIZSI

« v prvnim pfipadé se barvivo A pfidava v riznych pomérech ke konstantni

koncentraci barviva B

« vdruhém je to naopak (barvivo B se pridava ke konstantni koncentraci barviva A)



Adukty s kationty pri MS identifikaci TATP

pridavek Na*, K*, NH,* do roztoku
analytu podpori ionizaci
(komplexace uvnitr kruhu)

FN N )
o~ o o~ o
/ \ / \
0 o mm) 9 car 9
\ | \ |
—C\ C— —C\ C—
| “Jo—0” \ | “Jo—0” \
triacetone triperoxid (TATP) Marrakesh, 30.4.2011 — zdevastovana kavarna Argana Cafe
po vybuchu bomby obsahujici TATP
Intens.
x10' | A/ t=11.3
3,
HPLC/ESI*-MS 100 M, #NH \
240 f
Mobilni faze: ACN/5mM CH,COONH, 21 % ||.
91 |
(70:30, v/v) PN e BSOS i /'\
50 150 250 miz f ||\
LA M A }v N ,.J“' \“w,f "\] A M A F" M\ fand
o W[ VA PR | iy WM AN

T
0 4 8 Time[min] 12 16 20



HPLC/MS - pridavek aditiva do zmlzujiciho plynu

vyt chloroform — [M+CI]-

—
LC Pumps }
Autosampler -
Drying gas
LC Eluent |
ESl needle
Column N
L L
m— ——) ToMS
Nebulising gas /
Inlet of mass spectrometer 4
Drying gas
HMX 3,0x10° HMX RDX
100pgL’,
/’» ==
20104 A 2,5x10° -
a / _‘ 1x101:) g 8 ~ ‘Noz
P ] = § 2,0x107 4 ' Jﬂ\b
| =4 | o )
3 | £ WA
| = N
8 | 3 Z 15x10° iakab
o I - e W&.’X‘(N/
5 © o) . N
§ ‘ E £ 1,0x10°
a ‘ T il ———0.05 pg L’
§ 10 gL’ 10 },DQ.L’J Q. 5,0x10" 0.02 pg L"
- -~ — 9 - é . , A 5
: . Davkovano 100 ul - LOD 2 pg
R e e gt ¢ S SR R [ e N £ D Y W R T T B
0O 10 20 30 40 50 O 10 20 30 40 50 6 2 4 6 8 10 12 14 16
Flow rate of chloroform (ul.min“") Time (min)

O. Vigneau et al., Talanta (2009) 77: 1609-1613.



Aplikace ESI - uréeni M proteint

Elektrosprej

Priklad: Analyza proteinu -
myoglobin

Tvorba vicenasobné nabitych
molekularnich aduktt [M+H]*,
[M+2H1%*, [M+3H]**, [M+4H]4*,

atd. Distribuce nabojovych
stavu zavisi na pH mobilni faze.

800

1200

miz

1600

pH 6 O+
myoglobin
16951 Da, 153 AA
10+
8+
12+11+ L
NTTEESSENPN PYR T Ou Wl Sy o W l‘
15+
pH 2
14+
13+
“0% 12+

2000

- snimek pfevzat z pfednésky doc. J. Cvaéky (UOCHB, Praha)



Nanoelektrosprej

» nékdy se zkracené nazyva nanosprej
* prutoky jednotky az stovky nl/min, sprejovaci kapilara (velmi maly primér nékolik um)

» rozdily oproti ,klasickemu® ESI:
- nepouziva se zmlzujici plyn
- tvorba mensich kapek — snazsi desolvatace
- VySSi ucinnost ionizace
- nizSi teploty suSiciho plynu, vklada se nizsi napéti (0,5 — 1,5 kV)

- specialni adjustace konce sprejujici kapilary
v rovinach Xxyz pomoci mikrometrickych
Sroubu a mikroskopu (optimalizace je
- obvykle se sprejuje primo proti vstupni
kapilafre do analyzatoru (napf. pod uhlem
45°) ve vzdalenosti 1 - 2 mm




Nanoelektrosprej

» extrémné nizka spotfeba vzorku

* vysoka koncentracni citlivost (Ize analyzovat pouhé stovky molekul - attomoly az
zeptomoly)

» vySSi tolerance vuci obsahu soli v roztoku
- snizuje naroky na upravu vzorku pred analyzou

- mensi pramér primarné vzniklych nabitych kapic¢ek ve srovnani s konvenénim
ESI, proto mensi pocet cykli Coulombickych explozi, a proto odparovanim
rozpoustédla dojde k mensimu zakoncentrovani soli v jednotlivych kapiCkach

* |ze pouzit v usporadani off-line (pfimé Cerpani rozpusténého vzorku infuzni pumpou)
nebo online (spojeni CE/MS bez pridavného toku kapaliny technikou “sheathless
CE/MS” nebo kapilarni nano-HPLC/MS)

Ve &4



NanoESI versus ESI

[M+ 4H)* ES]
Priklad: Analyza inzulinu — srovnani )100 sodium adducts 123
ESI a nanoESI v pfitomnosti soli = 80 A
0
G 60 2
= =
§ 40 v
20
WAL
O30 1428 1466 1504 1542 1560
4+
100 il nanoESI 176
P
-é 80 &
§ 60 :
= | =
V pfitomnosti sodnych kationtu se v * 40
pfipadé elektrospreje tvori vedle 20

[M+4H]%* jesté sodné adukty. NanoESI 0
je meéneé citlivy na pritomnost soli, proto 1390 1428 1466 1504 1542 1560

se adukty s Na* netvofi. m/z

Schmidt et al., J Am Soc Mass Spectrom. 2003 14(5):492.

« snimek pfevzat z pfednésky doc. J. Cvaéky (UOCHB, Praha)



Nanoelektrosprej

* pouzivaji se specialni kovové Spicky kapilary vytazené do velmi uzkého konce o
prameéru 5 - 10 um kvuli dosazeni stabilniho spreje

———

» Casto soucasti Cipu pro separaci latek ¢€i robotické zah’zem’ pro pfimou infuzi vzorku

(a) Auto- 5 Metalized
sampler Enrichment colunm Nanospray tip

6 3
Waste ° B R - _:#72}.._:..._

Separation column

(b)

MNanoakctospray
plume

'
4 QS-:-H‘“:Q
Sampk ,\
MNozz ke
_ ¥l
Dsposable
pipetta tip




Triversa NanoMate® robotic system

NanoESI flow rates approx 100 to 500 nL/min

Advion

Silicon chip bearing a
20 x 20 array of 10 um 1D

High Voltage nanospray nozzles
850-1500 V =
Sample

MS
Orifice

detail nanoESI trysky




Nanomate robotic system

| @'@
iEler Mode 1:
Chip-based Infusion

UoIsnju)

Step 1:

Robot picks up pipette tip from rack

QoO00

DOo0
00 (‘4000‘
0Ouooy

D000
DO0O

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



APCI

(Atmospheric Pressure Chemical lonization)



Chemicka ionizace za atmosferickeho tlaku (APCI)
 dnes je APCI druha nejCastgji pouzivana ionizacni technika pro spojeni HPLC/MS

» oproti ESI ionizace probiha v plynné fazi ©> neni vhodna pro ionizaci polarnich latek,
velkych biomolekul

» prutok HPLC eluentu ca. 0.1 - 1.5 ml/min, pfima infuze desitky az stovky ul
* pro latky nepolarni az stredné polarni

» vhodné pro pouziti s nepolarnimi mobilnimi fazemi

* |ze ionizovat molekuly s Mg, ca. do 1500

» mekka ionizacni technika - mirné "tvrdsi" ve srovnani s ESI
- [M+H]*, [M-H], vznikaji pouze jednou nabité ionty
- méné Casta ionizace tvorbou aduktovych iontu
- bézné jsou pozorovany fragmentové ionty



Chemicka ionizace za atmosfeérického tlaku (APCI)

« princip APCI je obdobny jako pro konvencni Cl, ale ionizace probiha za
atmosférického tlaku

* eluat je na konci kapilary zmlzen do Vstup
vyhfrivané zony a rychle odparen (ionizace eluziu
v plynné fazi) ’ Zmlzovad (sprej)

Zmilzujici plyn

* na vybojovou jehlu (nahrazuje zdroj e)
je vlozeno vysoké napéti (3-4 kV), Cimz
vznika koronovy vyboj

Vyhrivana zona

« vybojem jsou nejdfive ionizovany
molekuly mobilni faze (protoze jsou v
obrovském prebytku) a nasledné molekuly
analytu ion-molekularnimi reakcemi s T
reakCnim plynem (tj. ionizovanymi |
molekulami mobilni faze)

Susici plyn

Vybojova

jehla Kapilara

* vzniklé ionty jsou elektrodami
usmérnény do analyzatoru

» protiproud susiciho plynu (dusik) slouzi k
rozbiti pfipadnych nekovalentnich klastru



Mechanismy tvorby kladnych iontu

1/ Tvorba primarni iontt ze zmlzZujiciho plynu - elektronova ionizace
2/ Tvorba reakcnich iontu z mobilni faze a aditiv
3/ Hlavni mechanismy ionizace analytu



Mechanismy tvorby kladnych iontu

1/ Tvorba primarni iontl ze zmlzZujiciho plynu - elektronova ionizace
2/ Tvorba reakcnich iontu z mobilni faze a aditiv
3/ Hlavni mechanismy ionizace analytu

N, + e — N,* + 2e (ionizaCni energie (IE) = 15.58 eV)

Good A. a kol., J. Chem. Phys. 52 (1970) 212
Carroll D.1. a kol., Appl. Spectr. Rev., 17 (1981) 337
Kostiainen R. a kol., J. Chromatogr. A 1216 (2009) 685



Mechanismy tvorby kladnych iontu

1/ Tvorba primarni iontl ze zmlZujiciho plynu - elektronova ionizace
2/ Tvorba reakcnich iontu z mobilni faze a aditiv
3/ Hlavni mechanismy ionizace analytu

N,* + H,0 — H,0*" + 2N, (vymeéna naboje, IE 4, = 12.62 eV)
H,0* +H,0O — H;0"+ OH: (prenos protonu)
H,O* + nH,O0 — (nH,O)H* (vznik aduktu)

N, + R @ 2N, (vymeéna naboje)

H,O" + R _’ + H,O (pfenos protonu)

R ... rozpoustédlo (=reakeéni plyn)
napf. metanol, acetonitril



Mechanismy tvorby kladnych iontu

1/ Tvorba primarni iontl ze zmlZujiciho plynu - elektronova ionizace
2/ Tvorba reak¢nich iontd z mobilni faze a aditiv
3/ Hlavni mechanismy ionizace analytu

M+ [R+H]* — [M+H]*+R (pfenos protonu, PA,, > PAR)
M+ R* — M*+R (pfenos naboje, IE,, < IER)
M + Kat* — [M+Kat]* (tvorba aduktu, Kat ... Na*, K*, NH,*, Ag* atd.)

M+ [R+H]* — [M+H]*+R (adice rozpoustédia)
[M+H]*+ R — [M+H+R]*

M+ [M+H]* — [2M+H]* (tvorba klastr()
M + [M+Na]* — [2M+Na]*

M ... molekula analytu
R ... rozpoustédlo (=reakcni plyn)
X ... halogen, anorganicky aniont



Zakladni mechanismy tvorby zapornych iontu

M+ e — M-~ (zachyt elektronu, elektronova afinita (EA)>0)
M+ [R-H] — [M-H] +R (pfenos protonu, ztrata protonu)

M+ R~ — M-+ R (vymeéna naboje)

M+ X — [M+X] (tvorba aduktl)

« dulezité reakéni ionty vznikaji z kysliku z iontového zdroje

02 + e’ — 02-
M+0O,~ — [M-H] + HO, (pfenos protonu, ztrata protonu)
M+0O,~ — M-+0, (vymena naboje, EAy > EA,_ = 0.451 eV)

M+ 0O, — [M-X+O] + OX: (X = H, Cl, NO,)

M ... molekula analytu
R ... rozpoustédlo (=reakéni plyn)
X ... halogen, anorganicky aniont



APPI

(Atmospheric Pressure Photoionization)



Fotoionizace za atmosférického tlaku

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

» prutoky HPLC eluentu ca. 0.1 - 1.5 ml/min, pfima infuze desitky az stovky pl
- v porovnani s APCI pracuje Iépe pfi nizSich prutocich

v , Vstup eluatu
* moznost prace v NP-HPLC p|

Zmizujici plyn Zmilzovac (sprej)

* pro latky nepolarni az stredné polarni

.. Vyhfivana zdna
* |ze ionizovat molekuly s Mg, ca. do 2000 !

» mekka ionizacni technika
- [M+H]*, [M-HJ

vy _ ¥ o es e . L. v UV lampa

- bézné vnikaji i ionty s lichym poctem \

elektronu - M*, M~, zejména pro nepolarni e,

slouCeniny nebo pro slouceniny s vysokym T IRCY

stupném konjugace "

Susici plyn

. - v s . Kapilara
pokud hv 2 IE (ioniza€ni energie)

molekuly
M+hy — Mt+e




Pouziti dopantu v APPI

 pfima ionizace molekul je statisticky malo pravdépodobna (i pokud je IE < hv), proto
se pridavaji latky, které mohou vyrazné zvysit tvorbu iontu, tzv. dopanty

 dopant slouzi jako meziclanek mezi fotony a analytem (ma nizkou ioniza€ni energii)
» dopant musi mit IE nizSi nez je energie emitovaného svétla
* nejdrive je dopant ionizovan a nasledné dochazi k pfenosu protonu nebo k vyméné
naboje

D+ hv — D* (lonizace dopantu)

D* + M — M*+D (vyména naboje, IE, < IE,, EA; > EA,)

D* + M — [D-H] + [M+H]" (pfenos protonu, PAy > PAp )
* pfevladajici mechanismus vzniku iontd zavisi na fadé faktoru pro analyt, dopant a
mobilni fazi: a/ IE, b/ PA, c/ EA, atd.

 dopanty: aceton (pouze prenos naboje), toluen (uprfednostnuje pfenos naboje),
anisol, benzen, hexafluorobenzen, THF

* UCinnost ionizace s dopantem zavisi i na zmlzujici teploté, mnozstvi pouzitého

dopantu, intenzité lampy a prutoku rozpoustédla
M ... molekula analytu, D ... dopant



Volba vybojky a dopantu v APPI

) ) ) ) Compound IE (eV) PA (kjmol~!)
K lonizacl molekuvl)’//doplantu dque, = e i
pokud maji IE mensi nez je energie Water 12.62 691.0°
’ . Acetonitrile 12.20 779.2¢
vybojky Oxygen 12.07 4210
Ar: 11.7
. ~ : LR . v Chloroform 11.37¢ n.a.
* |ze selektivné volit energii vybojky, pfi Methanol 84 27643¢
které nedochazi k ionizaci mobilni faze  Aceticacid 10.65" 783.7°
nebo slozek vzduchu, ale pouze k .
i ] o i sopropanol 10.17 793.0
lonizaci cilovych molekul Hexane 1013 na.
Ammonia 10.07° 853.67
‘v v e , . Kr: 10.0
* nejCasteji Kr vybojka (10.0 a 10.6 eV, ~THepane 0.03 na.
v . o = aw v s v | 9.80 ..
4:1), protoze energie foton(l je NiZ8i N€Z  ymann dimer et oo
> Acetone 9.70 812.0°
IEV SIOZ’ek VZ‘(’j}JChU (Nz’ OZ’VHVZO) a Tetrahydrofuran 0.4° 822.1°
nekterych beznych rozpoustedel, ale Pyridine 9.26 930.0°
v v , Testosterone 9.2¢ 880.0¢
vétSina molekul ma IE pOd 10.0 eV Benzene 0.24 750.4¢
Furan 8.88 803.43
Toluene 8.83 784.0°
Xe: 84
Anisole 8.2¢ 839.6°
Naphtalene 8.14¢ 802.9¢
Anthracene 8.10¢ 877.3¢
Acridine 7.8¢ 972.6°
Triethylamine 7.53 981.82
7.2° 831.4°

Marchi 1. a kol., Talanta 78 (2009) 1 Benzyl radical
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Vliiv dopantu v APPI

APPI bez dopantu

35

2.5
naphthalene
25| Methanol/water Ph
di Ifid
sericine iphenyl sulfide APPI s dopantem
1.5 7 lons/sec. (x105)
18
10 acridine
, 14+ Methanol/water APPI {toluene)
carbamazepine . —=—-  APPI (acetone)
0.5 — '
1.0 -
1
.0 T T T 7 T T 0.8 Ir
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 carbamazepine [
Time (min.} 0.6 PIN€ | 1} naphthalene
) diphenyi sulfide
0.4 - 4
|
(b) lonsfsec. (x10%) 0.2 - '
25 ;I S’ s - —_— — |
A itrile/wate T e . P | | |
,o | Acetonitrile/water 0.0 05 10 15 2.0 25 3.0
’ Time {(min.)
acridine
1.5 -
1.0 _ naphthalene
caroamazepine diphenyl sulfide
0.5
0.0 T 1 T 1 1 !
00 05 1.0 15 20 25 3.0 35
Time {min.)

Robb D.B., Anal. Chem. 72 (2000) 3653



Vliiv dopantu v APPI

140000 -
120000 -
100000 - APPI without post-column acetone
80000
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Raffaelli A., Saba A., Mass Spectrom. Rev. 22 (2003) 318




Porovnani APCIl a APPI

(a) lons/sec. (x109)

1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6 |
0.4

0.2

Methanol/water

carbamazepine

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

acridine

naphthalene

——  APPI (toluene)
APCI

diphenyl sulfide

00
0.0

(b) lons/sec. (x108)
16

2.0
Time (min.)

2.5

1.4
1.2 -
1.0
0.8 +
0.6 -
0.4

0.2

Acetonitrile/water

acridine

carbamazepine

naphthalene

diphenyl sulfide

—— APPI {toluene)
APCI

————————————————

00
0.0

I T
0.5 1.0

T
15
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Robb D.B. a kol., Anal. Chem. 72 (2000) 3653

Pro nepolarni slouc¢eniny je APPI vybornou volbou, ale je nutna optimalizace typu
dopantu a jeho koncentrace (zavadime t- spojkou) pred vstupem do ionizace



Zaporné ionty v APPI

* muze dojit k vyméneé naboje, zachytu elektronu a prenosu protonu
* vyuziti dopantu pro zvyseni citlivosti
D+ hv — D* + e

R+e — R~ nebo [R-F] + [F]
M+e — M-

* jonizace se muze ucastnit i kyslik z iontového zdroje
O, +e — O, (zachyt elektronu)
M+0O,- — [M-H] +HO, (pfenos protonu)

M+0O, — M-+0, (vymena naboje, EAy, > EAg = 0.451 eV)
M+0O,- — [M-X+0O] + OX: (X=H, CI, NO,)

M ... molekula analytu, D ... dopant, R ... rozpoustédlo, F ... fragment

Marchi I. a kol., Talanta 78 (2009) 1



Kombinované (dualni) iontové zdroje

ESI/APCI
HPLC Nebulizer
inlet \ /
Charging
ESI Zone electrode
\ Reversing
electrode

APCI Zone

Thermal
container

APCI

Ih counterelectrode
— Capillary
Corona == Drying
needle gas
Sensor for vapor

temperature

'AI vy 144 .
1 CIHTHILETS

£%- Agilent Technologies

APCI / APPI




Kombinovaneé (dualni) iontové zdroje
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Kombinované (dualni) iontové zdroje

MM - ESI

Indole 1147.

14343

1912.0

™

5

/

Max: 103701

[nsulin

/
18,1 _ j

.l 28479
" 1000 " 9000 | "z
118.1 Max: 90624
MM-APCI
s |nd0le
| N R
' " 1000 ' 2000 C m/z
. 14343 Max: 77149
MM-MlXBd 1912.1
118.1
S R Insulin
114?.1;/
/
N o _l a 2867.8
" 00 2000 " m/z

-3 Agilent Technologies

Proof of concept of simultaneous (mixed mode) ESI
and APCI using a mixture of indole (50 pmol/pL) and bovine
insulin (9 pmol/pL). (top) Source in ESI-only mode, exhibiting
a response from insulin with a weak response from indole.
(middle) Source in APCl-only mode, with only indole showing
a response. (bottom) Source in mixed mode, with both indole
and insulin showing strong responses.



Porovnani ESI, APCI a APPI

» ESI — stredné polarni az iontové slouceniny, mnohonasobné nabité ionty pro
- méné vhodné pro bezvodé mobilni faze a systémy s normalnimi fazemi

- optimalni prutok jednotky az desitky ul/min, Ize do 1 ml/min

* APCI — malo az stredne polarni slouceniny ca. do Mz1000 az 2000, vetsi tolerance k
obsahu soli v eluentu, méné aduktovych iontu

- optimalni prutok stovky ul/min, pouzitelny rozsah desitky ul/min az 1.5 ml/min

* APPI — moznost analyzy zcela nepolarnich latek, vhodné i pro labilni latky, pouziti
vhodného typu dopantu umozni selektivni analyzu, nizky chemicky Sum
- idealni pro systém s normalnimi fazemi

- optimalni pratok desitky az stovky pl/min, Ize az do 1.5 ml/min



Porovnani El a mékkych ionizacnich technik

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

» mékké 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
lontd podle typu ionizaéni techniky a podminek ionizace, napf. adukty s kovovymi
lonty

- ve vétSiné pripadu ve spektrech prevladaji tyto molekularni adukty, relativni
intenzita fragmentovych iontd byva obvykle nizka az miziva

- chybegjici strukturni informace lze ziskat tandemovou hmotnostni
spektromerii (MS/MS)

* jednotlivé mékkeé ionizacni techniky |ze orientacné seradit podle prebytku jejich
vnitrni energie vedouci k fragmentaci ionizované molekuly (hovorové feCeno podle
jejich ,tvrdosti®)

- poradi je orientaCni, muze se liSit pro ruzné tridy latek a také silné zavisi na
experimentalnich podminkach, presto muze slouzit jako uzite¢né voditko:

ESI (nejsetrngjsi) < MALDI ~ APPI < APCI < CI < El (nejtvrdsi)




Podle éeho volit zpusob ionizace?

velké biomolekuly, 4 MALDI

syntetické polymery / /
ESl )

[( APCl )

El

malé organické a \ \ | &
anorganicke ionty

nepolarni p()lal‘ita Velmi polarni

Molekulova hmotnost




VIALDI

(Matrix-Assisted Laser Desoption/lonization)

'/ Koichi Tanaka (MALDI)

Michael Karas Franz Hillenkamp (2002, Nobelova cena za chemii)



lonizace laserem za ucasti matrice

* vzorek je spoleCné s matrici nanesen na MALDI terCik (ruzné postupy)

 energie kratkého laseroveho pulsu je absorbovana matrici

» nasledné dojde k lokalni desorpci matrice a analytu (v desorbovaném ,oblaku®
vznikaji klastry matrice a analytu)

* excitované molekuly matrice jsou stabilizovany prenosem protonu na analyt nebo
dochazi ke kationizaci molekul analytu, ¢imz vznikaji ionty analytu

* ionty jsou nasledné urychleny do hmotnostniho analyzatoru
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lonizace laserem za ucasti matrice




lonizace laserem za ucasti matrice

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

* pro latky nepolarni az polarni (zalezi na pouzité matrici)

* jonizace muze probihat za raznych tlaku
- nizkotlaké MALDI (klasické) - ionizace probiha v prostfedi nizkého vakua (<1 Pa)
- stfedné tlaké MALDI — (cca 1-2 Pa) — zvladnou rotacni pumpy
- atmosférické MALDI (AP-MALDI) - pracuje za okolniho tlaku, jiné ionty ve
spektrech, nizsi citlivost

» mekka ionizacCni technika, vétsinou jednou ¢i dvakrat nabité ionty (neni tak typické)
- [M+H]*, [M+2H]?*, [M-H]
- adukty s alkalickymi kovy

* spojeni s HPLC v off-line usporadani - nanaseni spojité stopy na terCik nebo sbér
frakci

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

* jonty matrice ve spektrech



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
- dusikové UV lasery (4 ns puls, 337 nm), pevné krystalické UV lasery (Nd:YAG,
355 nm), IC lasery (Er:YAG laser, 2.94 ym)
« dulezita je spravna pfiprava vzorku, volba vhodné matrice a rozpoustédla vzorku,
aplikace matrice a vzorku (vzorek naspotovan na zaschly roztok matrice, prevrstven
roztokem matrice,“sandwich®, smichani roztoku a pak pipetovani smési na desti¢ku)

matrix common analytes
2,5-dihydroxybenzoic acid (DI—IB)“‘S'S?'90 peptides, proteins, lipids,
drugs
a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA)*®**®  peptides, proteins, lipids,
drugs
3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid (SA, proteins
PR ..‘-d)45.89.90
sinapinic aci
3-hydroxypicolinic acid (3-HPA)™?%%? peptides,
oligonucleotides
2,4-dinitrophenylhydrazine (2,4-DNPI—I)57‘lOO peptides
4,6-trihydroxyacetophenone (THAP)”*'"! lipids, oligonucleotides,
drugs
2,6-dihydroxyacetophenone (DHA)”"'%* lipids
1,5-diaminonaphthalene (DAN)'® lipids

Jeremy L. Norris & Richard M. Caprioli, Chem. Rev. 113 (2013) 23009.



lonizace laserem za ucasti matrice

matrice pro UV lasery - nejCastéji aromatické karboxylové kyseliny, které absorbuiji
UV zareni pri vinové délce laseru, napr. kyseliny dihydroxybenzoova, chlorsalicylova,
skoricova, derivaty, apod.

« pro kvantitativni analyzy je dulezita homogenni krystalizace analyt/matrice
(reprodukovatelny signal napfi¢ zaschlé kapky matrice/vzorek)

_.(E N YA g U e g
£ =
c c
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- matrice pro IC lasery — cokoliv co absorbuje IC zafeni (voda ve vzorku)

« LDI (Laser desorption/ionization) — vlastni analyt zaroven plini i funkci matrice,
protoze intenzivné absorbuje zareni pri vinové délce laseru (napf. polyaromatické

slou€eniny), pak tedy neni nutné matrici pridavat vubec

« SELDI (Surface enhanced laser desorption/ionisation) - terCik s navazanou
skupinou, na kterou se specificky vazou nékteré proteiny (afinitni interakce), ostatni

jsou odstranény, pak aplikace matrice a MALDI ionizace



Desorpcel/ionizace laserem bez organické matrice

« SALDI (Surface assisted laser desorption/ionisation)

- podobny princip jako MALDI. Hlavni rozdil je nahrazeni organické matrice vhodnym
anorganickym substratem (nanocastice ruznych kovl — napf. Au, Li, Ag; nanotrubicky
Ti1O, nebo C, nanostrukturované povrchy — NALDI, DIOS)

« NALDI (Nanostructure-Assisted Laser Desorption/lonization) — komercni desticky z
nanostrukturovanych povrchu — firma Bruker Daltonics

* DIOS (Desorption ionization on porous silicon) - pouziti terCiku z porézniho silikonu



SALDI
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SA(.I?I activity Nanoparticles
Affinity probe Nanostructured substrates

R. Arakawa & H. Kawaski, Anal. Sci., 26 (2010) 1229.




NVMIALDI upiatnent v mikropiologii
»MALDI Biotyper*

identifikace mikroorganismu na urovni rodu, druhu a éasto i kmenu
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»MALDI Biotyper*
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Mayo Clinic
Laboratory Services Report

MICROBIOLOGY

Fungal Culture Routine FINAL 07252012

CANOEWEARAPSLOMS Many. R. Patel, Clin. Chem., 61 (2015) 100-111.
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Ambientni ionizacni
techniky

(Ambient lonization mass spectrometry)




Ambientni ionizac¢ni techniky
* jonizacni techniky pracujici mimo hmotnostni spektrometr

* jonizace neprobiha v iontovém zdroji jako tfeba u ESI, ale v otevieném prostoru
- lze analyzovat i objekty neobvyklého tvaru a velikosti

e umoznuji pfimou analyzu vzorkd s minimalni nebo Zadnou pfipravou vzorku
(jednoduchost analyzy)

* jsou pouzitelné jako zdroj iontl pro vétSinu hmotnostnich analyzatoru

* jsou to mékké a velmi Setrné ionizacni techniky - vnitfni energie vzniklych iontu by
méla byt srovnatelna nebo nizsi nez pfi pouziti ESI, APCI, APPI

* Vyuzivaji principy béznych ionizacnich technik, ale v otevieném prostoru
- ESI, Cl, fotoionizace, atd.

* Ize vyuzit i pro hmotnostne spektrometrické zobrazovani - nizsi prostorové rozliseni v
porovnani se SIMS a MALDI

« analyza TLC destiCek
* jsou vyuzivany i v prenosnych hmotnostnich spektrometrech



Ambientni ioniza¢ni techniky - prehled

Acronym Description Basic technique® Year
SESI Secondary electrospray ionization SESI 2000°
DESI Desorption electrospray ionization ESI 2004
DAR Direct analysis in real time GDI 2005
ASAP Atmospheric solids analysis probe (AP)CI 2005
FD-ESI Fused-droplet ESI ESI 2002
DAPCI Desorption atmospheric pressure chemical ionization APCI (GDI)* 2006
EASI Easy ambient sonic-spray ionization SSI 2006
EESI Extractive electrospray ionization ESI 2006
ELDI Electrospray-assisted laser desorption ionization ESI/LDI 2006
MALDESI® Matrix-assisted laser desorption electrospray ionization MALDI + ESI 2006
ND-EESI Neutral desorption EESI ESI 2007
DAPPI Desorption atmospheric pressure photon ionization APPI 2007
PADI Plasma-assisted desorption/ionization GDI 2007
DBDI Dielectric barrier discharge ionization GDI 2007
LAESI Laser-assisted ESI LDI + ESI 2007
FA-APGDI Flowing afterglow-atmospheric pressure glow discharge GDI 2008
IR-LADESI Infrared laser-assisted desorption ESI LDI + ESI 2008
LTP Low-temperature plasma ionization PD 2008
PSI Paper spray ionization ESI 2010
V-EASI Venturi easy ambient sonic-spray ionization V-EASI 2010

R.M. Alberici a kol., Anal Bioanal Chem (2010) 398:265-294

* nejvice publikovanych praci na DESI a DART - kazdy ca. 30%,
 nasleduje LTP (5%), EASI (4%), LAESI (4%), atd.



Ambientni ionizacni techniky - rozdéleni na
zakladeé rozdilnych ionizaénich mechanismu

Vyuzivaji principy béznych ionizac¢nich technik, ale v otevireném prostoru

] E‘il |_Esi Laser IH
electron glow discharge electrospray desorption/ionization _ onizat
jonization ionization ionization Sonic-spray lonizatior

photoionization

R.M. Alberici a kol., Anal Bioanal Chem (2010) 398:265-294

Aplikace: forenzni analyza, vyzkum rakoviny a jinych onemocnéni, analyza
potravin, environmentalni analyza, sledovani chemicky reakci apod.

Jakeé sloucCeniny se analyzuiji: vybusniny, I€Civa, pesticidy, lipidy, metabolity,
peptidy a proteiny, apod.



Desorpcni ionizace elektrosprejem (DESI)

« kombinuje ESI a desorpcCni ionizacni techniky
 na rozdil od ESI spiSe pro menSi molekuly

* vzorek Ize pouzit bez jakékoliv upravy, napr. kus rostlinné (napf. list Ci jina Cast
rostliny) €i zivocCisné tkané (napr. prst Cloveéka, vyrfezy nadorovych tkani)

* typicke aplikace — rychlé monitorovani vybusnin, drog, sledovani biologickych
markerl, hmotnostné spektrometrické zobrazovani (tzv. MS imaging)

* rozdily oproti ,klasickému® elektrospreji
- kapilarou je privadéno, zmlzovano a ionizovano pouze rozpoustedlo
- vzorek je umistén pred SpiCkou DESI pod vhodnym uhlem ke sprejovaci kapilare
a vstupu do MS



Desorpcni ionizace elektrosprejem

* sprejovanim rozpoustédla se na povrchu vzorku tvori mikrovrstva rozpoustédla, do
které jsou extrahovany molekuly ze vzorku (extrakce z pevné faze do kapaliny, S/L)

« dalsim sprejovanim vrstvy rozpoustedla dochazi k uvolnéni sekundarnich kapicek
obsahujici vyextrahované molekuly, které jsou nasledné usmérneny do vstupni
kapilary hmotnostniho spektrometru

 hlavni mechanismy - ionizace nabitou kapkou a ionizace pomoci prenosu naboje
« jonty analytu vznikaji ze sekundarnich kapi€ek obdobnym zpusobem jako pfi ESI

* pouziti rozpoustédla dle polarity analytu (polarni analyt/polarni rozpoustédlo a
naopak)

caplllary centre of MS inlet
A / sprayer
Electrospray
grectrospray N\, 7'
[ [ ey N ] TN T
solvent R / ik K [S’.z .....
Q_0L 0O surface I
0" b
© 0 0 O o
Q o Q o5 /_,? o Incident angle 0-90°
o o0 >
surface .~ ot sample B Collection angle 5100

—,
’/’&. //

”~ d, Tip to surface distance 1-10mm
d, | MSinlet to surface distance | 0—-2 mm

- freely moving sample stage -




Desorpcni ionizace elektrosprejem

zdroj - https://www.youtube.com/watch?v=7My0VOpKg38



Praktické ukazky DESI

- zivoCiSna tkan (prst zivého Clovéka) - rostlinna tkan (kytka)

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

- bez jakékoliv upravy vzorku!







Praktické ukazky DESI
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past) @ L . . . . . . . .

J
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C.C.Mulligan et al., Chem. Commun (2006) 1709-1711.



Praktické ukazky DESI

DESI(+)-MS 2D distribuce kokainu na otisku prstu na skle, b)
ingoustovy otisk prstu na papire (opticky sken)

R.M. Alberici a kol., Anal Bioanal Chem (2010) 398:265-294



Prima analyza v realném ¢ase (DART)

» podobna technika jako DESI, lze pouzit k analyze pevného, kapalného Ci plynného
vzorku bez jakékoliv upravy, aplikace podobné s DESI

* na jehlovou elektrodu ve vybojové komore se vklada vysoké napéti — dojde k
doutnavému vyboji - molekuly reakcniho plynu He (Ne) jsou excitovany vybojem za
vzniku metastabilnich iontd a excitovanych ¢astic (pomoci série elektrod dochazi k
odchyleni (zachyceni) nabitych Castic a jen nenabité metastabilni Castice projdou a
interaguji s analytem

* s analytem interaguji pouze excitované Castice reakéniho plynu He® (hvézditka
oznacuje excitovanou castici)

needle electrode electrode 1 insulator cap

gas m v— //glow = =7 open air

0
discharge z semple gap |

/}

grounded electrode gas heater electrode 2 spectrometer inlet

:




Prima analyza v realném ¢ase (DART)

* reakce vzniku iontu:
He® + M = M* + He + e (mechanizmus Penningovy ionizace)

- kromé Penningovy ionizace dochazi k dalsim ion-molekularnim reakcim za vzniku
obvyklych iontl se sudym pocCtem elektronu jako u dalSich APl ionizaCnich technik:
He" + H,O = H,0* + He + e~ (Penningova ionizace vody)

H,O0* + H,O = H;0* + OH:- (ion-molekularni reakce)

H,O* + M = [M+H]* + H,O (protonace molekuly analytu)

- pomérné jednoducha spektra: charakteristickeé ionty M*- a/nebo [M+H]*
(pfipadné M- nebo [M-H]- v negativnim modu )

- spektra jsou podobna spektram ziskanych DESI analyzou, ale nevyskytuji se
vicenasobné nabité ionty - kvuli tomu mensi uplatnéni)



Prima analyza v realnem case (DART)

Q AccuTOF DART

& Whatis DART?
&@ Mass Analyzer
@ Why DART?
@ Applications

@ DART Sightings

The DART™ jon source is shown here
on an AccuTOF Mass Spectrometer

%sa Intro Application Examples More Info ‘Eu_

®

123 Q

zdroj - https://www.youtube.com/watch?v=y9il3wJ-BM8



Ambientni ionizace - dalSi vybrané mechanismy

Sample
with or I Pulsed IR
without or UV Laser
IR/UV !
matrix |
]
|
+V !
) S . MS
! —

)

Nebulizer gas

(optional) ELDI (4)
LAESI/LADESI/LDESI (11)
MALDESI (3)

*IR or UV Laser desorbs/ablates neutrals from sample
surface. Analyte can also be desorbed via IR or UV
MALDI mechanisms if matrix is present.

*Neutral plume is entrained by electrospray droplet
cloud. Analyte dissolves in droplets. Analytes in droplets
ionize through ESI mechanisms.

*Sample is positioned to avoid direct interaction with

electrospray liquid.

Pulsed IR

i Discharge
Laser

gas

i
|
r‘ iVl I
|
tV, |
|
: MS

:

IR-LAMICI (1)

*Glow discharge generates metastables. lons
from discharge are removed. In most cases
this stream does not need to be heated.

*IR Laser desorbs/ablates neutrals from
sample surface.

*Metastables stream merges with neutral
plume, reacting with analyte through proton
transfer reactions. Sample is positioned to
avoid direct interaction with metastable gas
stream.

G.A. Harris a kol., Anal. Chem. (2011) 83:4508-4538



Ambientni ionizace - LAESI




Sledovani prabéhu operaci nadoru pomoci MS
b)
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Z. Takats et al., Anal. Chem. 82 (2010) 7343




Sledovani prubéhu operaci nadoru pomoci MS
(,rapid evaporative ion mass spectrometry*)

Biopsy Results
Forceps screen

Mass _~
Spectrometer

Z. Takats: www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1916960117



Sledovani prubéhu operaci nadoru pomoci MS
(,,rapld evaporative ion mass spectrometry*)

. 77

=~

e

4
DR. JAMES KINROSS
SURGEON, IMPERIAL COLLEGE LONDON

7 8 &

\

http://www.waters.com/waters/en_AE/REIMS-Research-System-with-iKnife-Sampling-
Device/nav.ntm?cid=134846529&locale=en_AE



ICP-MS

(Inductively coupled plasma mass spectrometry)



Hmotnostni spektrometrie s indukéne
vazanym plazmatem

« analyticka technika pro prvkovou analyzu (v organické analyze uplatnéni napf.: kvantitativni
analyzu kovl navazanych na organickych slouc¢eninach - metaloproteiny, vysSi detekéni limity
nez AAS, informace o slozZeni izotopu, MSI pro distribuci kovu v tkanich

* k ionizaci analytu vyuziva indukéné vazaného plazmatu (Ar). ICP je plazma, které je
ionizovano indukénim zahrivanim plynu s elektromagnetickou civkou (protékaji
vysokofrekvencni proud generuje oscilujici elektromagnetické pole). Argon je zahfivan na
vysokou teplotu > 6000K — vznik plazmatu (obsahuje volné elektrony, kladné ionty a neutralni
atomy nebo molekuly)

* VV horkém plazmatu dochazi k desolvataci, atomizaci a ionizaci vzorku (zanikaji chemické
vazby). lonty jsou nasledné extrahovany z plazmy pomoci chlazenych skimmert a iontovou
optikou vedeny do hmotnostniho analyzatoru Y Semieome

Torch
%’lasma /

Quadrupole l
et JJlaiL P
enses
B | - ——=] \

-«=— Sampk

RF coil

. T i | Skimmer cone
Turbo 2 Turbo 1
r—-[[—-l ===
Rotary2 Rotaryl




Hmotnostni spektrometrie s indukéne
vazanym plazmatem

* jsou tvorfeny hlavné jednou nabité kladné ionty - obtizna ionizace atomu, které tvofri
predevsim zaporné ionty (Cl, |, F, atd.)

 pfechod z atmosférickeho tlaku do vakua - pres oblast s nizkym tlakem mezi 2
vstupnimi elektrodami (sampler cone a skimmerem)

! Skimmer Cone Vacuum Sampler Cone

* nejbéznejsi analyzator je kvadrupdl - mohou rusit R iei

» moznost spojeni s HPLC - eluat je zmlzen do plazmatu

nékteré interference kvuli nizkému rozliseni

 sektorove magneticke analyzatory - vysoke rozliseni

Lens

) =

;

Shadow Stop

Analyte Interference |A m| m R
"ps = 74.92160 “0ard>cl = 74.93123 0.00963 |75  |7788
>2Cr = 52.94065 #c1t®0 = 52.96081 0.02016 |53 2629
®Fe = 55.93494 “Oart®0 = 55.05729 0.02235 |56 2505
*0ca = 39.962509 “Oar = 30.96238 0.00021 40 190476
%75r = 86.90889 %’Rb = 86.90918 0.00029 |87 300000




LC/ICP-MS
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Hmotnostni spektrometrie s indukéne
vazanym plazmatem




SIMS

(Secondary ion mass spectrometry)




Hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontu

» technika pro materialovou a povrchovou analyzu
» SIMS analyzuje prvkove, izotopické a molekularni slozeni povrchu, hloubkové profily

* jedna se o odprasovani svazkem urychlenych iontd a naslednou hmotnostné
spektrometrickou detekci sekundarnich iontu
 pouziti v organické analyze méné - ve spektru mnoho fragmentovych iontu

* vysoka citlivost (az ppt), vysokeé prostorové (50 nm) a hloubkové rozliseni (1 nm)




Hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontu

 vzorek je bombardovan svazkem urychlenych (primarnich) iontl z iontového déla
- Art, Cs*, Ga*, O, O,*, klastrové ionty (Cg,*, Ar,*, (H,0),*)

 vznika srazkova kaskada pfi povrchu a tim dochazi k emisi castic z povrchu vzorku
- neutralni, kladne i zaporneé nabité a excitované Castice
- ~1% je ve formé iontu (sekundarnich iontu)

* vzniklé sekundarni ionty jsou nasledné analyzovany v hmotnostnim spektrometru
* MS instrumentace - magnetické sektory, kvadrupaol, TOF

lon Mirror
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NS ¢ Spectrum
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£, ‘ Detector O O
el ~ g not used:
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R § oo 0000000009 70000 e som
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Hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontu

Reflectron Mass
Spectrometer

3-Lens Ga Gun Dual Source Column

Cs Source

El Source

5 Axis Sample
Manipulator

zdroj - https://www.youtube.com/watch?v=KAWu6SmvHjc



SIMS - tfi zakladni fezimy
T Statcky SIMS | Dynamicky SIMS | Molokuldmi SIS

Davka a typ < 102 cm2 > 1013 cm-2 > 1013 cm
primarnich iontd napf. Ar*, Cs*, Ga* napr. Cs*, O,*, O velke klastry (Cgp*, Ar, ",
(HZO)n+ )
Dopad iontu / na nepozkozené misto  na silné poskozeny na povrch, jehoz
poskozeni povrch poskozené Casti jsou
povrchu (pozménénou vrstvu)  prubézné odstranovany
Odprasovani/ Zanedbatelné Soucasna implantace Implantace minimalni,
implementace odprasovani a odprasovani, vznik  pozménéna vrstva
primarnich ionta pozménéné vrstvy prubézné odstranovana
Prinos techniky  Desorbce Informace o prvkovém molekularni slozeni
neposkozenych molekul a izotopickém slozeni, povrchu,
- Informace o hloubkové profily molekularni hloubkoveé
molekularnim slozeni profily
povrchu
Typ analyzy |/ Kvalitativni analyza/ Cilena kvantitativni Kvalitativni a
rozmer 2D analyza/ kvantitativni analyza/
2D a 3D 2D a 3D
Nejvhodnéjsi TOF SIMS, quadrupole  Magneticky SIMS TOF SIMS se dvéma

1lienoradani iontovvmi délv



Hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontu

Poskozeni po dopadu jednoho iontu

» Vétsi hloubka a objem posSkozen po dopadu Ga
« Vetsi plocha poskozena pod dopadu C,
+ 15x vice atomu odpraseno po dopadu Cg,

Oblast promichani
atomu vzorku Ag{111}

-
—
—
-
-
v

Implantovany ~
atom Ga

Z. Postawa a kol., Microscopic insights into the sputtering of Ag{111} induced by Cg4, and Ga
Bombardment, J. Phys. Chem. B, 108, 7831-7838 (2004).



SIMS - molekularni zobrazovani

+
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Davka primarnich iontd (cm)

Ga Ceo

Hloubka podpovrchového
poskozeni u C,, podstatne
mensi nez u Ga, Au, Au,.

Stabilita signalu z tenké vrstvy choleterolu naneseného na Si pfi bombardovani ionty Au*,
Aus*, Cgo* 0 energii 15 kV. Obrazek ukazuje intenzity iontu [M-H]* o hmotnosti m/z=385

jako funkce davky primarnich iontu.

E.A. Jones akol., Int. J. Mass Spectrom. 260 (2007) 146 — 157.




Hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontu

SIMS spektrum
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SISM zobrazovani - svalova tkan




Hmotnostne
spekrometricke
zobrazovani

MSI

(Mass spectrometry imaging)




Princip hmotnostné spektrometrického zobrazovani

a) tenky rez tkane d) zobrazeni jednotlivych m/z v prostoru
(distribuce v celém méreném vzorku)

. :" N
TR
F © ]
A ./\ °
."n .'I> A ( . ‘ '-.( ‘

~— ok

b) vlastni analyza (desorpce z »\ T /1
povrchu, ionizace a MS separace)

/ c) vygenerovani hmotnostniho spektra
(simultanni detekce jednotlivych m/z v
kazdem mereném bodeé [X,y])



Simultanni 2D zobrazeni ruznych molekul
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Jeremy L. Norris & Richard M. Caprioli, Chem. Rev. 113 (2013) 2309




Prinos MS zobrazovani s ohledem na studovane
biologické vzorky

Zvireci tkané (jednotlivé Casti organu, celé organy, nebo ,zobrazovani celého

téla“) zobrazovani exogennich i1 endogennich latek - uplatnéni v mediciné

(histologie) a farmacii (distribuce /léciva a jeho metabolitii v organech).

Lidské tkané (vzorky tkané - biopsie, nadory, kiize, vlasy) — zkouma se kde a k
Jakym zménam dochazi vlivem nemoci (lécby) - porovnavani vzorku a hledani

rozdilti v molekularnim slozZeni, histologie, hledani biomarkert.

Rostlinné tkané (listy, stonky) — sledovani biochemickych procesu v rostlinach,
sledovani pritomnosti a distribuce nezadoucich exogennich latek (napr. pesticidu)

— environmentalni analyzy.
Hmyz - objasnéni biochemie ¢lenovcu, studium feromond, atd.

Bunky (bunécné rozliSeni v radech um a meéné) — studium metabolismu na
bunécné urovni, charakterizace bakterii, nutné vysoké prostorove rozlisSeni

(vyznam v lékarstvi a biochemii)



lonizaéni techniky a analyzatory v hmotnostné
spektrometrickém zobrazovani

ionizacni desorpcni impuls 2D rozliseni
technika
SIMS svazek iontl o vysoké energii <1pum
MA)LDI elektromagnetické zareni (UV nebo IR laser) | 1-250 um
LA ICP-MS | elektromagnetické zareni 10 - 100 pum
DESI nabité kapiCky rozpoustédla 50 - 500 um
MS m/z rozsah | rozliSovaci | MA, | rychlost
analyzator | (horni limit) | schopnost | ppm [HZ]
*103 *103
Q 2-3 3-5 - 2-10
IT (LIT) 4-6 4 - 30 - 2 -10
TOF 10 - 1000 10 - 60 1-5| 10-50
QTOF 10 - 40 20 - 75 1-5| 10-50
Orbitrap 4-8 100-1000 | <1 |1-4(40)
FT-ICR 4-10 750-10000 | <1 05-2




Hlavni aplikace MS zobrazovani s ohledem na cilovou
skupinu zobrazovanych sloucenin

proteomika
lipidomika g
PROTEOMICS ., -
studium LIPIDOMICS DRUGS AND

) ) e METABOLITES
metabolismu lécCiv

elementarni ionty

(AKX 2
"'3',: -

- T

nanoSIMS a LA-ICP-MS = g0l HicTon

Ron M. A. Heeren a kol., J. Am. Soc. Mass Spectrom.. 20 (2009) 1006



Porovnani histologickeho barveni a MALDI-MSI

Histologie (H&E barveni) MALDI-MSI (zaporné nabité ionty)

m/z 743.6072

nenapadena
S = = SM 38:1
S S tkan
= i 2
E nadorova E . .
= £ = nadorova
> g/ tkan > 9. tKAF
3 3 an m/z 1052.6925
SHex,Cer 42:1
S . o H - o
0 5000 10000 15000 0 5000 10000 15000
X (um) X (um)

Porovnavany jsou sousedni platky tkaneé ziskané okamzité po chirurgickém
vyjmuti nadoru spolu s obklopujici nenapadenou cCasti.

Experimentalni parametry MSLDI-MSI: rozsah m/z 400 - 2000, laterarni
rozliSeni 120 um, rozliSeni analyzatoru 100 000 (m/z 400).

R. Jirasko et al., J. Amer. Mass Spectrom. Soc. 28 (2017) 1562



Kombinace MSI technik

- - Anorganickeé ionty: 0 oK | ]
Svételna LA-ICP-MS] rganicke ionty:
mikroskopie (pFipadné SIMS-MSI) MALDI-MSI, DESI-MSI

PC36:1 m/z 826.6

Merge PC36:1 & Fe

ISH for TH-mRNA

A. Matusch et al., Anal. Chem. 84 (2012) 3170

Injekce 6-hydroxydopaminu (neurotoxicka synteticka latka) — selektivni zniCeni
dopaminergnich a noradrenergnich neurontu v mozku — vyvolani Parkinsonovy choroby

Simultanni zobrazeni rozloZzeni Zeleza a lipidd v mySim mozku — ziskani komplexnéjsi
informace zmén chemického sloZeni vlivem riznych onemocnéni apod.
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