
Kvalitativn² analĨza v 

hmotnostn² spektrometrii 

ï z§klady interpretace 

ĂmŊkkĨchñ MS a MS/MS 

spekter



Kroky pŚi identifikaci iontŢ (molekul) pomoc² MS

ÅDŢleģit® je m²t kvalitn² hmotnostn² spektra ï dostateļnŊ zprŢmŊrovan§, spr§vnŊ odeļten® 

pozad², znalost historie vzorku (jak byl odebr§n, pŚipraven, s ļ²m pŚiġel do styku) atd.

1. Urļen² molekulov® hmotnosti, pokud moģno vysvŊtlit vġechny pŚ²tomn® ionty (jejich pŢvod)

2. Urļen² velikosti n§boje (hlavnŊ v pŚ²padŊ iontovĨch slouļenin, biopolymerŢ).

3. Urļen² element§rn²ho sloģen² ï spr§vn§ hmotnost a pŚ²tomnost charakteristickĨch 

izotopickĨch p²kŢ (izotopick§ ob§lka - charakteristick® intenzity izotopŢ) ï hlavnŊ pŚi vysok®m 

hmotnostn²m rozliġen² HRMS (ļ²m vŊtġ² RFWHM t²m l®pe).

4. Strukturn² informace ï na z§kladŊ rŢznĨch MS/MS (ļi MSn) experimentŢ (charakteristick® 

ztr§ty pro funkļn² skupiny, substituenty, ligandy atd.).

5. Vyuģit² rŢznĨch identifikaļn²ch softwarŢ a datab§z²(knihovny spekter) ï ļasto jako prvn² krok

(po vyļiġtŊn² spekter, po identifikaci a odstranŊn² interferuj²c²ch iontŢ)

6. V pŚ²padŊ kombinace se separaļn²mi metodami ï informace o retenļn²m ļase (LC, GC, 

SFC, CZE) ï mŢģe pomoci, driftovĨ ļas (v pŚ²padŊ IMS).

- Moģnost vyuģit² rŢznĨch filtrovac²ch pŚ²stupŢ pro zjednoduġen² TICC ï rekonstruovanĨ 

iontovĨ chromatogram v MS i MS/MS, filtrov§n² s ohledem na hmotnostn² defekt, 

chromatogram neutr§ln²ch ztr§t u LC/MS/MS mŊŚen², atd.
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Identifikace iontu po odeļten² iontŢ na pozad²

ĻiġtŊn² spekter stopovĨch l§tek v LC/MS

[M+HCOO]-

[M+HCOO+HCOONa]-

MHCOONa = 68



1. Urļen² molekulov® 

hmotnosti



1. Urļen² molekulov® hmotnosti 

Å na z§kladŊ [M+H]+, [M-H]-, M+. iontŢ nebo aduktŢ s molekulou [M+Na]+, [M+K]+, 

[M+NH4]
+, [M+CH3COO]-, [M+HCOO]- [M+Cl]-, nŊkdyi dimern²ionty typu [2M+H]+,

[2M+Na]+.

ītyp a relativn² intenzita aduktovĨch iontŢ velmi vĨraznŊ z§vis² na sloģen² mobiln² 

f§ze (rozpouġtŊdla vzorku) a obsahu sol² v eluentu ļi vzorku

īz§visl® na pouģit® ionizaļn² technice - nŊkdy je vhodn® kombinovat v²ce technik 

(ESI, APCI, APPI), kombinace oboru m·dŢ polarity

īpokud zcela chyb² molekul§rn² ion pouģ²t ġetrnŊjġ² ionizaci (ESI, MALDI) a snaha 

o tvorbu molekul§rn²ch aduktŢ na z§kladŊ pŚ²davku vhodn®ho iontu (NH4
+, Na+, 

K+, Ag+, Li+, CH3COO-, Cl-, atd.), zmŊna napŊt² na sprejovac² jehle, vstupn² 

elektrodŊ, iontov® optice, zmŊna prŢtokŢ suġ²c²ch a zmlģuj²c²ch plynŢ, zmŊna 

teploty iontov®ho zdroje, zmŊna rozpouġtŊdla vzorku
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1. Urļen² molekulov® hmotnosti (API-MS)
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1. Urļen² M - NejbŊģnŊjġ² typy molekul§rn²ch aduktŢ

+

-

M. Holļapek, R. Jir§sko, M. L²sa, J Chromatogr A 1217 (2010) 3908.

Rozd²l mezi [M+H]+ a konkr®tn²m aduktem

Rozd²l mezi [M-H]- a konkr®tn²m aduktem



Filtrov§n² dat a ļiġtŊn² spekter z LC/MS(koeluce)
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Filtrov§n² dat a ļiġtŊn² spekter z LC/MS(koeluce)
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Filtrov§n² dat a ļiġtŊn² spekter z LC/MS(koeluce)

17.80 18.00 18.20

%

100

tR [min]

TICC

EIC

m/z 737.57

m/z 721.58

m/z 699.60

EIC

m/z 672.63

m/z 650.63

m/z 632.63



TICC

EIC

m/z = 672.63

EIC

m/z 721.58

s
ig

n
§
l

s
ig

n
§
l

p
o
z
a
d
²

s
ig

n
§
l

p
o
z
a
d
²

17.80 18.00 18.20

%

0

100

17.80 18.00 18.20

%

0

100

17.80 18.00 18.20

%

0

100

m/z
580 620 660 700 740 780

%

0

100
721.58

699.60
672.63

632.63

650.64
737.57

m/z
580 620 660 700 740 780

%

0

100
672.63

632.63

650.64
[M1+H]+

[M1+H-H2O]+

[M1+Na]+

m/z
580 620 660 700 740 780

%

0

100
721.58

699.60

737.57

[M2+H]+

[M2+Na]+

[M2+K]+

Filtrov§n² dat a ļiġtŊn² spekter z LC/MS(koeluce)



50 100 350200150 250 300 400

100

%

m/z

50 100 350200150 250 300 400

100

%

m/z

APCI -

50%ACN/W

APCI -

50%ACN/W + 5 mM NH4Cl

46

62

351

353

MW=316

pentritC CH2ONO2

CH2ONO2

CH2ONO2

O2NOCH2

[M+Cl]-

Adukty s anionty pro stabilizaci 

pentaerythritol tetranitr§t



O
O

N
O

-
N

O

O

O

N

N

O
-

O

O
-

O

O

-
O

+

+

+

+
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mechanismus tvorby iontŢ

[M+An]-

An = NO3
-, alkylbenzensulfon§ty
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2. Urļen² velikosti n§boje



2. Urļen² velikosti n§boje

kalkulace molekulov® hmotnosti, kdyģ zn§me n§boj
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Charakteristick® rozd²ly Dm/z mezi jednotlivĨmi izotopy

a potŚebn® RFWHM pro rozliġen² izotopick® ob§lky

urļen² n§boje

MR = 180

N§boj Ñ 1 2 3 5 10 20

Dm/z 

(M  M+1)
1 0,5 0,33 0,2 0,1 0,05

RFWHM

(m/z 1500)
3 000 6 000 10 000 17 000 35 000 70 000

napŚ.: m/z 1696 (rozd²l mezi izotopy je 0,1 Ÿ  n§boj je 10)

molekula je 10x protonovan§ [M+10H]10+

m/z = (MR+10)/10 Ÿ M=1696*10 - 10 = 16 950



2. urļen² velikosti n§boje a MR proteinŢ

NapŚ.: m/z 1696 (rozd²l mezi izotopy je 0,1 Ÿ  n§boj je 10)

molekula je 10x protonovan§ [M+10H]10+ (v m/z se m=M+10 a z=10)

1696 = m/z = (M+10)/10 Ÿ M=1696*10 - 10 = 16 950

V pŚ²padŊ 

RFWHM > 35 000 
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2. urļen² velikosti n§boje a MR proteinŢ

V pŚ²padŊ nedostaļuj²c²ho rozliġen² nejde n§boj urļit na z§kladŊ 

izotopick® ob§lky

V pŚ²padŊ 

RFWHM > 35 000 

C769 H1212 N210 O218 S2

V pŚ²padŊ 

RFWHM = 10 000 

myoglobin



Sousedn² ionty se liġ² v n§boji o jednotku,

mŢģeme tedy vyj§dŚit jako z a z+1

(n§boj ale nezn§me ï mus² se dopoļ²tat).

2. urļen² velikosti n§boje a MR proteinŢ

PŚ²klad vĨpoļtu MW a poļtu n§bojŢ (Śeġen² 2 rovnic o 2 nezn§mĨch)

Experiment§lnŊ urļeno m/z dvou kladnŊ nabitĨch iontŢ A (1696) a B (1542)

[MR+z]z+ = m/zA =1696 = (MR + z) / z

[MR+z+1](z+1)+ = m/zB = 1542 = (MR + z + 1) / (z + 1)

- Śeġen²m vyjde z = 10.006 = 10 (n§boj mus² bĨt celoļ²seln§ hodnota)

- nyn² pŚiŚad²me n§boje vġech iontŢm ve spektru (lze ovŊŚit vĨpoļtem)

- vĨpoļet MR ze vġech identifikovanĨch iontŢ, napŚ.:

A: MR = 1696 * 10 ï10 = 16950

B: MR =  1542 * 11 ï11 = 16951, atd. 

- pak zprŢmŊrov§n² a vĨpoļet MR (tzv. dekonvoluce), vġe automaticky softwarovŊ

V kaģd®m iontu charakteristick§ izotopick§ 

ob§lka (mus²me m²t ale vysok® R ), pokud 

nen² lze vypoļ²tat na z§kladŊ sousedn²ch 

iontŢ

z+1 z



Urļen² MW a poļtu iontovĨch skupin
Å s®rie iontŢ [M-xH]x- a [M-(x+y)H+yNa]x-

Å maxim§ln² pozorovanĨ n§boj x a/nebo maxim§ln² poļet 

vymŊnitelnĨch protonŢ y = poļet iontovĨch skupin
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M. Holļapek, P. Jandera, J. PŚikryl, Dyes Pigm., 43 (1999) 127
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MW = 1222

5 iontovĨch skupin

[M-4H+Na]3-

[M-5H+2Na]3-



3. Urļen² element§rn²ho 

sloģen²



3. Urļen² element§rn²ho sloģen²

Å z kolika a z jakĨch atomŢ je molekula sloģena

ī porovn§n² experiment§ln² a teoretick® izotopick® distribuce Ÿ charakteristick® zastoupen² 

M a M+2 izotopŢ - Cl (3:1), Br (1:1), polyizotopick§ ob§lka nŊkterĨch atomŢ ï Ge, Sn, Hg, 

Pd, Pt (organokovov® slouļeniny) atd.

īpro vysokou spr§vnost urļen² hmoty je nutn§ spr§vn§ kalibrace hmotnostn² stupnice - ļ²m 

menġ² chyba, t²m je menġ² poļet moģnĨch kombinac² atomŢ pro danou m/z, n§vrhy 

pomoc² softwaru, kter® jsou bŊģnŊ dostupn® (ļasto souļ§st² komerļn²ch softwarŢ)

īnejl®pe analyz§tor s vysokou rozliġovac² schopnost² (FT-ICR, orbitrap, QqTOF)

paracetamol

C8H9NO2

atorvastatin

C33H35FN2O5

cisplatina

Cl2PtN2H6



3. Urļen² element§rn²ho sloģen²

Defekty atomovĨch hmotnost²Izotopick® zastoupen²

Prvek
Nomin§ln² atomov§ 

hmotnost [Da]

Hmotnostn² 

schodek 

[mDa]

PŚ²rodn² zastoupen² izotopŢTyp 

prvku
M [%] M+1 [%] M+2 [%]

H 1 7.8 100 0.015 "M"

C 12 0 100 1.1 "M+1"

N 14 3.1 100 0.37 "M+1"

O 16 -5.1 100 0.04 0.2 "M+2"

F 19 -1.6 100 "M"

Si 28 -23.1 100 5.1 3.4 "M+2"

P 31 -26.2 100 "M"

S 32 -27.9 100 0.79 4.4 "M+2"

Cl 35 -31.1 100 32 "M+2"

Br 79 -81.7 100 97.3 "M+2"

I 127 -95.5 100 "M"



3. Urļen² element§rn²ho sloģen² - izotopy
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3. Urļen² element§rn²ho sloģen² - izotopy

Kdyģ v element§rn²m sloģen² nen² prvek, kterĨ obsahuje M+1 izotop (napŚ. NaCl, NaBr), tak 

se v izotopick® distribuci nikdy neobjev² izotopy lich®ho typu M+1 M+3, M+5 apod.



[(AgCl)10Ag]+ (R=1500)
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[C769H1212N210O218S2+10H]10+ (R=35000)
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[C769H1212N210O218S2+H]+ (R=35000)
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3. Urļen² element§rn²ho sloģen² - izotopy



3. Urļen² element§rn²ho sloģen² - izotopy

R. Jir§sko & M. Holļapek, Mass Spectrom Rev 30 (2011) 1013-1036.



3. Urļen² element§rn²ho sloģen² - izotopy

R. Jir§sko a kol., J Mass Spectrom 42 (2007) 918-928.

1*Sn 2*Sn

3*Sn 4*Sn



3. Urļen² element§rn²ho sloģen²

Chyba urļen² spr§vn® m/z [ppm] P
o
ļ
e
t
 
m
o
ģ
n
Ĩ
c
h
 
e
l
e
m
e
n
t
§
r
n
²
c
h
 
s
l
o
ģ
e
n
²

(C
, 
H

, 
N

, 
O

)

T. L. Quenzer a kol., Automated accurate mass analysis using FTICR mass spectrometry. Proceedings 

of the 50th Annual Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics, , Orlando FL, (2002)

Poļet moģnĨch element§rn²ch sloģen² vzrŢst§ s m/z a chybou urļen² Ÿ

je potŚeba definovat dalġ² pravidla (omezen²) pro sn²ģen² poļtu n§vrhŢ.



Åhled§n² jen oļek§vanĨch (logickĨch) prvkŢ ï C, H, O, N, S, P (u molekul§rn²ch 

aduktŢ + Na, K), pokud oļek§v§me, tak pŚ²padnŊ i halogeny

ÅvŊtġinou pouze sudĨ poļet elektronŢ (radik§ly vyhled§v§ny nejsou), N pravidlo.

Åcharakteristick§ izotopick§ distribuce - polyizotopick® prvky - C, H, K, S, Cl, atd.

ÅH/C pomŊr ï vĨbŊr logickĨch kombinac² (vŊtġinou 0.5 < H/C < 2), ale jsou i

extr®mn²pomŊry,napŚ. CH6N2 (methylhydrazin) nebo C8HN5 (tetracyanopyrrol)

ÅpomŊr N, O, P, S versus C

ÅOvŊŚen² R + DB (poļet m²st nenasycenosti) = x - İ y + İ z + 1 (x je poļet     

ļtyŚvaznĨch atomŢ napŚ. C, Si; y je poļet jednovaznĨch atomŢ, napŚ. H, halogeny; 

z je poļet trojvaznĨch atomŢ, napŚ. N, P)  

3. Pravidla pŚi urļov§n² element§rn²ho sloģen²

Mnoģstv² n§vrhŢ element§rn² sloģen² roste s ŷm/z a ŹR ï nutn§ omezen²



Element ratios
Common range 

(covering 99.7%)

Extended range 

(covering 99.99%)

Extreme range 

(beyond 99.99%)

H/C 0.2ï3.1 0.1ï6 < 0.1 and 6ï9

F/C 0ï1.5 0ï6 > 1.5

Cl/C 0ï0.8 0ï2 > 0.8

Br/C 0ï0.8 0ï2 > 0.8

N/C 0ï1.3 0ï4 > 1.3

O/C 0ï1.2 0ï3 > 1.2

P/C 0ï0.3 0ï2 > 0.3

S/C 0ï0.8 0ï3 > 0.8

Si/C 0ï0.5 0ï1 > 0.5

3. Pravidla pŚi urļov§n² element§rn²ho sloģen²

PomŊr H/C pro 42 tis²c rŢznĨch 

molekul (obsahuj²c²ch uveden® 

prvky) z Wiley MS knihovny

T. Kind & O. Fiehn, BMC Bioinformatics 8 (2007) 105.



Å Pro ionty EE+

Å lich§ hodnota m/z (napŚ. H2O+H) znamen§ sudĨ poļet dus²kŢ, sud§ hodnota 

m/z (napŚ. NH3+H) lichĨ poļet dus²kŢ

ī plat²pro bŊģn®prvky (C, H, N, O, F, Si, P, S, Cl, Br, I)

ī proļtoto pravidlo? dus²kje jedinĨz bŊģnĨchorganickĨchprvkŢ, kterĨm§sud®

atomov®ļ²sloa lichou vaznost, vġechnyostatn²maj²oboj²buŅlich®nebo sud®

ī i v mŊkkĨch ionizaļn²ch technik§ch mŢģeme nŊkdy pozorovat lichĨ poļet 

elektronŢ ï tzn. M+. (u technik APCI, DART ï bŊģn®), u nitro slouļenin é

Poļet dus²kŢm/z lich§m/z sud§

0, 2, 4, ... (sudĨ) EE+ OE+.

1, 3, 5, ... (lichĨ)OE+. EE+

Dus²kov® pravidlo



Uk§zka aplikace softwaru pro identifikaci 

element§rn²ho sloģen² iontŢ
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Doxorubicin

C27H29NO11

M=543

sudĨ poļet 

elektronŢ

C,H,N,O

parametr sigma (Bruker) - spr§vnost hodnoty m/z a relativn² intenzitypro 

vġechny izotopy (uģiteļn® pro vĨbŊr spravn®ho element§rn²ho sloģen²)

Dus²kov® pravidlo Ÿ lichĨ poļet N



4. MS/MS pro z²sk§n² 

strukturn²ch informac²



ÅġtŊpen² menġ²ho poļtu labiln²ch vazeb ve srovn§n² s EI Ÿ minimum nebo 

absence fragmentovĨch iontŢ v MS1 (zaleģ² i na pouģitĨch napŊt²ch, teplotŊ 

v hmotnostn²m spektrometru a typu analytu) Ÿ pro v²ce strukturn²ch informac² 

je tedy potŚeba fragmentace pomoc² MS/MS nebo MSn (odvozen² struktury), 

Åke ġtŊpen² doch§z² na termochemicky nejm®nŊ stabiln²ch vazb§ch

Åorientaļn² pravidlo - ļ²m pol§rnŊjġ² je funkļn² skupina, t²m vŊtġ² vliv na 

ionizaļn² a fragmentaļn² chov§n² lze oļek§vat

Åm²sto (de)protonace ļasto iniciuje mechanismus fragmentace

Åvliv funkļn²ch skupin na fragmentaci lze orientaļnŊ seŚadit:

nitr§t > fosf§t ~ sulf§t>> sulfonov§ kyselina > karboxylov§kyselina > hydroxy 

skupina > nitro skupina > halogeny > ostatn² funkļn² skupiny

Åpolyfunkļn² slouļeniny - konkurenļn² mechanismy fragmentace

4. MS/MS - vliv funkļn²ch skupin na fragmentaci



existuj² vĨjimky 

EE+ Ÿ OE+. + OE. 

Å VĨjimky: organokovov® slouļeniny, hetrocyklyck® slouļeniny, ztr§ta relativnŊ 

stabiln²ch radik§lŢ je typick§ tak® pro halogenidy (Cl
.
, Br

.
); nitro (NO2

.
) a 

nitroso (NO
.
) slouļeniny; methyl a methoxy substituci (CH3

. 
a CH3O

.
), 

polyaromatick® l§tky atd. 

Å velmi ļasto u aromatickĨch a konjugovanĨch syst®mŢ, kter® mohou snadno 

stabilizovat vznikaj²c² radik§l

Å ĻastŊjġ² vĨskyt pro fragmentaci [M-H]-

Åpravidlo parity = ve velk® vŊtġinŊ vznikaj² opŊt ionty se sudĨm 

poļtem e- odġtŊpen²m neutr§ln² molekuly - vznik kation-radik§lŢ pŚi 

fragmentaci iontŢ se sudĨm poļtem elektronŢ vyģaduje energeticky 

nevĨhodn® rozdŊlen² elektronov®ho p§ru

4. MS/MS pro z²sk§n² strukturn²ch informac²

EE+ Ÿ EE+ + N 



4. MS/MS pro z²sk§n² strukturn²ch informac²

Å Fragmentace z§vis² na typu aktivace prekurzoru (CID, UVPD, ETD, atd.) a z²skan® 

kinetick® energii

Å NejļastŊji n²zkoenergetick§ CID aktivace iontŢ (Ek <  1 keV) ï IT (rezonanļn² excitace 

koliznŊ ochlazen®ho iontu - preferenļnŊ fragmentaļn² cesty s nejniģġ² bari®rou a nav²c 

Ăcut-off efektñ - m®nŊ fragmentŢ), QqQ (prŢchod urychlen®ho iontu kolizn² celou, energie 

fragmentŢ mŢģe bĨt dostateļn§ pro n§sledn® fragmentace ï rozs§hlejġ² fragmentace)

Å strukturn² ļ§sti molekuly urļ²me na z§kladŊ fragmentovĨch iontŢ a neutr§ln²ch ztr§t

ī funkļn² skupiny - vŊtġinou poskytuj² charakteristick® ztr§ty (napŚ. OH: ȹm/z=18 (H2O), 

COOH: ȹm/z=44 (CO2), OSO3: ȹm/z=80 (SO3) atd.)

ī vŊtġ² celky molekuly - napŚ. postrann² ŚetŊzce, neutr§ln² ztr§ty mastnĨch kyselin z 

esterŢ (cholesterolestery), konjugaļn² substituenty u metabolitŢ II f§ze (glukuronidace ï 

ztr§ta 176 C6H8O6 ļi 194 C6H8O6, sulfatace (OSO3) ï ztr§ta 80 SO3 ļi 98 H2SO4) 

ī vĨhodou je vysok§ rozliġovac² schopnost analyz§toru ï rozliġen² podobnĨch neutr§ln²ch 

ztr§t ï napŚ.: CO (27.9949) ĬN2 (28.0061) ĬC2H4 (28.0313)

Å Informace o izomerii

ī u polohovĨch izomerŢ nŊkdy rozd²ln® intenzity fragmentovĨch iontŢ

ī urļen² polohy dvojn® vazby (napŚ. u lipidŢ) - vyuģit² vysokoenergetickĨch koliz² (Ek > 1

keV), fotodisociace, disociace ozonem, pro nŊkter® l§tky (lipidy) specifick§ fragmentace 

[M+Li]+ apod. 



Charakteristick® neutr§ln² ztr§ty a m/z fragmenty

ESI+ MS/MS 

cholesterol esteru 

(CE 18:0)

ESI+ MS/MS 

DMF glukosidu

MS/MS spektrum iontu m/z 542.238 [M+H]+

m/z
350 400 450 500 550 600 650

%

0

100
369.355

370.357

371.353

MS/MS spektrum iontu m/z 670.646 [M+NH4]
+

Dm/z 162

Dm/z 180 C6H12O6

C6H10O5

Charakteristick® neutr§ln² ztr§ty 

pro konjug§ty s gluk·zou

TypickĨ fragmentovĨ ion pro

cholesterol a jeho estery

NH4
+

-180

-162

m/z 369

H+



A. Triebel et al., J. Chromatogr. B, 1053 (2017) 72-80

RP-UHPLC/ESI-MS: separace izomerŢ a MS2



MŊŚen² tandemovĨch hmotnostn²ch spekter

MS1

MS2

!!! Pozor na interferenty bl²zk® hmotnosti



Uhlovod²ky (CxHy), alkyl/aryl substituce
Å alkany, alkeny, alkiny, arom§ty

Å pro uhlovod²ky bez funkļn²ch skupin nejvhodnŊjġ² APCI / APPI v kladn®m m·du, v ESI 

jen pomoc² tvorby aduktŢ (Li, Ag, Na, apod.)

Å pro alkyl substituci na aromatick®m nebo obecnŊ cyklick®m syst®mu oļek§v§ny ztr§ty 

alkenu (nebo alkanu, zejm®na u druh® a dalġ² ztr§ty pro pŚ²tomnost v²ce alkylŢ); pro 

alkyl substituci na aromatick®m j§dŚe (obecnŊ vazba arom§t  a CH2) je typickĨ ion m/z 

91.05

Å podobnŊ pro aryl substituci jsou obvykl® neutr§ln² ztr§ty C6H4 (Dm/z 76) nebo C6H6 

(Dm/z 78)

Å ztr§ty alkyl/aryl radik§lŢ jsou m®nŊ obvykl®, nŊkdy se vyskytuj² v z§porn®m m·du 

(zejm®na pro APCI / APPI)

NHϜ -56

ESI+ MS/MS iontu [M+H]+ (FT HCD 50 NCE MS2 150.1277)

H+
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100

%

m/z
50 75 125 150100 175

91.0542
107.0730

150.1277

-56.0626 (C4H8)
94.0651

4-Butylaniline

Zdroj: mzCloud (https://www.mzcloud.org/)



Halogeny (19F, 35Cl, 79Br, 127I)

RX HR X H+

[M+H-HX]+

N§rŢst nominaln² hmotnoti 

(DDa)

Posun za desetinou ļ§rkou 

(mDa)

MS/MS

(neutr§ln² ztr§ty a fragmenty)

i-ġtŊpen²



PŚ²klady fragmentac² - Halogeny ï Cl, Br

373635

100%

32%

m/z

818079 m/z

Cl

H

- HCl

(- 36)

Br

H

- HBr

(- 80)

PomŊr izotopŢ

35Cl : 37Cl = 3 : 1

n * Cl = (3a + b)n

PomŊr izotopŢ

79Br : 81Br = 1 : 1

n * Br = (a + b)n

Å pro poly- a perhalogenovan® slouļeniny opakovan® ztr§ty HX nebo X. 

(zejm®na Br.), pŚi fragmentaci zmŊna izotopick® distribuce



Halogeny (19F, 35Cl, 79Br, 127I)

0
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%

m/z
50 150 350 450250

204.9061

ESI+, MS/MS iontu [M-H]- (FT HCD 30 NCE MS2 422.8195)

342.8934

78.9189 386.8428

422.8195

[Br]- -HCl (36)

-HBr (80)

422.819

424.817
426.815

428.813
386.843

388.841

390.839

392.836

342.893
346.888

348.886

204.906

206.906

208.901

344.891
78.919

80.917

Pokud izolujeme prekurzorovĨ ion s dostateļnou izolaļn² ġ²Śkou ï izotopick® p²ky:

204.9

Bromochlorophen 
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Fosf§tov§ skupina

Fosfor je 

monoizotopickĨ

N§rŢst nominaln² hmotnoti

 (DDa)

Posun za desetinou ļ§rkou 

(mDa)

MS/MS

(neutr§ln² ztr§ty a fragmenty)



PŚ²klady MS/MS - fosf§tov§ skupina (ROPO3H2)

Å ļast® u biomolekul (peptidŢ, lipidŢ, cukrŢ)

Å lze mŊŚit nejl®pe v ESI-, nŊkdy i ESI+ (fosfolipidy), labiln² iontov§ skupina

Å diagnostick® fragmenty m/z 79 [PO3]
-, 97 [H2PO4]

-

Åv pozitivu adukty se sodnĨm iontem a dalġ²mi kationty

C. Antonio et al, J. Chromatogr. A 1172 (2007) 170

[PO3]
-

[H2PO4]
-

[M-H]-[M-H-H2O]-
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Gluk·za-6-fosf§t

m/z 79

m/z 97



pKa kalkulace ï Marvin software

https://chemaxon.com/products/marvin/download

pro jednu disociovanou 

formu je optim§ln² 

pH~4



pKa kalkulace ï Marvin software

https://chemaxon.com/products/marvin/download

pH < 9 Ÿ nedisociovan§formapH > 9 



MS/MS kyseliny fosfatidov®

ESI+ 

PA 16:0/18:1

ESI- 

PA 16:0/18:1

R. C. Murphy, Tandem mass spectrometry of lipids, https://doi.org/10.1039/9781782626350 

Å Intenzita karboxyl§tov®ho 

aniontu (sn-1 > sn-2) 

Å Intenzita produktov®ho 

iontu po NL ketenu nebo

RCOOH   (sn-2 > sn-1)

-98

H3PO4
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(R-H)

M (32S) = 100%

M+1 (33S) = 0.79%

M+2 (34S) = 4.4%

Sulf§tov§ skupina

N§rŢst nominaln² hmotnoti (DDa) Posun za desetinou ļ§rkou (mDa)

-80

-98



Sulf§tov§ skupina(ROSO3H)

O S

O

O

O
-

H

- SO3

(- 80)

O S

O

O

OH

H

[HSO4]
-

m/z 97

- H2SO4

  (- 98)

Åpro polysulfatovan® l§tky rozs§hl§ fragmentace, n²zk§ intenzita [M-H]- iontu

(opakovan® ztr§ty H2SO4 a/nebo SO3), v²cen§sobnŊ nabit® ionty

Å vĨbornĨ sign§l  v negativn²m m·du: ide§ln² pro ESI-, popŚ. MALDI- 



PŚ²klady fragmentac² - sulf§tov§ skupina

O

N

O

HO

S

HO
O

O ESI+ - MS/MS (416.1157)

Dm/z 45

Dm/z 80

Dm/z 98

SO3

H2SO4

(CH3)2NH

(CH3)2NCH=CH2

Dm/z 71

[M+H]+

Å typick® ztr§ty Dm/z 80 a Dm/z 98 jsou vidŊt i pŚi sn²m§n² kladnĨch iontŢ



Sulfonov® kyseliny (RSO3H)
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-
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. .S
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N§rŢst nominaln² hmotnoti (DDa) Posun za desetinou ļ§rkou (mDa)



S

O

O

OH

ESI- 

(APCI-)

S

O

O

O
-

- SO3

(- 80)

[SO3]
-.

 m/z 80

- SO2

(- 64)

Sulfonov® kyseliny (RSO3H)

Å vynikaj²c² citlivost v ESI-, lze i MALDI-, pro mono- a disulfonan® slouļeniny lze 

s horġ² citlivost² i APCI- a APPI-

Åintenzivn² adukty se sodnĨm iontem 

Å pro polysulfonovan® l§tky s®rie n§sobnŊ nabitĨch iontŢ a jejich aduktŢ s Na+, 

ale nikoliv fragmentace v MS1, proto snadn®urļen² MW a poļtu sulfo skupin

Å typick® ztr§ty v MS/MS jsou Dm/z 80 = SO3 (poskytuje i sulf§t) a Dm/z 64 = 

SO2 (naprosto charakteristick®) a radik§l anion m/z 80 = [SO3]
-.



HO3SOCH2CH2O2S N N N N SO2CH2CH2OSO3H

OH NH2

SO3HHO3S

Å2 sulf§t

Å2 sulfo

Å2 azo

Å1 hydroxyl

Å1 amino

ESI-MS ï barvivo Reactive Black 5

MW=901

[M-2H]2- = 449.5

MW = 2x449.5 + 2 = 901



Funkļn² skupiny obsahuj²c² dus²k (14N)

N§rŢst nominaln² hmotnoti (DDa) Posun za desetinou ļ§rkou (mDa)

Å TypickĨ vĨskyt radik§lovĨch iontŢ



+

[M+H-NH3]
+

NH3R R NH3 NH3+

[M+H-NH3]
+

C

O

NH3R C

O

R

M (14N) = 100%

M+1 (15N) = 0.37%

Funkļn² skupiny obsahuj²c² dus²k (14N)

N§rŢst nominaln² hmotnoti (DDa) Posun za desetinou ļ§rkou (mDa)

i-ġtŊpen²



Å dus²kov® pravidlo; dus²k je obvykle m²stem protonace

Prim§rn² aminy RNH2

Å ztr§ta amoniaku [M+H-NH3]
+ 

ļasto je preferov§na jin§ ztr§ta

Sekund§rn² a terci§rn² aminy R1NHR2 nebo R1NR2R3

Å odġtŊpen² R1 nebo R2 ï vznik iontu typu [R1NH3]
+ a [R2NH3]

+ (na aminoskupinŊ 
doch§z² obvykle k protonaci a pŚenosu vod²ku z odġtŊpen®ho substituentu), 
pro terci§rn² analogicky [R1NH2R2]

+, [R1NH2R3]
+ a [R2NH2R3]

+

Å vedle toho mohou bĨt pŚ²tomny t®ģ ionty [R1NH]+ a [R2NH]+, m®nŊ ļast®

Å neutr§ln² ztr§ty RNH2 (sekund§rn²) nebo R1NHR2 (terci§rn²) vedou ke vzniku iontŢ 
[M+H-RNH2]+ nebo [M+H-R1NHR2]

+, typickĨ pŚ²klad ztr§ta methylaminu 
(dimethylaminu ļi podobn®ho dialkylaminu) (indukļn² ġtŊpen²)

Kvart®rn² aminy (R)4N
+X-

Å velice stabiln² ionty [(R)4N]+s vysokou ionizaļn² ¼ļinnost² (napŚ. 
tetrabutylamoniov§ ion-p§rov§ ļinidla), POZOR: velmi siln® pamŊŠov® efekty!!!

Å z§pornĨ m·d nen² vhodnĨ

Dus²kat® slouļeniny



Å ztr§ty radik§lŢ R. m®nŊ obvykl®, nicm®nŊ existuj², napŚ. [M-H-butyl]-.

Å z§leģ² na struktuŚe, typick® pro N-alkyl substituci

Aminy - ztr§ta radik§lŢ

-35

ESI+

MS/MS iontu [M+H]+ (FT HCD 60 NCE MS2 142.0418)

H+

0

100

%

m/z
50 75 125 150100

65.0385 107.0730

127.0183

-15 

(CH3
 )

NapŚ. sekund§rn² amin, 4-Chlor-N-methylanilin

Zdroj: mzCloud (https://www.mzcloud.org/)

92.0493
142.0418[M+H-Cl]+

.

[M+H-CH3]
+.

-15



- pŚi fragmentaci iontu EE+ doch§z² pŚednostnŊ k odġtŊpen² neutr§ln² molekuly s 

niģġ² protonovou afinitou (PA), resp. pomŊr intenzit vznikaj²c²ch iontŢ odpov²d§ 

pomŊru PA odstupuj²c²ch neutr§ln²ch molekul

- fragmentace je ovlivnŊna stabilitou vznikaj²c²ho iontu, roli hraj² sterick® faktory a 

intramolekul§rn² H-vazby

CH3

OH

NH2

PA (H20) = 697 kJ.molī1

PA (NH3) = 854 kJ.molī1

Zdroj spektra: m/zCloud
M = 151 Da

H2O

[M + H]+

ESI MS2 iontu 152,1 [M+H]+

NH3

Fieldovo pravidlo

Dm/z 17,0266

Fenylpropanolamin (ɓ-hydroxyamfetamin)



NH
+

R
2

R
1

H
NH2

R
1

CH2

+

R
2

ĠtŊpen² EE+: ġtŊpen² sousedn²ch vazeb vzhledem k n§bojov®mu centru, 

vysvŊtlen² hlavn²ch fragmentaļn²ch cest dvŊma konkurenļn²mi procesy 

A. Indukļn² ġtŊpen² (kladnĨ n§boj 

si ĂpŚit§hneñ elektronovĨ p§r 

pŢvodnŊ tvoŚ²c² C-N vazbu; 

migrace n§boje)

- Neutr§ln² ztr§ta prim§rn²ho aminu

B. AcyklickĨ pŚesmyk ɓ-vod²ku 

(pŚesun vod²ku na dus²k doprov§zenĨ 

ġtŊpen²m N-C vazby; retence n§boje 

na dus²ku)

- Neutr§ln² ztr§ta alkenu

NH
+

R
2

R
1

H

H

NH3

+

R
1

CH2

R
2

PŚ.: sekund§rn² aminy

Indukļn² ġtŊpen² a pŚesmyk ɓ-vod²ku 

[R1CH2NH3]
+

[M+H-NH2CH2R1]
+



Konkurenļn² fragmentace: L-glutathion

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

(FT HCD 30 NCE MS2 308.0911)

i-ġtŊpen²

m/z 308

i-ġtŊpen²

i-ġtŊpen²

pŚesmykɓ-vod²ku 

m/z 179

m/z 130

m/z 162

m/z 233

m/z 308m/z 76
pŚesmyk

ɓ-vod²ku 

Zdroj: mzCloud (https://www.mzcloud.org/)
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Å bez aditiv ¼pln§ absence [M+H]+ / [M-H]- iontŢ, intenzivn² fragmenty m/z 62 = 

[NO3]
-, m/z 46 = [NO2]

-, obt²ģnŊ intepretovateln® adukty a fragmenty

Å pŚ²davek CCl4 (nebo halogenidu,

octanu, mravenļanu)ï velmi 

charakteristick§ tvorba aduktŢ 

[M+Cl]-, [M+CH3COO]-, atd. 

Alifatick® nitr§ty - vĨbuġniny (RONO2)

X.M. Zhao, J. Yinon, J. Chromatogr. A, 977 (2002) 59



Nitro slouļeniny (RNO2)

-17

-30

-46

-46

-30



O

- NO
.

 

(- 30)

N

O
-

O

Nitroso slouļeniny (RNO)

Nitro slouļeniny (RNO2)

Å zn§m§ vĨjimka tvorby molekul§rn²ho radik§l aniontu M-. v APCI-

Å obecnŊ hodnŊ radik§lovĨch ztr§t pro nitro l§tky: Dm/z 46 = NO2
., Dm/z 30 = 

NO., ļasto i ztr§ta Dm/z 17 = OH.

Åm®nŊ obvykl® ztr§ty Dm/z 31 = HNO, Dm/z 47 = HNO2

Å ztr§ta Dm/z 30 = NO.

N

O
-

O

- NO2

. 

(- 46)



N N

Y + 14

X - 14
X

Y

Y - 14

X + 14

- N2

(- 28)

N N

Azo slouļeniny ï organick§ barviva (N2)

Å azo skupina je typicky doprov§zen§ Śadou dalġ²ch pol§rn²ch funkļn²ch skupin 
(sulfo, sulf§t, karboxy, amino, atd.) v molekule barviva, kter® podl®haj² 
fragmentaci pŚednostnŊ

Å zaj²mav§ a typick§ je pŚesmykov§ ztr§ta Dm/z 28 = N2 (analogie EI)



Azo slouļeniny ï organick§ barviva (N2)

R1-N=N-R2



MW = 389

Å1 sulfo

Å1 nitro

Å1 azo

Å2 hydroxyl

ESI-MS/MS ï barvivo Mordant Black 15

.

.



Funkļn² skupiny obsahuj²c² kysl²k (16O)

N§rŢst nominaln² hmotnoti 

(Da)

Posun za desetinou ļ§rkou 

(mDa)

M (16O) = 100%

M+1 (17O) = 0.04%

M+2 (18O) = 0.2%

O

H

RO CH3

H

R

[M+H-CH3]
+.

.. CH3+RO CH3

H

R O CH3

H

[M+H-CH3OH]+

+

MS/MS

i-ġtŊpen² pŚ²m® ġtŊpen²



Fragmentace methoxyindolu
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APCI+ MS/MS iontu [M+H]+

(FT HCD 50 NCE MS2 148.0757)

APCI- MS/MS iontu [M-H]-

(FT HCD 20 NCE MS2 146.0611)

117.0573

148.0757

-15

(CH3
.)

-15
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.)

-31 (CH3O
.)

Zdroj: mzCloud (https://www.mzcloud.org/)
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-31



Funkļn² skupiny obsahuj²c² kysl²k (16O)

N§rŢst nominaln² hmotnoti (Da) Posun za desetinou ļ§rkou (mDa)

C

O

RC

O

O H

H

R O H

H

[M+H-H2O]+

+

RC

O

OR

[M-H-CO2]
-

+ C

O

O

N§rŢst nominaln² hmotnoti (Da) Posun za desetinou ļ§rkou (mDa)

-44



C

O

OH C

O

O
-

- CO2

(- 44)

Karboxylov® kyseliny (RCOOH)

APCI- 

ESI-

Å lze pouģ²t z§pornĨ m·d vġech API technik i MALDI, v pŚ²padŊ dalġ²ch 

funkļn²ch skupin moģnĨ i z§znam kladnĨch iontŢ

Ånaprosto charakteristick§ ztr§ta Dm/z 44 = CO2, mŢģe bĨt intenzivn² jiģ v 

MS1, typick® pro z§znam z§pornĨch iontŢ, ļasto i v kladn®m m·du (H2O+CO), 

u alifatickĨch kyselin ztr§ta CO2 m®nŊ vĨrazn§

Åpolykarboxyl§ty (nebo kombinace karboxy + sulfo skupin) tvoŚ² aduktov® ionty 

z§mŊnou kyselĨch protonŢ za sodn® ionty podobnŊ jako sulfo kyseliny

_______________________________________________________________________________________________________________________________

Å faleġn§ interpretace Dm/z 44 t®mŊŚ vylouļena, jedin§ moģn§ z§mŊna je ztr§ta radik§lu 

NH2CO. pro dus²kat® heterocykly obsahuj²c² karbonylovou skupinu, avġak tato ztr§ta 

nebĨv§ jednotnŊ 44 v obou m·dech polarity, ale doprov§zena Dm/z 43 = NHCO
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ESI+ MS/MS iontu [M+H]+

(FT CID 30 NCE MS2 155.0339)

ESI- MS/MS iontu [M-H]-

(FT CID 30 NCE MS2 153.0193)

MS/MS: 2,4-dihydroxybenzoov§kyselina
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Zdroj: mzCloud (https://www.mzcloud.org/)

-46

-18

Dm/z 28 

CO Dm/z 18 

H2O

155.0339

0

100

%

m/z
50 75 125 150

135.0090

100 175

109.0285

Dm/z 44 

CO2

153.0193



Dm/z je 44

Spektra PEG

Typick§ distribuce iontŢ liġ²c²ch se o monomern² jednotku



Kysl²kat® slouļeniny

Å ztr§ta vody Dm/z 18 - teoreticky moģn§ t®mŊŚ pro vġechny kysl²kat® 

slouļeniny ï diagnostick§ hodnota je mal§, nutno posuzovat i intenzitu iontu

Å alifatick® alkoholy ï velice intenzivn² ztr§ta vody jiģ v MS1, v APCI vŊtġinou 

100% intenzitu jiģ v MS1 (ļasto i v ESI), v MS/MS ion [M+H-H2O]+opŊt 

pŚevl§d§

Å fenoly a chinony ï ztr§ta vody mŢģe bĨt patrn§, ale oproti alkoholŢm niģġ² 

relativn² intenzita, nŊkdy ztr§ta radik§lu OH. (napŚ. nitro l§tky), pŚesmykov§ 

ztr§ta Dm/z 28 = CO

Å polyhydroxylovan® slouļeniny (napŚ. cukry) ï nutn® pouģ²t ESI, opakovan® 

ztr§ty vody Ÿ pokles intenzity [M+H]+ / [M-H]-

Å ketony - analogickya-ġtŊpen² u EI vznikaj² [R1CO]+ a [R2CO]+, nŊkdy t®ģ 

ztr§ta vody [M+H-H2O]+ s velmi malou intenzitou

Å aldehydy ï ztr§ta CO pozorovan§ v obou m·dech polarity (nespecifick®, 

bŊģn® napŚ. pro karbonyl v cyklick® struktuŚe), nŊkdy ztr§ta Dm/z 30 = HCOH

ÅesteryïpŚi absenci dalġ²ch funkļn²ch skupin vhodnŊjġ² z§znam kladnĨch 

iontŢ, typick§ ztr§ta alkoholu R2OH z esterov® funkļn² skupiny R1COOR2 (napŚ. 

ztr§ta methanolu u methylesteru) za vzniku karbonylovĨch iontŢ[R1CO]+, 

n§sledovan§ ztr§tou CO, d§le vznik karbonylovĨch iontŢ

ÅobecnŊ vĨrazn® analogie s EI, zejm®na pŚi pouģit² APCI



O
+ R

2

O

R
1

H
H

H

OH

O

R
1

CH2

+
R

2

OH2

+

O

R
1

CH2 R
2

OH
R

2

C
+

O

R
1

OH2

+ R
2

O

R
1

i

rH

i

rH

Ç Ç

Y
X

R
2

R
1

H
H

H

ÇÇ +

X: NH, O, SY: CH2, C=O, SO2, é

ZobecnŊn²:

+

+

+

+

sn²mek pŚevzat z pŚedn§ġky doc. J. Cvaļky (ĐOCHB, Praha)

Indukļn² ġtŊpen² a pŚesmyk ɓ-vod²ku(estery) 



Charakteristick§ ztr§ta H2O v pŚ²padŊ OH 

skupiny na alifatick®m retŊzci

Zdroj: mzCloud (https://www.mzcloud.org/)

Ztr§ta vody jiģ v z§kladn²m skenu

[M+H]+

[M+Na]+

ESI +

[M+H-H2O]+

D-Sphingosin



4. MS/MS - vliv funkļn²ch skupin na fragmentaci
Funkļn² skupina / 

Substituent
Neutr§ln²ztr§ta / ProduktovĨ ion (m/z)

Alkyl a aryl alken, alkan (zejm®na u druh® ztr§ty), C6H4 (76) nebo C6H6 (78)

Fosf§ty (RPO4H2) HPO3 (80) a H3PO4 (98), m/z 97 [H2PO4]
-, m/z 79 [PO3]

-

Sulf§t (RSO4H) SO3 (80) a H2SO4 (98), m/z 97 [HSO4]
-

Amid (R1CONH2, 

R1CONHR2, R1CONR2R3)
[M+H-NH3]

+, [M+H-R2NH2]
+, [M+H-R2R3NH]+

Amin (R1NH2, R
1NHR2, 

R1NR2R3)
[M+H-NH3]

+, [M+H-R2NH2]
+, [M+H-R2R3NH]+, [M+H-HCN]+ 

Azo (R1N=NR2) [M+H-N2]
+, [M+H-Ri]+, [M+H-RiNH]+, [M+H-RiN2]

+

Nitril (RCN) [M+H-HCN]+ 

Nitr§t (RNO3) [M-H-NO]-., [M-NO2]
-, [M-H-NO2]

-., [M-H-ONO2]
-.

Nitro (RNO2)
[M+H-OH]+., [M+H-NO]+., [M+H-NO2]

+., [M-OH]-, [M-NO]-, [M-H-

NO]-., [M-H-HNO]-, [M-H-OH]-., [M-NO2]
-, [M-H-NO2]

-., [NO2]
-

17

17 27

27

28

4630 46 62

17

30

3130

30

46

1717 46

46 46



Funkļn² skupina / 

Substituent
Neutr§ln²ztr§ta / ProduktovĨ ion (m/z)

Nitroso (RNO) [M+H-NO]+

N-oxid (RN+O-) [M+H-O]+, [M+H-OH]+., [M+H-H2O]+

Halogenid (RX) [M+H-X]+., [M+H-HX]+, [M-H-X]-., [M-H-HX]-, [F]-, [Cl]-, [Br]-, [l]-

Ester (R1COOR2) [M+H-R2OH]+, [M+H-R2OH-CO]+, (napŚ. [M-C2H5OH-CO]+)

Keton (R1COR2) [M+H-H2O]+, [M+H-CO]+, [RiCO]+

Aldehyd (RCHO) [M+H-CO]+, [M-H-CO]- 

Karboxyl (RCOOH) [M+H-H2O]+, [M+H-CO2]
+, [M+H-H2O-CO]+, [M-H-CO2]

-

Hydroxyperoxid (ROOH) [M+H-H2O]+, [M+H-H2O2]
+ (pozn. Dm/z 34 je i u SH skupiny)

Epoxid/Alkohol (RO/ROH) [M+H-H2O]+

Fenol (ROH) [M+H-H2O]+, [M+H-CO]+, [M-H-H2O]-, [M-H-CO]-

Methoxy (ROCH3) [M+H-CH3]
+., [M+H-CH3O]+., [M+H-CH3OH]+, [M+H-HCOH]+

16 17 18

19 35 79 127

46 28

2818

28 28

2818 44 44

3418 HR-MS rozliģ²

30

30323115

28

18

18 28 18

28

Nesmysln®(zak§zan®) neutr§ln² ztr§ty: 3-13 (14), 21-25, 37-40



Vliv funkļn²ch skupin na fragmentaci

K. Levsen et al., J. Mass Spectrom.,42 (2007) 1024

radik§lov® 

ionty



Typick® neutr§ln² ztr§ty < Dm/z 100



Vliv funkļn²ch skupin na fragmentaci ï vybran§ 

literatura 



5. Vyuģit² rŢznĨch 

identifikaļn²ch softwarŢ a 

datab§z²



5. Datab§ze a softwary vyuģ²van® v MS identifikaci

ÅProhled§v§n² a porovn§v§n² v datab§z²ch (nutn® vysok® R) - knihovny 

slouļenin (zad§v§n² spr§vnŊ namŊŚen® pŚesn® m/z nebo element§rn²ho 

sloģen²) nebo knihovny spekter (spektr§ln² datab§ze o nŊkolik Ś§du menġ² neģ 

datab§ze slouļenin) ï knihovny slouļenin napŚ. PubChem, ChemSpider, 

LipidSearch, KEGG, HMDB, atd.; spektr§ln² knihovny napŚ. MassBank, 

m/zCloud (spektr§ln² stromy), Metlin atd.

ÅSoftwary umoģŔuj²c² hled§n² ve strukturn²ch datab§z²ch slouļenin + 

poļ²taļem simulovan® (in silico) fragmentace

- predikce MS2 spektra na z§kladŊ definovanĨch pravidel fragmentace (napŚ. 

MassFrontier, ACD/MS Fragmenter)

- kombinaļn² fragmentace ï kombinuje, buŅ vġechny moģn® fragmenty 

nebo zohledŔuje, ģe nŊkter® vazby se ġtŊp² l®pe (vazebn§ disociaļn² E), 

napŚ. MetFrag. 

ÅSoftwary kombinuj²c² porovn§v§n² se spektr§ln² datab§z² a generov§n² in 

silico fragmentac²  

    napŚ. MetFusion, Metlin.



Spektr§ln² datab§ze m/zCloud

https://www.mzcloud.org/



Nejprve konverze a spr§vn® procesov§n² MS dat

- export bin§rn²ch dat obsahuj²c²ch jednotliv® m/z a intenzity pro kaģdĨ 

  sken (ļas) nebo zprŢmŊrovan® spektrum

- konverze raw dat - napŚ. mzML, mzXML, netCDF, ASCII, mgf, mzData, atd. 

      

eryt_NEG_9AA_LE20_L10 #1-28 RT: 0.00-1.65 AV: 28 NL: 1.15E7

T: FTMS - p MALDI Full ms [400.00-2000.00]
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export MS spekter

(ļ§rov® nebo profilov®)

ÅFiremn² nebo sd²lenĨ otevŚenĨ software - nahr§v§n² surovĨch 

raw dat nebo export do univerz§ln²ho form§tu:

ÅProcesov§n² MS dat - spr§vnĨ sbŊr MS p²ku, odeļet pozad², vyhlazov§n² 

(je tŚeba jen opatrnŊ), zarovn§n²p²kŢv r§mcivġechz§znamŢ

(synchronizace retenļn²chļasŢi m/z), kalibrace hmoty, izotopick§ korekce 

(lipidy), normalizace (na IS), odstranŊn²m/z s nulovĨmihodnotami intenzity,

odstranŊn²Ăshoulderp²kŢñ,atd., ļasto jsou souļ§st² i napojen² na datab§ze 

slouļenin a knihovny spekter



Procesov§n² dat ï pŚehled softwaru 

vyuģ²van®ho v metabolomice

J.-L. Ren, A.-H. Zhang, L. Kong and X.-J. Wang, RSC Advances 8 (2018) 22335-22350.



Hled§n² a porovn§v§n² v knihovn§ch spekter

ÅVĨhodou je HRMS ï tzn. zn§me-li element§rn² sloģen² prekurzoru a fragmentŢ.

ÅPorovn§me MS/MS spektra mŊŚen§ stejnĨm principem fragmentace (napŚ. IT-
CID, ETD).

ÅSpektr§ln² knihovny jsou Ś§dovŊ menġ² neģ knihovny slouļenin.

ÅBodov§n² na z§kladŊ podobnosti ļi odliġnosti spekter (informace, kter® 
spektrum z datab§ze se nejv²ce shoduje se zmŊŚenĨm spektrem) - napŚ. poļet 
sp§rovanĨch p²kŢ.

ÅStrukturnŊ podobn® l§tky maj² podobnou fragmentaci ï stejn® neutr§ln² ztr§ty ļi 
produktov® ionty, je potŚeba interpretovat vġechny p²ky ve spektru (nejl®pe 
pokud fragmentujeme pouze jednu l§tku ï kvalitn² separace nebo jednoduchĨ 
vzorek ï jinak hroz² faleġnŊ pozitivn² pŚiŚazen² p²kŢ).

porovn§n² 

spekter

Knihovna slouļenin a namŊŚenĨch 

MS/MS spekter

MŊŚen® MS/MS spektrum



Strukturn² datab§ze 

molekul

Kombinaļn² fragmentace

+
Definovan§ 

pravidla

Aplikace pravidel

Porovn§v§n² s in silico fragmentac²

Sk·re fragmentace

 pro kaģdou vazbu

(ļ²slo pŚedstavuje 

n§roļnost ġtŊpen²)

No hit

Fragmentace s pravidly

MŊŚen® 

MS

simulovan® 

MS

sk·re: 5

nepŚiŚazen® p²ky: 2
F. Hufsky a kol., Trends in Analytical Chemistry 53 (2014) 41.



Kombinaļn² fragmentace - software MetFrag

http://c-ruttkies.github.io/MetFrag/



http://msbi.ipb-halle.de/MetFrag/

Software MetFrag ï kombinaļn² fragmentace



Software MetFusion

namŊŚen® spektrum

spektr§ln² datab§ze

(MassBank, Metlin) datab§ze slouļenin

KEGG PubChem

ChemSpider

in silico Fragmenter

(MetFrag)

porovn§n² 

podobnosti MS/MS

Kandid§ti 

slouļenin

Kandid§ti 

slouļenin

Chemick§ podobnost

 Integrace

IntegrovanĨ souhrn vĨsledkŢ 

s ohledem na obŊ cesty

M. Gerlich & S. Neumann, J. Mass Spectrom. 48 (2013) 291.



PŚehled MS/MS datab§z² - metabolomika

M.Vinaixa a kol., Trends in Analytical Chemistry 78 (2016) 23-35.



PŚehled MS/MS datab§ze ï mal® molekuly

T. Kind a kol.,, Mass Spectrometry Reviews 37 (2018) 513-532.


