
Kvalitativní analýza v 

hmotnostní spektrometrii 

– základy interpretace 

„měkkých“ MS a MS/MS 

spekter



Kroky při identifikaci iontů (molekul) pomocí MS

• Důležité je mít kvalitní hmotnostní spektra – dostatečně zprůměrovaná, správně odečtené 

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

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

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

3. Určení elementárního složení – správná hmotnost a přítomnost charakteristických 

izotopických píků (izotopická obálka - charakteristické intenzity izotopů) – hlavně při vysokém 

hmotnostním rozlišení HRMS (čím větší RFWHM tím lépe).

4. Strukturní informace – na základě různých MS/MS (či MSn) experimentů (charakteristické 

ztráty pro funkční skupiny, substituenty, ligandy atd.).

5. Využití různých identifikačních softwarů a databází (knihovny spekter) – často jako první krok

(po vyčištění spekter, po identifikaci a odstranění interferujících iontů)

6. V případě kombinace se separačními metodami – informace o retenčním čase (LC, GC, 

SFC, CZE) – může pomoci, driftový čas (v případě IMS).

- Možnost využití různých filtrovacích přístupů pro zjednodušení TICC – rekonstruovaný 

iontový chromatogram v MS i MS/MS, filtrování s ohledem na hmotnostní defekt, 

chromatogram neutrálních ztrát u LC/MS/MS měření, atd.
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Identifikace iontu po odečtení iontů na pozadí

Čištění spekter stopových látek v LC/MS

[M+HCOO]-

[M+HCOO+HCOONa]-

MHCOONa = 68



1. Určení molekulové 

hmotnosti



1. Určení molekulové hmotnosti 

• na základě [M+H]+, [M-H]-, M+. iontů nebo aduktů s molekulou [M+Na]+, [M+K]+, 

[M+NH4]
+, [M+CH3COO]-, [M+HCOO]- [M+Cl]-, někdy i dimerní ionty typu [2M+H]+,

[2M+Na]+.

− typ a relativní intenzita aduktových iontů velmi výrazně závisí na složení mobilní 

fáze (rozpouštědla vzorku) a obsahu solí v eluentu či vzorku

− závislé na použité ionizační technice - někdy je vhodné kombinovat více technik 

(ESI, APCI, APPI), kombinace oboru módů polarity

− pokud zcela chybí molekulární ion použít šetrnější ionizaci (ESI, MALDI) a snaha 

o tvorbu molekulárních aduktů na základě přídavku vhodného iontu (NH4
+, Na+, 

K+, Ag+, Li+, CH3COO-, Cl-, atd.), změna napětí na sprejovací jehle, vstupní 

elektrodě, iontové optice, změna průtoků sušících a zmlžujících plynů, změna 

teploty iontového zdroje, změna rozpouštědla vzorku



m/z = 22

1. Určení molekulové hmotnosti (API-MS)
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1. Určení M - Nejběžnější typy molekulárních aduktů

+

-

M. Holčapek, R. Jirásko, M. Lísa, J Chromatogr A 1217 (2010) 3908.

Rozdíl mezi [M+H]+ a konkrétním aduktem

Rozdíl mezi [M-H]- a konkrétním aduktem



Filtrování dat a čištění spekter z LC/MS (koeluce)
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Filtrování dat a čištění spekter z LC/MS (koeluce)
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Filtrování dat a čištění spekter z LC/MS (koeluce)
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mechanismus tvorby iontů

[M+An]-

An = NO3
-, alkylbenzensulfonáty
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2. Určení velikosti náboje



2. Určení velikosti náboje

kalkulace molekulové hmotnosti, když známe náboj
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Charakteristické rozdíly m/z mezi jednotlivými izotopy

a potřebné RFWHM pro rozlišení izotopické obálky

určení náboje

MR = 180

Náboj ± 1 2 3 5 10 20

m/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

např.: m/z 1696 (rozdíl mezi izotopy je 0,1 →  náboj je 10)

molekula je 10x protonovaná [M+10H]10+

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



2. určení velikosti náboje a MR proteinů

Např.: m/z 1696 (rozdíl mezi izotopy je 0,1 →  náboj je 10)

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

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

V případě 

RFWHM > 35 000 
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2. určení velikosti náboje a MR proteinů

V případě nedostačujícího rozlišení nejde náboj určit na základě 

izotopické obálky

V případě 

RFWHM > 35 000 

C769 H1212 N210 O218 S2

V případě 

RFWHM = 10 000 

myoglobin



Sousední ionty se liší v náboji o jednotku,

můžeme tedy vyjádřit jako z a z+1

(náboj ale neznáme – musí se dopočítat).

2. určení velikosti náboje a MR proteinů

Příklad výpočtu MW a počtu nábojů (řešení 2 rovnic o 2 neznámých)

Experimentálně určeno m/z dvou kladně nabitých iontů 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)

- řešením vyjde z = 10.006 = 10 (náboj musí být celočíselná hodnota)

- nyní přiřadíme náboje všech iontům ve spektru (lze ověřit výpočtem)

- výpočet MR ze všech identifikovaných iontů, např.:

A: MR = 1696 * 10 – 10 = 16950

B: MR =  1542 * 11 – 11 = 16951, atd. 

- pak zprůměrování a výpočet MR (tzv. dekonvoluce), vše automaticky softwarově

V každém iontu charakteristická izotopická 

obálka (musíme mít ale vysoké R ), pokud 

není lze vypočítat na základě sousedních 

iontů

z+1 z



Určení MW a počtu iontových skupin
• série iontů [M-xH]x- a [M-(x+y)H+yNa]x-

• maximální pozorovaný náboj x a/nebo maximální počet 

vyměnitelných protonů y = počet iontových skupin
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3. Určení elementárního 

složení



3. Určení elementárního složení

• z kolika a z jakých atomů je molekula složena

− porovnání experimentální a teoretické izotopické distribuce → charakteristické zastoupení 

M a M+2 izotopů - Cl (3:1), Br (1:1), polyizotopická obálka některých atomů – Ge, Sn, Hg, 

Pd, Pt (organokovové sloučeniny) atd.

− pro vysokou správnost určení hmoty je nutná správná kalibrace hmotnostní stupnice - čím 

menší chyba, tím je menší počet možných kombinací atomů pro danou m/z, návrhy 

pomocí softwaru, které jsou běžně dostupné (často součástí komerčních softwarů)

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

paracetamol

C8H9NO2

atorvastatin

C33H35FN2O5

cisplatina

Cl2PtN2H6



3. Určení elementárního složení

Defekty atomových hmotností Izotopické zastoupení

Prvek
Nominální atomová 

hmotnost [Da]

Hmotnostní 

schodek 

[mDa]

Přírodní zastoupení izotopů Typ 

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. Určení elementárního složení - izotopy
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3. Určení elementárního složení - izotopy

Když v elementárním složení není prvek, který obsahuje M+1 izotop (např. NaCl, NaBr), tak 

se v izotopické distribuci nikdy neobjeví izotopy lichého typu M+1 M+3, M+5 apod.



[(AgCl)10Ag]+ (R=1500)
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3. Určení elementárního složení - izotopy



3. Určení elementárního složení - izotopy

R. Jirásko & M. Holčapek, Mass Spectrom Rev 30 (2011) 1013-1036.



3. Určení elementárního složení - izotopy

R. Jirásko a kol., J Mass Spectrom 42 (2007) 918-928.

1*Sn 2*Sn

3*Sn 4*Sn



3. Určení elementárního složení
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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)

Počet možných elementárních složení vzrůstá s m/z a chybou určení →

je potřeba definovat další pravidla (omezení) pro snížení počtu návrhů.



• hledání jen očekávaných (logických) prvků – C, H, O, N, S, P (u molekulárních 

aduktů + Na, K), pokud očekáváme, tak případně i halogeny

• většinou pouze sudý počet elektronů (radikály vyhledávány nejsou), N pravidlo.

• charakteristická izotopická distribuce - polyizotopické prvky - C, H, K, S, Cl, atd.

• H/C poměr – výběr logických kombinací (většinou 0.5 < H/C < 2), ale jsou i

extrémní poměry, např. CH6N2 (methylhydrazin) nebo C8HN5 (tetracyanopyrrol)

• poměr N, O, P, S versus C

• Ověření R + DB (počet míst nenasycenosti) = x - ½ y + ½ z + 1 (x je počet     

čtyřvazných atomů např. C, Si; y je počet jednovazných atomů, např. H, halogeny; 

z je počet trojvazných atomů, např. N, P)  

3. Pravidla při určování elementárního složení

Množství návrhů elementární složení roste s ↑m/z a ↓R – nutná omezení



Element ratios
Common range 

(covering 99.7%)

Extended range 

(covering 99.99%)

Extreme range 

(beyond 99.99%)

H/C 0.2–3.1 0.1–6 < 0.1 and 6–9

F/C 0–1.5 0–6 > 1.5

Cl/C 0–0.8 0–2 > 0.8

Br/C 0–0.8 0–2 > 0.8

N/C 0–1.3 0–4 > 1.3

O/C 0–1.2 0–3 > 1.2

P/C 0–0.3 0–2 > 0.3

S/C 0–0.8 0–3 > 0.8

Si/C 0–0.5 0–1 > 0.5

3. Pravidla při určování elementárního složení

Poměr H/C pro 42 tisíc různých 

molekul (obsahujících uvedené 

prvky) z Wiley MS knihovny

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



• Pro ionty EE+

• lichá hodnota m/z (např. H2O+H) znamená sudý počet dusíků, sudá hodnota 

m/z (např. NH3+H) lichý počet dusíků

− platí pro běžné prvky (C, H, N, O, F, Si, P, S, Cl, Br, I)

− proč toto pravidlo? dusík je jediný z běžných organických prvků, který má sudé

atomové číslo a lichou vaznost, všechny ostatní mají obojí buď liché nebo sudé

− i v měkkých ionizačních technikách můžeme někdy pozorovat lichý počet 

elektronů – tzn. M+. (u technik APCI, DART – běžné), u nitro sloučenin …

Počet dusíků m/z lichá m/z sudá

0, 2, 4, ... (sudý) EE+ OE+.

1, 3, 5, ... (lichý) OE+. EE+

Dusíkové pravidlo



Ukázka aplikace softwaru pro identifikaci 

elementárního složení iontů

542.1677

616.1001

690.0322

395.0756

258.7621
332.6951160.8429
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Doxorubicin

C27H29NO11

M=543

sudý počet 

elektronů

C,H,N,O

parametr sigma (Bruker) - správnost hodnoty m/z a relativní intenzity pro 

všechny izotopy (užitečné pro výběr spravného elementárního složení)

Dusíkové pravidlo → lichý počet N



4. MS/MS pro získání 

strukturních informací



• štěpení menšího počtu labilních vazeb ve srovnání s EI → minimum nebo 

absence fragmentových iontů v MS1 (zaleží i na použitých napětích, teplotě 

v hmotnostním spektrometru a typu analytu) → pro více strukturních informací 

je tedy potřeba fragmentace pomocí MS/MS nebo MSn (odvození struktury), 

• ke štěpení dochází na termochemicky nejméně stabilních vazbách

• orientační pravidlo - čím polárnější je funkční skupina, tím větší vliv na 

ionizační a fragmentační chování lze očekávat

• místo (de)protonace často iniciuje mechanismus fragmentace

• vliv funkčních skupin na fragmentaci lze orientačně seřadit:

nitrát > fosfát ~ sulfát >> sulfonová kyselina > karboxylová kyselina > hydroxy 

skupina > nitro skupina > halogeny > ostatní funkční skupiny

• polyfunkční sloučeniny - konkurenční mechanismy fragmentace

4. MS/MS - vliv funkčních skupin na fragmentaci



existují výjimky 

EE+ → OE+. + OE. 

• Výjimky: organokovové sloučeniny, hetrocyklycké sloučeniny, ztráta relativně 

stabilních radikálů je typická také pro halogenidy (Cl
.
, Br

.
); nitro (NO2

.
) a 

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

. 
a CH3O

.
), 

polyaromatické látky atd. 

• velmi často u aromatických a konjugovaných systémů, které mohou snadno 

stabilizovat vznikající radikál

• Častější výskyt pro fragmentaci [M-H]-

• pravidlo parity = ve velké většině vznikají opět ionty se sudým 

počtem e- odštěpením neutrální molekuly - vznik kation-radikálů při 

fragmentaci iontů se sudým počtem elektronů vyžaduje energeticky 

nevýhodné rozdělení elektronového páru

4. MS/MS pro získání strukturních informací

EE+ → EE+ + N 



4. MS/MS pro získání strukturních informací

• Fragmentace závisí na typu aktivace prekurzoru (CID, UVPD, ETD, atd.) a získané 

kinetické energii

• Nejčastěji nízkoenergetická CID aktivace iontů (Ek <  1 keV) – IT (rezonanční excitace 

kolizně ochlazeného iontu - preferenčně fragmentační cesty s nejnižší bariérou a navíc 

„cut-off efekt“ - méně fragmentů), QqQ (průchod urychleného iontu kolizní celou, energie 

fragmentů může být dostatečná pro následné fragmentace – rozsáhlejší fragmentace)

• strukturní části molekuly určíme na základě fragmentových iontů a neutrálních ztrát

− funkční skupiny - většinou poskytují charakteristické ztráty (např. OH: Δm/z=18 (H2O), 

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

− větší celky molekuly - např. postranní řetězce, neutrální ztráty mastných kyselin z 

esterů (cholesterolestery), konjugační substituenty u metabolitů II fáze (glukuronidace – 

ztráta 176 C6H8O6 či 194 C6H8O6, sulfatace (OSO3) – ztráta 80 SO3 či 98 H2SO4) 

− výhodou je vysoká rozlišovací schopnost analyzátoru – rozlišení podobných neutrálních 

ztrát – např.: CO (27.9949) × N2 (28.0061) × C2H4 (28.0313)

• Informace o izomerii

− u polohových izomerů někdy rozdílné intenzity fragmentových iontů

− určení polohy dvojné vazby (např. u lipidů) - využití vysokoenergetických kolizí (Ek > 1

keV), fotodisociace, disociace ozonem, pro některé látky (lipidy) specifická fragmentace 

[M+Li]+ apod. 



Charakteristické neutrální ztráty 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]
+

m/z 162

m/z 180 C

C

Charakteristické neutrální ztráty 

pro konjugáty s glukózou

Typický fragmentový 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 izomerů a MS2



Měření tandemových hmotnostních spekter

MS1

MS2

!!! Pozor na interferenty blízké hmotnosti



Uhlovodíky (CxHy), alkyl/aryl substituce
• alkany, alkeny, alkiny, aromáty

• pro uhlovodíky bez funkčních skupin nejvhodnější APCI / APPI v kladném módu, v ESI 

jen pomocí tvorby aduktů (Li, Ag, Na, apod.)

• pro alkyl substituci na aromatickém nebo obecně cyklickém systému očekávány ztráty 

alkenu (nebo alkanu, zejména u druhé a další ztráty pro přítomnost více alkylů); pro 

alkyl substituci na aromatickém jádře (obecně vazba aromát  a CH2) je typický ion m/z 

91.05

• podobně pro aryl substituci jsou obvyklé neutrální ztráty C6H4 (m/z 76) nebo C6H6 

(m/z 78)

• ztráty alkyl/aryl radikálů jsou méně obvyklé, někdy se vyskytují v záporném módu 

(zejména pro APCI / APPI)

NH -56

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

H+

0

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]+

Nárůst nominalní hmotnoti 

(Da)

Posun za desetinou čárkou 

(mDa)

MS/MS

(neutrální ztráty a fragmenty)

i-štěpení



Příklady fragmentací - Halogeny – Cl, Br

373635

100%

32%

m/z

818079 m/z

Cl

H

- HCl

(- 36)

Br

H

- HBr

(- 80)

Poměr izotopů

35Cl : 37Cl = 3 : 1

n * Cl = (3a + b)n

Poměr izotopů

79Br : 81Br = 1 : 1

n * Br = (a + b)n

• pro poly- a perhalogenované sloučeniny opakované ztráty HX nebo X. 

(zejména Br.), při fragmentaci změna izotopické distribuce



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

0

100

%

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 prekurzorový ion s dostatečnou izolační šířkou – izotopické píky:

204.9

Bromochlorophen 



P

O

O
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[M-H-HPO3]
-

O P

O

O

OH

R OR +

[H2PO4]
-

O P

OH

R

O

O (R-H) P

OH

OH

OO

H

Fosfátová skupina

Fosfor je 

monoizotopický

Nárůst nominalní hmotnoti

 (Da)

Posun za desetinou čárkou 

(mDa)

MS/MS

(neutrální ztráty a fragmenty)



Příklady MS/MS - fosfátová skupina (ROPO3H2)

• časté u biomolekul (peptidů, lipidů, cukrů)

• lze měřit nejlépe v ESI-, někdy i ESI+ (fosfolipidy), labilní iontová skupina

• diagnostické fragmenty m/z 79 [PO3]
-, 97 [H2PO4]

-

• v pozitivu adukty se sodným iontem a dalšími kationty

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

[PO3]
-

[H2PO4]
-

[M-H]-[M-H-H2O]-

0

100

%

m/z
50 100 200 250

97

150 300

259

241

199

223

169

161139

79

Glukóza-6-fosfát

m/z 79

m/z 97



pKa kalkulace – Marvin software

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

pro jednu disociovanou 

formu je optimální 

pH~4



pKa kalkulace – Marvin software

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

pH < 9 → nedisociovaná formapH > 9 



MS/MS kyseliny fosfatidové

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 

• Intenzita karboxylátového 

aniontu (sn-1 > sn-2) 

• Intenzita produktového 

iontu po NL ketenu nebo

RCOOH   (sn-2 > sn-1)

-98

H3PO4



+ S

O

O

O

[M-H-SO3]
-

ORO S

O

O

O

R + S

O

OH

OO

[HSO4]
-

O S

O

O

O

R

H

(R-H)

M (32S) = 100%

M+1 (33S) = 0.79%

M+2 (34S) = 4.4%

Sulfátová skupina

Nárůst nominalní hmotnoti (Da) Posun za desetinou čárkou (mDa)

-80

-98



Sulfátová skupina (ROSO3H)

O S

O

O

O
-

H

- SO3

(- 80)

O S

O

O

OH

H

[HSO4]
-

m/z 97

- H2SO4

  (- 98)

•pro polysulfatované látky rozsáhlá fragmentace, nízká intenzita [M-H]- iontu

(opakované ztráty H2SO4 a/nebo SO3), vícenásobně nabité ionty

• výborný signál  v negativním módu: ideální pro ESI-, popř. MALDI- 



Příklady fragmentací - sulfátová skupina

O

N

O

HO

S

HO
O

O ESI+ - MS/MS (416.1157)

m/z 45

m/z 80

m/z 98

SO3

H2SO4

(CH3)2NH

(CH3)2NCH=CH2

m/z 71

[M+H]+

• typické ztráty m/z 80 a m/z 98 jsou vidět i při snímání kladných iontů



Sulfonové kyseliny (RSO3H)

S

O

O

O+

[M-H-SO3]
-

S

O

O

OR R

[SO3]
-.

+ S O

O

O

. .S

O

OR

O

R

Nárůst nominalní hmotnoti (Da) Posun za desetinou čárkou (mDa)



S

O

O

OH

ESI- 

(APCI-)

S

O

O

O
-

- SO3

(- 80)

[SO3]-.

 m/z 80

- SO2

(- 64)

Sulfonové kyseliny (RSO3H)

• vynikající citlivost v ESI-, lze i MALDI-, pro mono- a disulfonané sloučeniny lze 

s horší citlivostí i APCI- a APPI-

• intenzivní adukty se sodným iontem 

• pro polysulfonované látky série násobně nabitých iontů a jejich aduktů s Na+, 

ale nikoliv fragmentace v MS1, proto snadné určení MW a počtu sulfo skupin

• typické ztráty v MS/MS jsou m/z 80 = SO3 (poskytuje i sulfát) a m/z 64 = 

SO2 (naprosto charakteristické) a radikál anion m/z 80 = [SO3]
-.



HO3SOCH2CH2O2S N N N N SO2CH2CH2OSO3H

OH NH2

SO3HHO3S

• 2 sulfát

• 2 sulfo

• 2 azo

• 1 hydroxyl

• 1 amino

ESI-MS – barvivo Reactive Black 5

MW=901

[M-2H]2- = 449.5

MW = 2x449.5 + 2 = 901



Funkční skupiny obsahující dusík (14N)

Nárůst nominalní hmotnoti (Da) Posun za desetinou čárkou (mDa)

• Typický výskyt radikálových iontů



+

[M+H-NH3]
+

NH3R R NH3 NH3+

[M+H-NH3]
+

C

O

NH3R C

O

R

M (14N) = 100%

M+1 (15N) = 0.37%

Funkční skupiny obsahující dusík (14N)

Nárůst nominalní hmotnoti (Da) Posun za desetinou čárkou (mDa)

i-štěpení



• dusíkové pravidlo; dusík je obvykle místem protonace

Primární aminy RNH2

• ztráta amoniaku [M+H-NH3]
+ 

často je preferována jiná ztráta

Sekundární a terciární aminy R1NHR2 nebo R1NR2R3

• odštěpení R1 nebo R2 – vznik iontu typu [R1NH3]
+ a [R2NH3]

+ (na aminoskupině 
dochází obvykle k protonaci a přenosu vodíku z odštěpeného substituentu), 
pro terciární analogicky [R1NH2R2]

+, [R1NH2R3]
+ a [R2NH2R3]

+

• vedle toho mohou být přítomny též ionty [R1NH]+ a [R2NH]+, méně časté

• neutrální ztráty RNH2 (sekundární) nebo R1NHR2 (terciární) vedou ke vzniku iontů 
[M+H-RNH2]+ nebo [M+H-R1NHR2]

+, typický příklad ztráta methylaminu 
(dimethylaminu či podobného dialkylaminu) (indukční štěpení)

Kvartérní aminy (R)4N
+X-

• velice stabilní ionty [(R)4N]+ s vysokou ionizační účinností (např. 
tetrabutylamoniová ion-párová činidla), POZOR: velmi silné paměťové efekty!!!

• záporný mód není vhodný

Dusíkaté sloučeniny



• ztráty radikálů R. méně obvyklé, nicméně existují, např. [M-H-butyl]-.

• záleží na struktuře, typické pro N-alkyl substituci

Aminy - ztráta radikálů

-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
 )

Např. sekundární amin, 4-Chlor-N-methylanilin

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

92.0493
142.0418[M+H-Cl]+

.

[M+H-CH3]
+.

-15



- při fragmentaci iontu EE+ dochází přednostně k odštěpení neutrální molekuly s 

nižší protonovou afinitou (PA), resp. poměr intenzit vznikajících iontů odpovídá 

poměru PA odstupujících neutrálních molekul

- fragmentace je ovlivněna stabilitou vznikajícího iontu, roli hrají sterické faktory a 

intramolekulární H-vazby

CH3

OH

NH2

PA (H20) = 697 kJ.mol−1

PA (NH3) = 854 kJ.mol−1

Zdroj spektra: m/zCloud
M = 151 Da

H2O

[M + H]+

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

NH3

Fieldovo pravidlo

m/z 17,0266

Fenylpropanolamin (β-hydroxyamfetamin)



NH
+

R
2

R
1

H
NH2

R
1

CH2

+

R
2

Štěpení EE+: štěpení sousedních vazeb vzhledem k nábojovému centru, 

vysvětlení hlavních fragmentačních cest dvěma konkurenčními procesy 

A. Indukční štěpení (kladný náboj 

si „přitáhne“ elektronový pár 

původně tvořící C-N vazbu; 

migrace náboje)

- Neutrální ztráta primárního aminu

B. Acyklický přesmyk β-vodíku 

(přesun vodíku na dusík doprovázený 

štěpením N-C vazby; retence náboje 

na dusíku)

- Neutrální ztráta alkenu

NH
+

R
2

R
1

H

H

NH3

+

R
1

CH2

R
2

Př.: sekundární aminy

Indukční štěpení a přesmyk β-vodíku 

[R1CH2NH3]
+

[M+H-NH2CH2R1]
+



Konkurenční fragmentace: L-glutathion

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

(FT HCD 30 NCE MS2 308.0911)

i-štěpení

m/z 308

i-štěpení

i-štěpení

přesmyk β-vodíku 

m/z 179

m/z 130

m/z 162

m/z 233

m/z 308m/z 76
přesmyk

β-vodíku 

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

m/z 162
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m/z
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233.0591

179.0485

162.0219

215.0458
130.0499 308.0911



• bez aditiv úplná absence [M+H]+ / [M-H]- iontů, intenzivní fragmenty m/z 62 = 

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

-, obtížně intepretovatelné adukty a fragmenty

• přídavek CCl4 (nebo halogenidu,

octanu, mravenčanu) – velmi 

charakteristická tvorba aduktů 

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

Alifatické nitráty - výbušniny (RONO2)

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



Nitro sloučeniny (RNO2)

-17

-30

-46

-46

-30



O

- NO
.

 

(- 30)

N

O
-

O

Nitroso sloučeniny (RNO)

Nitro sloučeniny (RNO2)

• známá výjimka tvorby molekulárního radikál aniontu M-. v APCI-

• obecně hodně radikálových ztrát pro nitro látky: m/z 46 = NO2
., m/z 30 = 

NO., často i ztráta m/z 17 = OH.

• méně obvyklé ztráty m/z 31 = HNO, m/z 47 = HNO2

• ztráta m/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 sloučeniny – organická barviva (N2)

• azo skupina je typicky doprovázená řadou dalších polárních funkčních skupin 
(sulfo, sulfát, karboxy, amino, atd.) v molekule barviva, které podléhají 
fragmentaci přednostně

• zajímavá a typická je přesmyková ztráta m/z 28 = N2 (analogie EI)



Azo sloučeniny – organická barviva (N2)

R1-N=N-R2



MW = 389

• 1 sulfo

• 1 nitro

• 1 azo

• 2 hydroxyl

ESI-MS/MS – barvivo Mordant Black 15

.

.



Funkční skupiny obsahující kyslík (16O)

Nárůst nominalní hmotnoti 

(Da)

Posun za desetinou čárkou 

(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-štěpení přímé štěpení



Fragmentace methoxyindolu
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75 150

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

(CH3
.)

−31 (CH3O
.)

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

-15

-31



Funkční skupiny obsahující kyslík (16O)

Nárůst nominalní hmotnoti (Da) Posun za desetinou čárkou (mDa)

C

O

RC

O

O H

H

R O H

H

[M+H-H2O]+

+

RC

O

OR

[M-H-CO2]
-

+ C

O

O

Nárůst nominalní hmotnoti (Da) Posun za desetinou čárkou (mDa)

-44



C

O

OH C

O

O
-

- CO2

(- 44)

Karboxylové kyseliny (RCOOH)

APCI- 

ESI-

• lze použít záporný mód všech API technik i MALDI, v případě dalších 

funkčních skupin možný i záznam kladných iontů

• naprosto charakteristická ztráta m/z 44 = CO2, může být intenzivní již v 

MS1, typické pro záznam záporných iontů, často i v kladném módu (H2O+CO), 

u alifatických kyselin ztráta CO2 méně výrazná

• polykarboxyláty (nebo kombinace karboxy + sulfo skupin) tvoří aduktové ionty 

záměnou kyselých protonů za sodné ionty podobně jako sulfo kyseliny

_______________________________________________________________________________________________________________________________

• falešná interpretace m/z 44 téměř vyloučena, jediná možná záměna je ztráta radikálu 

NH2CO. pro dusíkaté heterocykly obsahující karbonylovou skupinu, avšak tato ztráta 

nebývá jednotně 44 v obou módech polarity, ale doprovázena m/z 43 = NHCO
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m/z
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137.0233

100 175

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-dihydroxybenzoová kyselina

-44

109.0285

Zdroj: mzCloud (https://www.mzcloud.org/)
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 m/z 28 

CO  m/z 18 

H2O

155.0339
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m/z je 44

Spektra PEG

Typická distribuce iontů lišících se o monomerní jednotku



Kyslíkaté sloučeniny

• ztráta vody m/z 18 - teoreticky možná téměř pro všechny kyslíkaté 

sloučeniny – diagnostická hodnota je malá, nutno posuzovat i intenzitu iontu

• alifatické alkoholy – velice intenzivní ztráta vody již v MS1, v APCI většinou 

100% intenzitu již v MS1 (často i v ESI), v MS/MS ion [M+H-H2O]+ opět 

převládá

• fenoly a chinony – ztráta vody může být patrná, ale oproti alkoholům nižší 

relativní intenzita, někdy ztráta radikálu OH. (např. nitro látky), přesmyková 

ztráta m/z 28 = CO

• polyhydroxylované sloučeniny (např. cukry) – nutné použít ESI, opakované 

ztráty vody → pokles intenzity [M+H]+ / [M-H]-

• ketony - analogicky -štěpení u EI vznikají [R1CO]+ a [R2CO]+, někdy též 

ztráta vody [M+H-H2O]+ s velmi malou intenzitou

• aldehydy – ztráta CO pozorovaná v obou módech polarity (nespecifické, 

běžné např. pro karbonyl v cyklické struktuře), někdy ztráta m/z 30 = HCOH

• estery – při absenci dalších funkčních skupin vhodnější záznam kladných 

iontů, typická ztráta alkoholu R2OH z esterové funkční skupiny R1COOR2 (např. 

ztráta methanolu u methylesteru) za vzniku karbonylových iontů[R1CO]+, 

následovaná ztrátou CO, dále vznik karbonylových iontů

• obecně výrazné analogie s EI, zejména při použití APCI
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snímek převzat z přednášky doc. J. Cvačky (ÚOCHB, Praha)

Indukční štěpení a přesmyk β-vodíku (estery) 



Charakteristická ztráta H2O v případě OH 

skupiny na alifatickém retězci

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

Ztráta vody již v základním skenu

[M+H]+

[M+Na]+

ESI +

[M+H-H2O]+

D-Sphingosin



4. MS/MS - vliv funkčních skupin na fragmentaci
Funkční skupina / 

Substituent
Neutrální ztráta / Produktový ion (m/z)

Alkyl a aryl alken, alkan (zejména u druhé ztráty), C6H4 (76) nebo C6H6 (78)

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

-

Sulfát (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]+ 

Nitrát (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



Funkční skupina / 

Substituent
Neutrální ztráta / Produktový 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]+, (např. [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. m/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 rozliší

30

30323115

28

18

18 28 18

28

Nesmyslné (zakázané) neutrální ztráty: 3-13 (14), 21-25, 37-40



Vliv funkčních skupin na fragmentaci

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

radikálové 

ionty



Typické neutrální ztráty < m/z 100



Vliv funkčních skupin na fragmentaci – vybraná 

literatura 



5. Využití různých 

identifikačních softwarů a 

databází



5. Databáze a softwary využívané v MS identifikaci

• Prohledávání a porovnávání v databázích (nutné vysoké R) - knihovny 

sloučenin (zadávání správně naměřené přesné m/z nebo elementárního 

složení) nebo knihovny spekter (spektrální databáze o několik řádu menší než 

databáze sloučenin) – knihovny sloučenin např. PubChem, ChemSpider, 

LipidSearch, KEGG, HMDB, atd.; spektrální knihovny např. MassBank, 

m/zCloud (spektrální stromy), Metlin atd.

• Softwary umožňující hledání ve strukturních databázích sloučenin + 

počítačem simulované (in silico) fragmentace

- predikce MS2 spektra na základě definovaných pravidel fragmentace (např. 

MassFrontier, ACD/MS Fragmenter)

- kombinační fragmentace – kombinuje, buď všechny možné fragmenty 

nebo zohledňuje, že některé vazby se štěpí lépe (vazebná disociační E), 

např. MetFrag. 

• Softwary kombinující porovnávání se spektrální databází a generování in 

silico fragmentací  

    např. MetFusion, Metlin.



Spektrální databáze m/zCloud

https://www.mzcloud.org/



Nejprve konverze a správné procesování MS dat

- export binárních dat obsahujících jednotlivé m/z a intenzity pro každý 

  sken (čas) nebo zprůměrované spektrum

- konverze raw dat - např. 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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1018.4767

1337.8676 1628.9574
1151.7066

1776.4296

m/z1 INT1

m/z2 INT2

m/z3 INT3

… ….

m/zn INTn

export MS spekter

(čárové nebo profilové)

• Firemní nebo sdílený otevřený software - nahrávání surových 

raw dat nebo export do univerzálního formátu:

• Procesování MS dat - správný sběr MS píku, odečet pozadí, vyhlazování 

(je třeba jen opatrně), zarovnání píků v rámci všech záznamů

(synchronizace retenčních časů i m/z), kalibrace hmoty, izotopická korekce 

(lipidy), normalizace (na IS), odstranění m/z s nulovými hodnotami intenzity,

odstranění „shoulder píků“, atd., často jsou součástí i napojení na databáze 

sloučenin a knihovny spekter



Procesování dat – přehled softwaru 

využívaného v metabolomice

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



Hledání a porovnávání v knihovnách spekter

• Výhodou je HRMS – tzn. známe-li elementární složení prekurzoru a fragmentů.

• Porovnáme MS/MS spektra měřená stejným principem fragmentace (např. IT-
CID, ETD).

• Spektrální knihovny jsou řádově menší než knihovny sloučenin.

• Bodování na základě podobnosti či odlišnosti spekter (informace, které 
spektrum z databáze se nejvíce shoduje se změřeným spektrem) - např. počet 
spárovaných píků.

• Strukturně podobné látky mají podobnou fragmentaci – stejné neutrální ztráty či 
produktové ionty, je potřeba interpretovat všechny píky ve spektru (nejlépe 
pokud fragmentujeme pouze jednu látku – kvalitní separace nebo jednoduchý 
vzorek – jinak hrozí falešně pozitivní přiřazení píků).

porovnání 

spekter

Knihovna sloučenin a naměřených 

MS/MS spekter

Měřené MS/MS spektrum



Strukturní databáze 

molekul

Kombinační fragmentace

+
Definovaná 

pravidla

Aplikace pravidel

Porovnávání s in silico fragmentací

Skóre fragmentace

 pro každou vazbu

(číslo představuje 

náročnost štěpení)

No hit

Fragmentace s pravidly

Měřené 

MS

simulované 

MS

skóre: 5

nepřiřazené píky: 2
F. Hufsky a kol., Trends in Analytical Chemistry 53 (2014) 41.



Kombinační fragmentace - software MetFrag

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



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

Software MetFrag – kombinační fragmentace



Software MetFusion

naměřené spektrum

spektrální databáze

(MassBank, Metlin) databáze sloučenin

KEGG PubChem

ChemSpider

in silico Fragmenter

(MetFrag)

porovnání 

podobnosti MS/MS

Kandidáti 

sloučenin

Kandidáti 

sloučenin

Chemická podobnost

 Integrace

Integrovaný souhrn výsledků 

s ohledem na obě cesty

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



Přehled MS/MS databází - metabolomika

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



Přehled MS/MS databáze – malé molekuly

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