
Vybrané příklady 

interpretace „měkkých“ 

MS a MS/MS spekter



Kroky při identifikaci iontů (molekul) pomocí MS

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

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

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

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

3. Určení elementárního složení – správná hmotnost a přítomnost charakteristických 

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

hmotnostním rozlišení HRMS (čím větší RFWHM tím lépe).

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

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

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

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

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

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

- Možnost využití různých filtrovacích přístupů pro zjednodušení TICC – rekonstruovaný 

iontový chromatogram, filtrování s ohledem na hmotnostní defekt, chromatogram 

neutrálních ztrát u LC/MS/MS měření, atd.



m/z = 22

Určení molekulové hmotnosti (API-MS)
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Nejběžnější typy molekulárních aduktů
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MW=402
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 = 22

 = 16
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Úkol: jaké změny očekáváte po přídavku 
5 mM octanu amonného do mobilní fáze

m/z 420 [M+NH4]+

m/z 461 [M+CH3COO]-

#1/ Určete MW, popište ionty



#2/ Určete MW, popište ionty
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 = 22

 = 16

  = 38
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Ftaláty

m/z 167m/z 149

391 – 167 = 224

224/14 = 16 = 16xCH2 = C16H32

Výpočet elementárního složení ftalátů:

[C8H7O4]
+

[M+H]+ → [C16+8H32+7O4]
+ = [C24H39O4]

+ 

M → C24H38O4

Di(n-octyl) ftalát
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 = 41

#3/ Určete MW a další strukturní informace

Neutrální ztráty 17, 30, 46
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#4/ O jaký typ sloučeniny se jedná? Tvorba aduktů může 

vést ke stabilizaci iontu.



#5/ Určete MW

ESI +
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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"

Na 23 -10.2 100 "M"



Izotopická obálka pro atomy chloru a bromu
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#6/ Určete MW a vysvětlete izotopy
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-
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MW=421

1 brom

lichý počet dusíků

karboxylová skupina

MF obsahuje CH3COONH4

 = 17

 = 60

#7/ Určete MW, popište ionty
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#8/ Určete MW a maximum informací

 = 44
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Detail izotopické distribuce iontů
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94.93

96.92

150.89
152.88

154.88
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Hodnoty m/z ve spektru 

odpovídají nejintenzivnějším 

píkům izotopické distribuce 

jednotlivých iontů

208.85

210.84

212.84

214.84

U molekul složených z atomů, které nemají M+1 izotop se nevyskytují píky M+1, M+3, atd. 

266.80

274.79

270.80
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m/z 58 

m/z 60 

m/z 58 

m/z 58 

m/z 58 

m/z 58 

m/z 60 

m/z 58 

m/z 58 

m/z 58 

m/z 60 

m/z 58 

m/z 58 

2*Cl 3*Cl

4*Cl
5*Cl

[(NaCl)n+Cl]-

ESI-

Výchozí informace: bílá krystalická látka

#9/ Určete o jakou sloučeninu se jedná?

58 – 35 = 23



#10/ Vysvětlete produktové ionty
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i-štěpení

peptidové vazby

CH3OH
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Pokud možné, tak kontrola izotopické distribuce 

(musí být ale širší izolační šířka při izolaci prekurzoru



#11/ Přiřaďte jednotlivé elementární složení k izotopickým 

obálkám iontu m/z 197: 
A) (NaCl)3Na klástrový ion

B) sodný adukt argininu C6H14N4O2Na

C) C8H8BrN

D) C6H6O4SNa

A) (NaCl)3Na

B) C6H14N4O2Na

C) 5-Bromoindolin (M+.) C8H8BrN; 

D) sodný adukt 4-hydroxybenzensulfonové 

kyseliny C6H6O4SNa 



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

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

 27.9949
 18.0106

 43.9894

Pokračování 12.

[M-H]-

[M+H]+

H2O
CO

CO2

Liché hmoty → 0 nebo sudý počet N



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

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

-18

H2O

-74 (56 +18)

-56

 18

nebo

C4H8

C4H8

 43.9899

CO2

 18

179.1067

179.1067

 18

přesmyk −H

i-štěpení

#13/ Popište ionty  (neutrální ztráty). Které ionty slouží pro 

jednoznačné rozlišení studovaných sloučenin?

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

60.0808
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m/z 42.047

C3H6

+

m/z 57

m/z 74
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přesmyk −H

i-štěpení

přesmyk −H

+

+

m/z 59.0735

C3H9N

m/z 56.0626

C4H8

#14/ Navrhněte mechanismus tvorby iontů v MS/MS 

[M+H]+ butylisopropylaminu
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#15/ určete MW a další informace
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Kyselina p-toluensulfonová

MS/MS 171
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Intens.
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[M1+H]+599.1903krystalická sloučenina 

špatně rozpustná v ACN, 

hnědozelený roztok

špatný signál, lepší by 

bylo na APCI

#16/ Nepřečištěný produkt syntézy (ESI-QqTOF)
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Pokračování 16 - na základě informací popište ionty a 

vysvětlete, co se stalo po přečištění

• krystalická sloučenina 

špatně rozpustná ACN, 

hnědozelený roztok

• po přečištění v H2SO4 

dobře rozpustná v 

ACN/H2O,  červený roztok

-79.955-79.956

Číslo za desetinnou čárkou je 

u fragmentového iontu vyšší 

m/z 79,955 (hmotnostní 

defekt typický pro síru) –SO3

přesmyk −H

[M1]
-.

ztráta vinylbenzenu



#17/ HPLC/MS/MS identifikace nečistoty

8.00
12.72

Time [min]

Acid Red 118
Nečistota

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

Int.

100%

MR=512 MR=540MR=28

UV chromatogram

ESI spektrum

nečistoty

v záporném módu

ESI spektrum 

Acid Red 118

v záporném módu
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HPLC/MS/MS barviva a nečistoty



1425.51323.8

1235.8

975.6
1029.6

1090.3

1158.5

883.1

927.1

Příklad výpočtu MW:

A = 1029.6 = (MW + z) / z

B = 975.6 = (MW + z + 1) / (z + 1)

Interpretace spektra?

O jaký typ látky jde?

Jakou technikou změřeno?

[M+18H]18+

[M+16H]16+

[M+17H]17+

[M+21H]21+

[M+20H]20+

[M+19H]19+

[M+15H]15+

[M+14H]14+

Protein

MW=18521 Da

[M+13H]13+

- řešením vyjde z = 18.05 = 18

A: MW = 1029.6 * 18 – 18 = 18514.8

B: MW =  975.6 * 19 – 19 = 18517.4, atd.

Změřeno  pomocí ESI+

R=16 000

Zoom 1424.5 až 1426.5

#18/



Zadání: Určete o jaký typ sloučeniny se jedná a určete její molekulovou hmotnost.

Jakou instrumentací bylo změřeno níže uvedené MS spektrum?

MALDI/TOF

Protein - Hemoglobin A 

( řetězec)

R=16 000

Zoom 

15118.5 až 15137.5



[(AgCl)10Ag]+

1533.64

1535.64

1537.64

1539.64 1541.64

1543.63

1545.63

1547.63

1549.63

[(C6H10O5)40+H]+
6486.13

6483.12

6484.12

6485.13 6487.13

6488.14

6489.14

6490.14

[C769H1212N210O218S2+10H]10+

1695.61

1695.71

1695.81

1695.91

1696.011696.11

1696.21

1696.31

1696.41

1696.51

1696.61

1696.71

[C769H1212N210O218S2+H]+

16952
16953

16954

16955

16956

16957

16958

16951

16950

16949

16948

16947

Interpretace izotopické obálky

m/z je 0.1

(náboj je tedy 10)

m/z je 1

(náboj je tedy 1)

m/z je 1

(náboj je tedy 1) m/z je 1

(náboj je tedy 1)Chybí izotopy M+1 atd.

Protein v ESI+

polysacharidKlástr AgCl

Protein jednou nabitý

R=35000
R=35000

R=3000 R=13000



Určete o jaký typ sloučenin se jedná (všechny ionty jsou jednou nabité)

m/z je 44
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Schéma značení fragmentových iontů peptidů

Typické fragmenty pro CID MS/MS

Typické fragmenty pro ETD, UVPD

peptidová vazba (b, y); N-C (c, z)C-C (a, x);



Štěpení peptidové vazby

NH2
NH2

+ OH

O R
2
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+
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NH2
NH2
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R
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OH

NH2

O

R
1

NH3

+ OH

R
2

O

Zjednodušený mechanismus fragmentace [M + H]+ peptidu 

– štěpení po přesmyku ß-vodíku, vznik kratšího proton. peptidu (iont typu y)

– indukční štěpení, vznik acyliového iontu (iont typu b)

i

rH

+

+

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



Zjištění sekvence aminokyselin v peptidu - ETD



Zjištění sekvence aminokyselin v peptidu - ETD
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