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Skupina Hmotnostni spektrometrie

Moznost prace na diplomovych a doktorskych projektech

- Strukturni analyza prirodnich latek

- vyvoj metod zaloZenych na MS, LC/MS a GC/MS
- vyvof instrumentace

- metabolomika, lipidomika, proteomika ...




MC230P75 Hmotnostni detekce v separacnich metodach, 2016

Plan prednasek

1/ Zakladni pojmy. Principy spojeni GC, LC, CE a mikrofuidnich technik s hmotnostnim
spektrometrem. Vlastnosti MS detektord, jejich vyhody, nevyhody a pouziti. Historie MS.
[17.2. - JC]

2/ lonizaéni techniky |. lonizace elektrosprejem a nanoelektrosprejem. Chemicka ionizace
a fotoionizace za atmosférického tlaku. [24.2. — JC]

3/ lonizaéni techniky Il. Elektronova a chemicka ionizace. MALDI. Ambientni ionizaéni
techniky. [ 2.3. — JC]

4/ Exkurze na UOCHB. [9.3. — MH]

5/ Analyzatory lontt I. Kvadrupdl. lontova past. Prlletovy analyzator. Sektorové
analyzatory. Orbitrap. lontova cyklotronova resonance. [16.3. — JC]

6/ Analyzatory lontt Il. a detektory iontd. Vakuové technika. Separace na bazi iontové
mobility. Tandemové a hybridni pfistroje. Detektory. Vakuova technika. [23.3. — JC]
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Plan prednasek

7/ Volba podminek pro experimenty a praxe GC/MS, LC/MS a CE/MS. Prehled
instrumentace. Aplikace MS detekce v environmentalni, potravinarské a farmaceutickeé
analyze. Metabolomika. [30.3. - JC]

8/ Kvantitativni analyza. Kvantifikace malych molekul pomoci GC/MS, LC/MS a CE/MS.
[6.4. — MH]

9/ Zakladni principy interpretace spekter malych molekul. [20.4. - JC]

10/ Aplikace MS detekce v biologickych védach |. Proteomika kvalitativni. [27.4. — MH]

11/ Aplikace MS detekce v biologickych védach Il. Proteomika kvantitativni. [11.5. — MH]
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Hmotnostni detekce

MS je (témér) idealni detektor pro GC, HPLC, UHPLC, CE ...

* vysoka citlivost

* vysoka selektivita a zaroven univerzalnost

» umoznuje kvantitativni analyzu (odezva zavisla na koncentraci)
« umoznuje kvalitativni analyzu (informace o chemickém slozZeni)
* vyrazné nepfispiva k rozsifovani chromatografické zény

Nevyhody:

* cena, vySSi provozni naklady, vyssi naroky na Cisténi

» nékdy se uplatriuji matriéni efekty, odezvové faktory se mohou velmi
vyrazné lisit
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Hmotnostni detekce - citlivost
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Hmotnostni detekce — kvalitativni analyza

100 284

Na zakladé spekter Ize charakterizovat (identifikovat) analyt.
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Hmotnostni detekce — selektivita, univerzalnost
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MS & multidimensionalni separace
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Vysoce ucinnych separaci je dosazeno kombinaci MS a multidimenzionalni GC (LC)
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MS & multidimensionalni separace

Kombinace ucinnych separaci a vysokych citlivosti MS umoznuje detekovat
ultrastopova mnozstvi latek. Kalinova et al., Talanta 69, 2006, 542-547
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Hmotnostni detekce — kvantitativni analyza
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MS (resp. MS/MS) je velmi vhodny zplUsob detekce pro kvantifikaci.
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HPLC vs. GC vs. CE vs. SFC LM

* pro vétsinu polarnich i
nepolarnich latek
« vétSina aplikaci
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Historie MS a spojeni se separacnimi metodami
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JOSEPH JOHN THOMSON

- anglicky experimentalni fyzik
- pfi studiu katodového zareni objevil elektron (1897)

- prokazal existenci izotopu u stabilnich prvki (1913)

- vynalezce hmotnostniho spektrometru

1906: Nobelova cena za fyziku

JOSEPH J. THOMSON

fotographicka deska se
(1856 - 1940)

stopami izotopl Ne

—

Thomsonova ilustrace zarizeni, ve kterém studoval
ohyb katodového zareni elektrickym polem
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1917: POPIS ELEKTROSPREJE

- Cesko — americky fyzik

- studoval vliv elektrického pole na meniskus kapaliny

- podal experimentalni dikaz elektrospreje

John Zeleny, Instability of electrified liquid surfaces,

Physical Review 10 (1917) 1-6

Zarizeni pro studium vyboje a el.
pole na menisku kapaliny (1914)

JOHN ZELENY
(1872-1951)

Fie. 4. Fii. 5

Fotografie elektrospreje (1917)
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1947: IONTOVY zDROJ EI

prvni moderni hmotnostni

spektrometr obsahujici El zdroj -

Dempster

ALFRED O.C. NIER
(1911-1994)

ARTHUR J. DEMPSTER
(1886 - 1950)

- Nier: konstrukce EI zdroje, ktera je dodnes
pouzivana

A.O. Nier , A mass spectrometer for isotope and
gas analyses, Rev. Sci. Instr. 18 (1947) 398-411
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1957: PRVNIi GC/MS

Gohlke, R.S. The use of time-of-flight mass
spectrometry and vapor-phase chromatography
in the identification of unknown mixtures. in
Joint Symposium on Progress in Gas
Chromatography;1957.

Gohlke, R.S., Time-of-flight mass spectrometry
and gas-liquid partition chromatography. Anal.

Chem. 31 (1959 ) 535-541. LS
FRED MCLAFFERTY A ROLAND GOHLKE

Holmes, J.C. and F.A. Morrell, Oscillographic
mass-spectrometric monitoring of gas
chromatography, Appl. Spectroscopy 11 (1957)
86-87.

7 e,

Fotografie spektra acetonu z
obrazovky osciloskopu

GC z roku 1955
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1968: IONTOVY ZDROJ ELEKTROSPREJ

- prvni pouziti elektrospreje jako iontového zdroje pro MS

Spray chamber Pump Pump Faraday cage
4

l . P 4 3
U t

o Po | ry PZTI | | MALcoLM DOLE
Liquid in _ _ . o woif g 4 | 5 (1903-1990)

N, gas inlet ﬂ—J\\ l l il ,

N, gas outlet § Nozzle \ \Remrding-
Skimmer  potential grid

Figure 6. Schematic representation of Dole's original ESI apparatus. The electrospray forms
at the tip of the tube through which liquid enters the spray chamber concurrent with the
nitrogen bath gas. Most of that gas leaves the chamber near the end plate containing the
nozzle through which a small portion of the mixture of bath gas and ions enters the vacuum
system in the form of a supersonic free jet. A small fraction of the ion-bearing jet gas passes
though a skimmer into a second vacuum stage, thence through a retarding-potential grid
into a Faraday cage connected to a galvanometer.

M. Dole, L. L. Mack, R. L. Hines, R. C. Mobley, L. D. Ferguson and M. B. Alice, Molecular
Beams of Macroions, J. Chem. Phys. 49 (1968) 2240.
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1973: PRVNi LC/MS

- pfimé zavadéni kapaliny do El zdroje
(Direct Liquid Introduction, DLI)

PATRICK ARPINO
FRED MCLAFFERTY

s g M.A. Baldwin, F.W. McLafferty, Org Mass
S Spectrom 7 (1973) 1111-1112

P. Arpino, M.A. Baldwin, F.W. McLafferty,
Biol Mass Spectrom 1 (1974) 80-82

glass capillary tube
0.076 mm i.d.

)
ionizing
filament

Nékres sondy pro kontinualni zavadéni

kapaliny do iontového El zdroje AULLIEE ANl e

(1974)
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1974: MOWING WIRE; 1976: MOWING BELT

- transportni detektory

HEATER
coiL

sl T
G

INTERFACES

RAYMOND P. W. ScoTT

R.P.W. Scott, C.G. Scott, M. Munroe, J. Hess Jr. Interface for on-line liquid chromatography
- mass spectroscopy analysis, J. Chromatogr . 99 (1974) 395-405

LC EFFLUENT
SS R\BEBON

—/__utgnf—l P | AN r'l_J C%‘
@/ M =

W.H. McFadden, H.L. Schwartz, S. Evans, Direct analysis of liquid chromatographic effluents,
J. Chromatogr. 122 (1976) 389-396.

[
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1980: IONTOVY ZDROJ TERMOSPREJ

- atmosfericky tlak ve zdroji

B
at 2xI07* torr
¢ H H/(Zulo liter-torr/sec)

MARVIN L. VESTAL

Schéma zdroje:
(A) heater; (B) copper block;

e Sliter/sec
o = ot-3torr (C) stainless steel capillary;
7 : (D) thick-walled copper tube;
/ / g (E) ion lenses; (F) quadrupole
b \ . mass finer; (G) pump wt nm to
Lt B I VS mechanical pump: (H)ion exit
— P 3 M aperture: (J) source heater.

Blakley, C. R.; Carmody, J. J.; Vestal, M. L., Liquid chromatograph-mass spectrometer for
analysis of nonvolatile samples, Anal. Chem. 52 (1980), 1636-1641
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1982: IONTOVY zDROJ APCI

- atmosfericky tlak ve zdroji

JACK D. HENION

Schéma zdroje:

(1) LC inlet to probe; (2)
outlet; (4) zero air carrier gas;
(7) vaporization section; (9)
corona discharge needle; (10)
orifice into vacuum; (11)
atmospheric pressure

Vs [ —---—  chamber

Jack D. Henion , Bruce A. Thomson , Peter H. Dawson, Determination of sulfa drugs
in biological fluids by liquid chromatography/mass spectrometry/mass spectrometry,
Anal. Chem. 54 (1982), 451-456
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1982: PRVNi SFC/MS

COMPUTER

ANALOG AND
ION COUNTING
ELECTRONICS
¥ o RICHARD D. SMITH
ELECTRON “SIMULTANEOUS"
MULT]IPLIER * EI-CI SOURCE
i,
i 3] PFHNI]}""I PRES! MON
I — ¢ I B ’ —= PRESSURE MONITOR
{e= S | "ﬂ_ﬂ +— AUXILIARY GAS
COLLISION ] ), Sl
GAS INLET - DF!
PROBE
DOUBLE
QUADRUPOLE l J’ 1 ‘ ‘l'l SUPERCRITICAL
ANALYZER WITH CHROMATOGRAPH
COLLISION 1200 L/S 500 L/S
CHAMBER ’

Figure 1. Schematic Hlustration of the SFC/MS developed in this work.

Smith, R. D.; Fjeldsted, J. C.; Lee, M. T.; Felix, W.D., Capillary Column Supercritical
Fluid Chromatography-Mass Spectrometry, Anal. Chem. 54 (1982) 1883-1885.
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1984: IONTOVY ZzDROJ PARTICLE BEAM

- spojeni LC/EI-MS

MONODISPERSE AEROSOL  AEROSOL BEAM
GENERATOR SEPARATOR Ross C. WILLOUGHBY

DISPERSION / Ni 81 N2 &2

SEPARATOR#1 SEPARATOR#2

DESOLVATION \ / MASS
.

l l CHAMBER i ’ ; ‘ECTROMETER
LC EFFLUENT "& .
PUMPS )

DESOLVATION PUMPS
CHAMBER

MS IONIZATION Momentovy separator
SOURCE

Ross C. Willoughby, Richard F. Browner, Monodisperse aerosol generation interface for
combining liquid chromatography with mass spectroscopy, Anal. Chem. 56 (1984), 2626-
2631
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1987: PRVNi CZE/MS

RICHARD D. SMITH

EGH | J K
[/ / |/ _/
o -
Supply I [ —
Lt?ﬂ e ey
L

Schéma CZE/MS:

(A) electrically insulated box;
(B) anode and reservoir; (C)
fused silica capillary: (D)
cathode and electrospray
needle; (E) electrospray; (F)
focusing ring; (G) nozzle: (H)
skimmer; (1) rf only quadrupole:
(J) aperture: (K) quadrupole
mass spectrometer; (L)
channeltron.

J. A. Olivares, N. T. Nguyen, C. R. Yonker, R. D. Smith, On-Line Mass Spectrometric

Detection for CZE, Anal. Chem. 59 (1987) 1230-1232.
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1989: ELEKTROSPREJ BIOMAKROMOLEKUL

- spojeni LC/ESI-MS pro biomolekuly

+ Nitrogen

Oﬂ indrical Electrode;
Flo Nozzle
Hypodermic Needls
l.uqmu Smnpla

Sk mmer

2002: Nobelova cena

1
J

B [—

JOHN B. FENN
(1917-2010)

Fenn JB, Mann M, Meng CK, Wong SF, Whitehouse CM., Electrospray ionization for mass
spectrometry of large biomolecules. Science 246 (1989) 64-71.
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2000: IONTOVY zDROJ APPI

/ Current limiting resistor

SN
EE-:-M"":§

Lamp current
power supply —— -

ANDRIES P. BRUINS JACK A. SYAGE

e

HV power supply

Nebulizer gas E -““E\
LG oart l= T

Auxiliary gas ," f '.'_".\, ''''''''''''''''
(with dopant) fl | ’
f [}

~~~~~~

i L}
Quanz tube  Heater Curtain plate

/' Qrifice plate
vespel NN lonization Region N
- Curtain gas

Damon B. Robb, Thomas R. Covey, Andries P. Bruins, Atmospheric Pressure
Photoionization: An lonization Method for Liquid Chromatography-Mass Spectrometry,
Anal. Chem. 72 (2000), 3653-3659

J.A. Syage, M.D. Evans, K.A. Hanold, Photoionization Mass Spectrometry, Am. Lab., 32
(2000), 24-29.
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE V CR (CSSR)

VLADIMIR HANUS ;
(1923-2009)

1953: prvni hmotnostni
spektrometr

V. Cermak, V. Hanus,
C. Jech, J. Cabicar

V. Cermak, V. Hanu$, M. Pacak, Hmotovy spektrometr Ustavu fysikalni chemie
CSAV, Slaboproudy Obzor 20 (1959) 603-608

pocatek 60-let

prvni 2 komeréni MS instrumenty MCH-1303
Ustav fyzikalni chemie CSAV _
Ustav organické chemie a biochemie AVCR -

1969 — MS902 (AEl) - UOCHB
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Rozvoj separacnich technik ve spojeni s MS
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Hmotnostni detekce

Hmotnostni detektor

Zaznamenava intenzitu vybranych iontd, které vznikaji v iontovém zdroji.
Univerzalni a vysoce selektivni, citlivy detektor. UmozZriuje identifikaci analytd na
zakladé jejich hmotnostnich spekter.

'SFC
|

Hmotnostni 3 Detektor

lontovy zdroj analyzator

Zdroj vakua
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Spojeni GC, HPLC a CE s hmotnostnim detektorem

MS - pracovni podminky

V prostoru analyzatoru a detektoru je vakuum (az 10-1° torr, tj. 10-8 Pa).

MS analyzatory (detektory) mohou pracovat jen s nabitymi ¢asticemi (ionty).

Interface (mezic¢len) & iontovy zdroj

lonizuje analyty v plynné fazi (GC/MS, elektronova ionizace)

Pfevede analyty do plynné faze a zaroven je ionizuje (LC/MS a CE/MS,
ionizace elektrosprejem, chemicka ionizace a fotoionizace za

atmosferického tlaku)
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Spojeni GC s hmotnostnim detektorem

1957 prvni spojeni GC/MS (Holmes, Morrell) [prvni komeréni GC/MS 1967]

data
|' I EI/CI D
analyzator
GC

Technicky nejjednodussi interface, plynna mobilni faze se zavadi pfimo do
iontového zdroje ve vakuu (EI/CI zdroj). Vakuovy systém snadno odstrani
pFebyte€nou mobilni fazi. Mezistupen mezi GC a MS je tzv. “transferlajna”
(vyhfivana trubice, kudy vede konec GC kolony). VysSi teplota zabranuje

kondenzaci vySevroucich analytu.
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Spojeni HPLC s hmotnostnim detektorem

1973 prvni spojeni HPLC/MS (Baldwin, McLafferty) [prvni komeréni LC/MS 1977]

-

MS

APl |
analyzator

HPLC

Technicky slozitéjsi interface, kapalna mobilni faze se sprejuje do ¢asti
iontového zdroje, ktera je pfi atmosférickém tlaku (tzv. API zdroje,
elektrosprej, APCI, APPI). Vakuovy systém v dalSi ¢asti zdroje odstrani
pFebytecny plyn vytvofeny sprejovanim kapalné mobilni faze.
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Spojeni SFC s hmotnostnim detektorem

1982 prvni spojeni SFC/MS (Smith) ' =

?\ data
t MS
D
API —

SFC analyzator

[]

regulator tlaku

Kapalna mobilni faze se po splitovani sprejuje do ¢asti iontového zdroje,
ktera je pfi atmosférickém tlaku (APCI, elektrosprej). Tlak v systému je
regulovan pro udrzeni superkritického stavu faze. Snizenim tlaku v API
zdroji dojde k tvorbé aerosolu a tim zmlZeni mobilni faze. Zdroj je vétSinou
nutno vyhrivat na vyssi teploty nez pfi spojeni s LC.
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Spojeni CZE s hmotnostnim detektorem

1987 prvni spojeni CZE/MS (Smith)

i — i

4

kv

API

= 4 kv

data
MS
D
1
analyzator

Technicky slozitéjsi interface, kapalna mobilni faze (velmi nizky pritok) se
sprejuje do Casti iontového zdroje, ktera je pfi atmosférickém tlaku (pouze
elektrosprej nebo nanoelektrosprej). Problematické je feSeni vkladani
sprejovaciho napéti pro MS tak, aby nedochazelo k vzajemnému

ovlivhovani se separa¢nim napétim pro CZE.
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Spojeni planarnich separacnich technik s MS

proud fotonu,
neutralnich ¢astic,
iontl, kapaliny ...

1995 prvni spojeni TLC/MALDI-MS (Gusev)

atmosféricky tlak nebo vakuum :
|

data
|
MS
D
1
analyzator

TLC deska je po separaci analytd a vysuSeni rozpoustédla umisténa do
iontového zdroje, ktery muze pracovat ve vakuu nebo pfi ambientnim
tlaku. Pomoci riznych technik jsou analyty desorbovany z povrchu,
ionizovany a analyzovany v MS. Jiné techniky jsou zaloZzené na extrakci
vzorku do kapky rozpoustédla a nasledné MS analyze, napf. pomoci ESI.
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Hmotnostni spektrum

Hmotnostni spektrum:
grafické znazornéni zavislosti intenzinty iontl na jejich poméru hmotnosti ku
naboji (m/z).

557,50 587 50

A 58550 B

kontinudlni
spektrum

55650 558.50
histogram

589.50

585 66 597 5608 569 590 585 506 507 608 589 500

Kontinualni spektrum (profilové):
spektrum, jak je zaznamenano detektorem (umoznuje odecist Sifku piku); A

Centroidové spektrum (histogram):
spektrum je pfevedeno na sloupcovy graf, poloha (m/z) signalu je odectena v
tézisti piku, intenzita odpovida ploSe nebo vySce piku (pfehlednéjsi); B

Spektra jsou vétSinou normalizovana, intenzity (osa y) jsou 0-100%.
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Izotopy

Izotopy: atomy chemického prvku, které maiji stejny pocet protond, ale rozdilny
pocet neutrond, tedy stejné atomové Cislo a rozdilnou atomovou hmotnost.

Prirodni smési izotopu - zastoupeni izotopl jednotlivych prvku je konstantni.

%
98.93 % 100.00 % 75.78 % 50.69 % 49.31 % 32.97 9 33.83 %
25.24 %
24.22 %
7.16 %
12.0 13.0 120 35:0 I 37IEI 7EIEB ‘ Eil‘llg 1940 195.0 196.0 195.0
C F Cl Br Pt

X (monoizotopické): 9F, 22Na, 31P, 127
prvky . X+1: vodik ("H, 2H), uhlik (12C, 13C), dusik (N, 15N)
X+2: chlor (35Cl, 37Cl), brom (7°Br, 8'Br) kyslik ('O, 180)
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Izotopy

Izotopology: - izotopické homology — ionty, které se liSi v
izotopu jednoho nebo vice atomu tvoficich dany iont; ionty v
izotopovém klastru (izotopology maji jinou hmotnost)

Priklad:
lonty CH,** (m/z 16) a CH;D* (m/z 17) v El spektru methanu

Izotopomery: - izotopické izomery — ionty se stejnymi
celkovymi podty vSech izotopu vSech atom(, avsak liSici se
jejich polohou (izotopomery maji stejnou hmotnost)
Priklad:

lonty CH;CH,CH,D** (m/z 45) a CH,CHDCH,* (m/z 45)

16.0

Isotopology

e

17.0
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Izotopové slozeni iontu

|zotopové slozeni viceatomového iontu je dano kombinaci izotopového slozeni

atomd, které jej tvori.

39715

cl 072451
072352
120 35C| b 3072653
3 W52
6 12C 35c| 37C| 2072153
6 2 W15
3072854
3072051
Cl Cl 8 3972054
Gm 7 Hnas AT
12_ 35
) cg €17 Cl,
(3 71351 073154
()
w0 3073266
Q 071150
E 12C 3TC| 3973355
6 3 ikt 973455
I I 1 I 971550 3073855
| | | | ! | R | W oo
071340 :
: 073087
186 188 190 192 194 a0 | | st
el byl plrlrly bbb bpbp bl Ry
miz 29705 0710 W70

A
30725
miz

trichlorcyklohexan

T
38730

30735 38740 30745 30750

alkoholdehydrogenaza
C1764H2850N4600516526




MC230P75 Hmotnostni detekce v separacnich metodach, 2016

Jednotky hmotnosti v MS

hlavni jednotka Sl: kilogram kg

Kilogram je hmotnost mezinarodniho prototypu kilogramu, ktery je uloZen u
Mezinarodniho ufadu pro vahy a miry v Sévres.

vedlejSi jednotka Sl: atomova hmotnostni jednotka u

Atomova hmotnostni jednotka (unitarni jednotka) je 1/12 hmotnosti izotopu uhliku
o protonovém cisle Z=6 a nukleonovém ¢isle A=12. u = 1,660 57.10-?" kg

jednotka: dalton Da

Obdoba atomové hmotnostni jednotky. Neni jednotkou SI.
veli€ina: m/z
m/z je bezrozmérna veli€ina pouzivana pro popis iontd ve spektru.

jednotka: thomson Th

Jednotka pro veli¢inu m/z navrzena v roce 1991. 1Th=1u/e=1Dale.
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Hmotnost iontu v MS

nominalni hmotnost: hmotnost vypocitana z celo€iselnych hmotnosti prvki
(pf. CO,: 12u + 2 x 16u = 44u)

monoizotopicka hmotnost: hmotnost vypocitana z pfesnych hmotnostni prvku
(nejvice zastoupené izotopy). (pf. CO,: 12.0000u + 2 x 15.9949u = 43.9898u)

priamérna hmotnost: vazeny pramér hmotnosti jednotlivych izotopu podle
jejich zastoupeni (pf. CO,: 12.01u + 2 x 16.00u = 44.01u)

prumeérna: 5807.62

Piklad: inzulin
C257H383N6507786

<+— monoizotopicka: 5803.6377

H

<+—— nominalni: 5801
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Hmotnost iontu v MS W o
‘7 average : 143.21 .
i 1432
9 10 11 12

—— nominal : 145
Priklad: karboran

CzB10H12, [M'H]- 1412

Relative Abundance

,I monoisotopic : 145.1791

1452
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Odchylky od nominalni hmotnosti

Pfesné hmotnosti se liSi od nominalnich hmotnosti. V zavislosti na pfitomnych
prvcich jsou bud vysSi nebo niZsi (hmotnostni nadbytek nebo ubytek)

Priklad: fulleren C20

E ' —e—pE

g J Ig’“
[5lfullerene-C20  C,, § : e
M=240.00000u (0 mmu)

dodekahedran  C,yH,,
M= 260.15650u (+156.90 mmu)

nominal mass [u]

Nominalni hmotnost Ize pouzivat jen v
perfluorododekahedran  CaoF 2 nizkém hmotnostnim rozsahu
M=619.96807u (-31.93 mmu) (hmotnostni nadbytek/tbytek je pfi
hmotnostech nad cca 500 u vySSi nez
0,5 u).
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RozliSeni v MS

10% udoli FWHM

Am

RozliSovaci schopnost:

schopnost pristroje
oddélit sousedni piky

Am 5%
m
R=—
Am
T T
Dvé definice rozliSeni: m m+Am m

RozliSeni — 10% udoli:

nejmensi rozdil hmotnosti mezi stejné vysokymi piky u nichZ je vySka udoli rovna
definovanému zlomku vysky pikd (napf. 10% udoli). Pouziva se pro sektorové
pristroje (konstantni rozliSeni pro cely hmotnostni rozsah).

RozliSeni — FWHM:
pomér hmotnosti iontu a Sifky jeho piku v poloviné vysky — FWHM. Pouziva se
pro kvadrupdly, iontové pasti, pruletové analyzatory (konstantni Sifka piku).

Ciselné jsou hodnoty rozliseni FWHM zhruba 2x vy$§i nez u 10% udoli.
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RozliSeni v MS 9 .
%ﬁll ‘;%ﬁi o P on

o

= | : y
Pf.: paclitaxel C,;H5;NO,, (Mw 853.3) Q/\;\

s .

1250 5 000 100 000

nizké rozliSeni “—> vysoké rozlisSeni
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RozliSovaci schopnost analyzatoru

Maximalni rozliSovaci schopnost rliznych typ analyzatoru

Priletovy analyzator (oa TOF):

R =60 000 FWHM (Maxis 4G, Bruker)

Sektorovy analyzator s dvoji fokusaci:

R =80 000 10% udoli (AutoSpec Premier, Waters)

High-Field Orbitrap

R =500 000 FWHM (m/z 200, Orbitrap Elite, Thermo)

lontova cyklotronova rezonance (FT-ICR)

R =20 mil. (spec. podminky); 800 000 FWHM (m/z 400, Solarix XR 7T, full broad

band Bruker)]
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Spektra s velmi vysokym rozliSenim

R =60 000

855.3378

Felalive Abundznce
YWAADDESD

------

855,3319
855,3357
855,3382
855,3412

853 = o ” - - - Ve -
: ‘;ﬁm Separace izotoptl v ramci nominalni hmotnosti

Cae "°C Hsq O44 "N
Cy7 Hs1 O43"*ON
Css °C, Hs Oy N

Relatve Abundance

R =600 000

B855.3382

855.3357

855'3313ﬂ L855.3412
ass 3z Tass a4 855,36
miE
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Spektra s velmi vysokym rozliSenim

? Jsou ve vzorku enkefalinu volné thiolové skupiny (neoxidované cysteiny?)

G 2N

R=60 000 o 5 o 5
w
?:_J > Tyr-NH-CH-C-Gly-Phe-NH-CH-C-OH
> Iy HaC——S S—{~CH,
pd % HaC CH;
=] T
AT . 2393 k. ~
T I
3 -
8. 236 o z
A $)
a9 2AT7TE
J Lelale =2 g
648'?? 64;?2 648 24 641;?5 648'?6
miz
%)
R=600 000 S g i
= 2 Tyr-NH-CH-C-Gly-Phe-NH-CH-C-OH
=
< HaC H  HS—~CH,
T H4C CHj
g
Q
f‘AS"?‘_’Z - MI{ 23 !54;‘?4 54;.2‘5 - 64; 26 : 545' 22 6—15‘ 23 6—18‘ 24 648' 25 6‘3‘ %
miz m/,
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Presnost urceni hmotnosti

Presnost urceni hmotnosti — udava se jako chyba, tj. rozdil mezi méfenou
hmotnosti a vypocitanou spravnou hodnotou, v hmotnostnich (mmu) nebo
relativnich (ppm) jednotkach

) E =1 Oﬁ zmérend vipocitand
zmérend vypocitand ppm

E,.=10° (M

T

vipoditand
Vypocet spravné hmotnosti iontu:

Spravné hodnoty hmotnosti jednotlivych izotopU
G. Audi, A.H. Wapstra, C. Thibault, Nucl. Phys. A 729, 337—676, 2003

Spravny naboj
Hmotnost elektronu (0.5486 mmu) hraje roli !

Priklad: naftalen

M ([CoHgl®) = 128.063149 (+4.3 ppm)
M (C,oHg) = 128.0626

M ([C,oHg]**) = 128.062052 (-4.3 ppm)
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Vypocet elementarniho slozeni

Kazdému elementarnimu slozeni odpovida jedna unikatni hmotnost. P¥Fi
nekonecné vysoké presnosti méfeni bychom vypocétem ziskali jediné spravné

slozeni.

Niz3i pfesnost uréeni hmotnosti = vice mozZznych sumarnich vzorca

v v s

Vy§Si hmotnost pfi stejné pfesnosti = vice moznych sumarnich vzorcu

Porovnavani izotopickych klastru -

TO7.5176

150
zvySeni spolehlivosti uréeni slozeni
120 | —a— M=300u
a —e— M=600u < f MS, 23.2-23 2min #{T70 .;'.-‘l',
z — WM=1000u 154 ":1 § Measured isotopic pattern
= 1.0 f g ) F
e 0.5 I M s #
= 00 ' - =
E =} | I = I I | r (S‘ﬂ-ﬂu;ll" nuwl
N '; 30004 :J:,f?;.ﬁt,:f;a-'l—_ﬁcwm< 3§ g Correct molecular formula: C.F
E E 20004 i é ; 5 Sigma™
0_ : F FALS F FAAS F LS . . : - T :
thmertiead i CE2HEY030, 115359
3000+ I“Ir,P‘L”:If‘II;: B Incorrect molecular formula; CgyHgy0yq
2000+ z Sigma™ = 0.0540
1000 ||' r: 8 g
C:0-100 H:0-100 N:0-100 O:0-100 o W W U S
1152 1153 1154 1155 1156 1157 1158
mfz
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r 4 r r 4 r ==
e e
Vypocet elementarniho slozeni -

Nitrogen-Rule: | Do not use =
Mass tolerance |20.00 ppm ¥
RDB equiv: |-1.0-100.0

e Elements in use
= Isotope | Min | Max| DB eq.] Mass -
Bo 160 0 | 100 0.0 15.995
>0 12C 0 100 1.0 12.000
& 1H 0 100 | -0.5 1.008 |[E
ao
o os. 5208 23Na | 0 | 1 | 05 | 22990
& so 1 =
b 3
i ao
a8
3o
mind TO9. 5236 813 4905
10 7921,5636 13?0_5253 i‘4 4938 o L ogq
o Aer L T T
7o0 7o a00 aos a10 a1s azo
s

tolerance 5 ppm (3 moznosti)

tolerance 20 ppm (13 moznosti)

s1ltlon s¢

arch on mas:
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Kalibrace hmotnostni Skaly

Hmotnostni Skala kazdého hmotnostniho spektrometru musi byt kalibrovana,
abychom ziskaly spravné vysledky.

Kalibrace se provadi zméfenim spektra kalibracni latky (smési) a naslednou
korelaci zméfenych a vypocitanych (tj. spravnych) hodnot m/z.
Typy kalibraci:

Externi (vnéjsi) kalibrace

Kalibrace se provadi pfed méfenim analyzované latky. Méfeni kalibraéniho
spektra a spektra analyzované latky probiha oddélené.

Interni (vnitini) kalibrace

Kalibrace se provadi ze spektra obsahujiciho jak piky analyzované latky, tak
piky kalibracni latky. Méfeni kalibraCniho spektra a spektra analyzované latky
probiha sou€asné. Interni kalibrace poskytuje pfesnéjsi vysledky.
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Kalibrace hmotnostni Skaly

Kotvici hmotnost (Lock mass)

Zpusob vnitini kalibrace, kdy se cela hmotnostni Skala posunuje podle jednoho
kalibraéniho bodu. Slouzi k malym upravam hmotnostni sSkaly pfedem
nakalibrovaného pfistroje. Kalibrant s kotvici hmotnosti mize byt davkovan do
iontového zdroje, nebo se vyuzZiva nékterého iontu z pozadi.

Kalibraéni krivky se ziskaji proloZzenim (interpolaci) zméfenych kalibracnich
bodu vhodnou funkci (linearni, polynomické riznych stupnu)

Kvalitu kalibrace popisujeme statistickym parametrem RMS (Root Mean
Square), tj. smérodatnou odchylkou chyby (v ppm):

. / ()
RMS = Z% Eppm - chyba v ppm
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Kalibrace

Frished Prt Edit Deplay

Data file: 3358KK

Zmeérené spektrum

u” IR

Calibration Parameters.
= Calibration - [DEFAULT.CAL]

Pesk Maich
W Peiform guto peak matching
Peak window (D2l +/-

13 matches of * s suoripa)

Intensity threshold

Curve Fit
-

Bolynarmial arder

I Intensity weighting

Reference file: Pegsulf 300-900

Kalibracni spektrum
(vypocitané spravné m/z)

Wy

Residuals Polynomial Order = 4

X

Mean residual =1.022493e-3 amu

1.00
400
001

RMS residual = 2.146419e0 ppm

b X

Chyby pro jednotlivé piky " <
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Kalibracni latky

Pozadavky na kalibra€ni slou€eniny:

- poskytuji spektra s dostate¢nym poctem pikl v celém kalibrovaném rozsahu
- piky dostatecné intenzivni, s jednoduchymi izotopovymi klastry
- bez pamétového efektu (nesetrvavaji v iontovém zdroji po kalibraci)

- dostate€na Cistota, dostupnost, nizka toxicita

Perfluorované latky — jednoduché
izotopické klastry, negativni mass
defect (vyhodné pro vnitini kalibraci)

hmotnostni Ubytek
—

kalibrant

D0DDRE
CaFa*

C,H,N,O organické latky
hmotnostni nadbytek
—

=)
&

100.0524 Da
CaHaO;”

Typy kalibrantu:

* chemicka individua — fragmentacni (EI-MS) nebo MS/MS spektra

» chemicka individua — tvorba klastrovych iont(
» smési homologl nebo oligomerd
* smési latek, komeréni smési
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Spektra MS a MS»

intenzita

MS 301 MS/MS 257
s
N
8
£
283 301
[, | |
m/z m/z
Spektrum MS Spektrum MS/MS (MS?)
lonty vzniklé ionizaci analytu (neutralni lonty vzniklé fragmentaci iontu
molekula) a pfipadnou fragmentaci prekurzoru.

molekularniho iontu (aduktu)

Pf. MS/MS spektrum (ESI) slou€eniny

Pf. MS spektrum (ESI) slouc€eniny s s molekularni hmotnosti 300 g/mol,
molekularni hmotnosti 300 g/mol fragmentace iontu m/z 301
->molekularni adukt - ion m/z 301 -> fragmenty, ionty m/z 283 a m/z 257
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Tandemova hmotnostni spektrometrie — MS/MS, MSn

Souhrnny nazev pro techniky, které umozniuji dvou nebo vicestuprovou
analyzu iontd. lon (prekurzor) je nejprve vybran, podroben fragmentaci a je
zaznamenano produktové spektrum (MS2). Z néj maze byt vybran dalsi ion,
ktery je fragmentovan a spektrum produktd je opét za znamenano (MS3), atd.
Vyuziti — ur€ovani struktury, specifika detekce.

v prostoru (dva analyzdatory)
tandemovd MS

v ¢ase (jeden analyzdtor)

kolizni
cela

%%E
T e L e

iontovy

2droj analyzator 2

analyzator 1

Tandemova MS v prostoru ve trojitém kvadrupdlu (analyzator — kolizni cela — analyzator)
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Doporucena literatura

Ucéebnice v ¢estiné:

J.Viestal: Hmotnostni spektrometrie (Masarykova univerzita, Pfirodovédecka
fakulta, 2000)

K.Ubik: Fyzikalné-chemické metody. Hmotnostni spektrometrie (AVCR, 2000)

V.Stuzka: Instrumentalni metody chemické analyzy Il : hmotnostni spektrometrie
organickych molekul (Palackého univerzita, 1996)

M. HolCapek (editor), skripta ,Spojeni vysokouéinné kapalinové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie (HPLC/MS)“, Univerzita Pardubice, 2005

Sborniky skol MS a HPLC/MS (Spektroskopicka spole¢nost JMM)

J. Péla M. Volny: Pocatky a historie ceskoslovenské hmotnostni spektrometrie
(Ceska spolecnost pro hmotnostni spektrometrii, 2012)

MC230P75 Hmotnostni detekce v separacnich metodach, 2016

Doporucena literatura — ucebnice v anglictiné

W. M.A. Niessen: Liquid

Chromatography-Mass

I R.E. Ardrey: Liquid Chromatography
‘ I Mass Spectrometry: An Introduction

(Wiley, 2003) Spectrometry (2006)
R.Willoughby: A Global View of LC/MS: ~ Lc/Ms M. McMaster: LC/MS: A
How to Solve Your Most Challenging Practical User's Guide
Analytical Problems (2002) .\ (2005)

0.D.Sparkman: Gas Chromatography : M. McMaster: GC/MS: A
and Mass Spectrometry: A Practical e Practical User's Guide

_ Guide (2011) ot (2008)
Pt . "

a mnoho dalSich ...
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Doporucena literatura — internet, kurzy

spectroscopyNOW .com
L Base Peak spectroscopyNOW  http://www.spectroscopynow.com
M . MSLINKS http://www.sisweb.com/mslinks.htm
MS Links
IonSource™ > s lonSource  http://www.ionsource.com/
F CHROMEDIA & CHROMEDIA  http://www.chromedia.org/ (placeny pfistup)
CHROMATOGRAPHY KNOWLEDGE BASE ’

Kurzy a Skoleni:
Skola MS poradana SSJMM
17. roénik Skoly MS: 4. - 9. z&fi 2016 v Luhacovicich ; http://www.spektroskopie.cz/




