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Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie

- fyzikalné-chemicka metoda, ktera vyuziva elektricka a magneticka pole k
separaci nabitych ¢astic s cilem urcit jejich hmotnost (pomér m/z).

Organicka hmotnostni spektrometrie

- slouzi k charakterizaci (identifikaci) organickych slouc¢enin na zakladé
hmotnosti molekularnich ionti, adukta a fragmentu, a ke studiu reakci ionta v
plynné fazi

Ptistroj: hmotnostni spektrometr Data: hmotnostni spektrum
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Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni BN otokior

Zdroj vakua

lontovy zdroj — prevod neutralnich (i nabitych) latek na ionty v plynné fazi

lontovy zdroj analyzator

Hmotnostni analyzator — separace iont podle pomeéru m/z

Detektor — detekce ionta
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lontoveé zdroje

lonizace - prevedeni neutralnich molekul na ionty v plynné fazi

Neexistuje univerzalni
ionizacni technika pro vsechny
molekuly, pro rizné
typy sloucenin jsou vhodné
riizné ionizace.
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M+e > M +2e

nepolarni polarita velmi polarni M + HA = [M+H]* + A

M+ B- > [M-H] + HB

Rozdéleni ionizacnich technik podle energie:
tvrde — vysoce energeticka ionizace, molekuly se rozpadaji na fragmenty (EI)
mekkéeé — malo energetické, vznikaji hlavné molekularni adukty, minimalni fragmentace
(ESI, MALDI, APCI, FAB)
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Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzator je zatizeni, které vyuziva elektromagnetickych poli k
separaci iontu v plynné fazi podle jejich poméru hmotnost/naboj (m/z).
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hmotnostni rozsah

skenujici - postupné propousti ionty raznych hmotnosti (sektor, kvadrupol)
zadrzujici ionty - zachyti ionty, pak je analyzuje (iontova past, orbitrap, ICR)
praletovy - zaznamenava ¢as, ktery potiebuji ionty k piekonani dané vzdalenosti (TOF)
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Detektory, vakuova c¢erpadla

Detektor je zafizeni, které pievadi proud nabitych ¢astic (iontt) na
mgfitelnou velicinu (el. proud). Pristroje s ICR celou a orbitrap neobsahuji
zvlastni detektor - signalem je proud indukovany na sténach analyzatoru.

Hmotnostni spektrometry pracuji za vakua, aby nedochazelo ke srazkam iontu s
neutralnimi ¢cisticemi.

jemné vakuum (predvakuum) vysoké vakuum / ultravakuum
100- 0,1 Pa (I=d) 0,1-10%Pa (I>d)
rotacni olejova pumpa difuzni pumpa nebo turbopumpa

| = sttedni volna drdha iontu, d = rozmér vakuové komory
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Hmotnostni spektrum

Hmotnostni spektrum - grafické znazornéni zavislosti intenzinty ionti na
jejich poméru hmotnosti ku naboji (m/z).
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Kontinuélni spektrum (profilové):
spektrum, jak je zaznamenano detektorem (umoziuje odecist Sitku piku); A

Centroidové spektrum (histogram):
spektrum je prevedeno na sloupcovy graf, poloha (m/z) signalu je odecétena v

Spektra jsou vétsSinou normalizovana, intenzity (osa y) jsou 0-100%.
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|zotopy

|zotopy - atomy chemického prvku, které maji stejny pocet protond, ale rozdilny

pocet neutroni, tedy stejné atomoveé ¢islo a rozdilnou atomovou hmotnost

Prirodni smési izotopu - zastoupeni izotopu jednotlivych prvku je konstantni
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|zotopové slozeni ionta

|zotopové slozeni viceatomoveého iontu je dano kombinaci izotopového slozeni
atomu, které jej tvori.
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Hmotnost iontu v MS

nominalni hmotnost: hmotnost vypocitana z celoc¢iselnych hmotnosti prvkia
(pt. CO,: 12u + 2 x 16U = 44 u)

monoizotopicka hmotnost: hmotnost vypocitana z presnych hmotnostni prvku
(nejvice zastoupeneé izotopy). (pi. CO,: 12.0000 + 2 x 15.9949 = 43.9898)

prumérna hmotnost: vazeny pramér hmotnosti jednotlivych izotopa podle jejich
zastoupeni (pt. CO,: 12.01 + 2 x 16.00 = 44.01)

Pt.: inzulin
Co57H383Ng50775¢

<+— monoizotopicka: 5803.6377

4

§ <«— nominalni: 5801
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Rozliseni v MS

Rozlidovaci schopnost - schopnost pristroje oddélit sousedni piky. Ciselna
hodnota — rozliseni.
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RozliSeni — 10% udoli: nejmensi rozdil hmotnosti mezi stejné vysokymi piky u nichz je vyska
udoli rovna definovanému zlomku vysky pika (napt. 10% udoli). Pouziva se pro sektorové
pristroje (konstantni rozliSeni pro cely hmotnostni rozsah).

Rozliseni — FWHM: pomér hmotnosti iontu a Sitky jeho piku v poloviné vy8ky. Pouziva se pro
kvadrupoly, iontové pasti, pruletové analyzatory (konstantni Sitka piku).




MINISKOLA HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE, UOCHB AV CR, 19. - 21. 11. 2007

Rozliseni v MS

Pt.: paclitaxel
C,Hs{NO;, (Mw 853.3)

“ JH\K-;\-.,... “-;--.....

1250 S5 000 100 000

nizké rozlieni <> vysoké rozliseni
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Presnost uréeni hmotnosti

Nominalni hmotnost — zmétena na pristroji s jednotkovym (nizkym) rozliSenim

Pt. odliSime od sebe ionty m/z 500 od 501

Presna hmotnost — zmérena na pristroji s vysokym rozliSenim, presnost se
vyjadiuje v ppm (“pfesna hmotnost” < 5 ppm)

Pt. rozliSime m/z 500 od 500.001)

Vyuziti presné hmotnosti — vypocet elementarniho slozeni iontu

Pi: neznama latka, molekularni adukt 854.3388 Elemental Composition Report
Single Mass Analysis

Tolerance = 15.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Isotope matching not enabled

Monoisotopic Mass, Even Electron lons
390 formula(e) evaluated with 5 results within limits (all resuits (up to 1000) for each mass)

Minimum: -1.5
Maximum: 200.0 15.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PEM DBE Formula
954.3375  854.3360 G315 #s o7 w2 w o]
X = V 1o + 854.3447 Bz G 13,5 cio ES5 ¥ 019
pravdépodobneé slozeni: C,gHsNO,, (M+H) PIGR O M B T B RN

854.3500 -12.5 -14.6 22.5 C46 HS52 N3 013



MINISKOLA HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE, UOCHB AV CR, 19. - 21. 11. 2007

Tandemova hmotnostni spektrometrie — MS/MS, MS"

Techniky, kdy pomoci prvniho hmotnostniho analyzatoru jsou vybrany ionty,
které jsou podrobeny fragmentaci; vzniklé produkty jsou sledovany pomoci
druhého analyzatoru.

lontovy analyzator 1 sl analyzator 2
zdroj cela
Y )
— ) . 4 }
R - 4 oy
— : ' :* )
) J

Fragmentace v kolizni cele:
lonty jsou urychleny elekirickym polem a srazeji se s neutralnimi molekulami

(N,, Ar, He) v kolizni cele. Vznikaji fragmenty (disociace indukovana
kolizemi - CID). Vyuziti — ur¢ovani struktury, specifika detekce.

MSn Ize provadét i v jednom analyzatoru (napi. v iontove pasti).
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Ladéni a kalibrace hmotnostniho spektrometru

LADENI: Nastaveni iontové optiky a daldich parametra piistroje tak, aby se
ziskal maximalni signal (pomér S/N) pro dany analyt. Sleduje se i tvar signalu
(symetrie piku, rozliseni apod.) Ladit je mozno ru¢né po jednotlivych
parametrech nebo automaticky (dle moznosti ovladaciho softwaru).

KALIBRACE: Hmotnostni Skalu spektrometru je nutné kalibrovat. Kalibrace se
provadi ze zméreného spekira smési latek se znamymi pomeéry m/z.

] Kalibra¢ni smési:
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Spektrum kalibra¢ni smési obsahujici kofein, peptid
MRFA a Ultramark 1621 (Thermo Finnigan).
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Spojeni MS s plynovou chromatografii

GC byla prvni chromatograficka technika spojena s MS (mobilni faze
kompatibilni s hmotnostnim spekirometrem)

lontovy zdroj — El (Cl), moznost oo .
prohledavat databaze MS spekter — o

rychla identifikace latek N

Vhodna pro méng¢ polarni, termalné e b
stabilni molekuly s nizkou = T L. L
molekulovou hmotnosti B R s e
Standardni analyticka technika v s

mnoha odv¢tvich (environmentalni a i

forenzni analyzy, analyza latek, - { .
tekavych sloucenin apod. s T :»1. 3 a."!a""lﬂ o 'I‘l:{..‘ ":."317; T ﬁ!l mMW
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Spojeni MS s kapalinovou chromatografii

Spojeni HPLC s hmotnostni detekci je vyhodné, z technického hlediska vSak
predstavovalo velky problém. Ten je dnes vyreSen API zdroji (ESI, APCI, APPI).

MS je (témé&i) idealni detektor pro HPLC Spole¢nym rysem API technik je
L s sprejovani mobilni faze do MS.
- vysoka citlivost

- vysoka selektivita a zaroven univerzalnost o
GEOMETRIE SPREJOVANI

- u mOilleJe kva|l’[a’[lvnl' ana|}'/ZU V ose (on axis) Kolma (ortogonalni)

- umoznuje kvantitativni analyzu

K dispozici jsou iontové zdroje pro spojeni J- '
s normalni i reverzni chromatografii. —\i
Omezené kompatibilni jsou mobilni faze s

neté¢kavymi pufry a iont-parovymi ¢inidly.
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Spojeni MS s kapilarni elektroforézou

CZE/MS
zatim malo rozSitena technika

Vyhody: - T~
- velmi vysoka separa¢ni Gginnost

- analyza nabitych a velmi polarnich latek
- velmi nizka spotieba vzorku

MEZICLEN BEZ POMOCNE KAPALINY

sprejovaci HV palsoveri

e——en——x_ J
—————

Nev_y,hOdy: separacni kapilara

-technickeé problémy spojeni (vzajemné ovliviiovani

separacniho napéti a sprejovaciho napéti zdroje) MEZIELEN S KONTAKTE KAPALINGU
sepaTraEni kapilara G_ITI_W

Hlavni aplikace: g

- mala kompatibilita separacnich pufrd s MS

nanoESI| — analyza peptidd, identifikace proteinu
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Historie hmotnostni spektrometrie v CR

1953
prvni hmotnostni spektrometr
V. Cermak, V. Hanus,

C. Jech, J. Cabicar

pocatek 60-let

prvni komeréni MS instrumenty MCH-1303
1 v Ustavu fyzikalni chemie CSAV

1 v Ustavu organické chemie a biochemie
(Ladislav Dolejs)

1969 - MS902 (AEI)



