
���������	
��������
 ��������������	���
�	��	���	���	� ���	���	����

Z Á K L A D Y    H M O T N O S T N Í

S P E K T R O M E T R I E



���������	
��������
 ��������������	���
�	��	���	���	� ���	���	����

HmotnostnHmotnostníí spektrometriespektrometrie

Hmotnostní spektrometrie

- fyzikáln�-chemická metoda, která využívá elektrická a magnetická pole k 

separaci nabitých �ástic s cílem ur�it jejich hmotnost (pom�r m/z).

Organická hmotnostní spektrometrie 

- slouží k charakterizaci (identifikaci) organických slou�enin na základ�

hmotnosti molekulárních iont�, adukt� a fragment�, a ke studiu reakcí iont� v 

plynné fázi

P�ístroj: hmotnostní spektrometr                           Data: hmotnostní spektrum
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HmotnostnHmotnostníí spektrometrspektrometr

Iontový zdroj – p�evod neutrálních (i nabitých) látek na ionty v plynné fázi

Hmotnostní analyzátor – separace iont� podle pom�ru m/z

Detektor – detekce iont�
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IontovIontovéé zdrojezdroje

Rozd�lení ioniza�ních technik podle energie:

tvrdé – vysoce energetická ionizace, molekuly se rozpadají na fragmenty (EI)

m�kké – málo energetické, vznikají hlavn� molekulární adukty, minimální fragmentace 

(ESI, MALDI, APCI, FAB)

Ionizace - p�evedení neutrálních molekul na ionty v plynné fázi
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HmotnostnHmotnostníí analyzanalyzáátorytory

Hmotnostní analyzátor je za�ízení, které využívá elektromagnetických polí k 
separaci iont� v plynné fázi podle jejich pom�ru hmotnost/náboj (m/z).
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analyzátory

skenující

zadržující ionty

pr�letový
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Detektory, vakuovDetektory, vakuováá ��erpadlaerpadla

jemné vakuum (p�edvakuum)
100 - 0,1 Pa (l = d)

rota�ní olejová pumpa

Hmotnostní spektrometry pracují za vakua, aby nedocházelo ke srážkám iont� s 
neutrálními �ísticemi.

vysoké vakuum / ultravakuum
0,1 - 10-6 Pa (l > d)

difúzní pumpa nebo turbopumpa

l = st�ední volná dráha iontu, d = rozm�r vakuové komory
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HmotnostnHmotnostníí spektrumspektrum

Hmotnostní spektrum - grafické znázorn�ní závislosti intenzinty iont� na 
jejich pom�ru hmotnosti ku náboji (m/z).

spektrum
kontinuální

histogram

Kontinuální spektrum (profilové): 
spektrum, jak je zaznamenáno detektorem (umož�uje ode�íst ší�ku píku); A

Centroidové spektrum (histogram): 
spektrum je p�evedeno na sloupcový graf, poloha (m/z) signálu je ode�tena v 
t�žišti píku, intenzita odpovídá ploše nebo výšce píku (p�ehledn�jší); B

Spektra jsou v�tšinou normalizována, intenzity (osa y) jsou 0-100%.
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IzotopyIzotopy

Izotopy - atomy chemického prvku, které mají stejný po�et proton�, ale rozdílný 
po�et neutron�, tedy stejné atomové �íslo a rozdílnou atomovou hmotnost

P�írodní sm�si izotop� - zastoupení izotop� jednotlivých prvk� je konstantní

X (monoizotopické): 19F, 23Na, 31P, 127I

X+1: vodík (1H, 2H), uhlík (12C, 13C), dusík (14N, 15N) 

X+2: chlor (35Cl, 37Cl), brom (79Br, 81Br) kyslík (16O, 18O)
prvky



alkoholdehydrogenáza
C1764H2859N469O516S26

trichlorcyklohexan
C6H9Cl3

Izotopové složení víceatomového iontu je dáno kombinací izotopového složení
atom�, které jej tvo�í.  
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IzotopovIzotopovéé slosložženeníí iontiont��
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Hmotnost iontu v MSHmotnost iontu v MS

nominální hmotnost: hmotnost vypo�ítaná z celo�íselných hmotností prvk�
(p�. CO2: 12u + 2 x 16u = 44 u)

monoizotopická hmotnost: hmotnost vypo�ítaná z p�esných hmotnostní prvk�
(nejvíce zastoupené izotopy). (p�. CO2: 12.0000 + 2 x 15.9949 = 43.9898)

pr�m�rná hmotnost: vážený pr�m�r hmotností jednotlivých izotop� podle jejich 
zastoupení (p�. CO2: 12.01 + 2 x 16.00 = 44.01)

P�.: inzulín
C257H383N65O77S6
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RozliRozliššeneníí v MSv MS

Rozlišovací schopnost - schopnost p�ístroje odd�lit sousední píky. �íselná
hodnota – rozlišení.

Rozlišení – 10% údolí: nejmenší rozdíl hmotností mezi stejn� vysokými píky u nichž je výška 
údolí rovna definovanému zlomku výšky pík� (nap�. 10% údolí). Používá se pro sektorové
p�ístroje (konstantní rozlišení pro celý hmotnostní rozsah).

Rozlišení – FWHM: pom�r hmotnosti iontu a ší�ky jeho píku v polovin� výšky. Používá se pro
kvadrupóly, iontové pasti, pr�letové analyzátory (konstantní ší�ka píku).
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RozliRozliššeneníí v MSv MS

nízké rozlišení � � vysoké rozlišení
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PP��esnost esnost urur��eneníí hmotnostihmotnosti

Nominální hmotnost – zm��ena na p�ístroji s jednotkovým (nízkým) rozlišením

P�. odlišíme od sebe ionty m/z 500 od 501

P�esná hmotnost – zm��ena na p�ístroji s vysokým rozlišením, p�esnost se 
vyjad�uje v ppm (“p�esná hmotnost” < 5 ppm)

P�. rozlišíme m/z 500 od 500.001)

Využití p�esné hmotnosti – výpo�et elementárního složení iontu
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TandemovTandemováá hmotnostnhmotnostníí spektrometrie spektrometrie –– MSMS/MS, /MS, MSMSnn

Techniky, kdy pomocí prvního hmotnostního analyzátoru jsou vybrány ionty, 
které jsou podrobeny fragmentaci; vzniklé produkty jsou sledovány pomocí
druhého analyzátoru. 

Fragmentace v kolizní cele:
Ionty jsou urychleny elektrickým polem a srážejí se s neutrálními molekulami 
(N2, Ar, He) v kolizní cele. Vznikají fragmenty (disociace indukovaná
kolizemi - CID). Využití – ur�ování struktury, specifiká detekce.

MSn lze provád�t i v jednom analyzátoru (nap�. v iontové pasti).
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LadLad��nníí a kalibrace hmotnostna kalibrace hmotnostníího spektrometruho spektrometru
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KALIBRACE: Hmotnostní škálu spektrometru je nutné kalibrovat. Kalibrace se 
provádí ze zm��eného spektra sm�si látek se známými pom�ry m/z. 
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SpojenSpojeníí MS s plynovou chromatografiMS s plynovou chromatografiíí

GC byla první chromatografická technika spojená s MS (mobilní fáze 
kompatibilní s hmotnostním spektrometrem)

Standardní analytická technika v 
mnoha odv�tvích (environmentální a
forenzní analýzy, analýza látek, 
t�kavých slou�enin apod.

Iontový zdroj – EI (CI), možnost 
prohledávat databáze MS spekter –
rychlá identifikace látek

Vhodná pro mén� polární, termáln�
stabilní molekuly s nízkou 
molekulovou hmotností
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SpojenSpojeníí MS s kapalinovou chromatografiMS s kapalinovou chromatografiíí

Spojení HPLC s hmotnostní detekcí je výhodné, z technického hlediska však 
p�edstavovalo velký problém. Ten je dnes vy�ešen API zdroji (ESI, APCI, APPI).

MS je (tém��) ideální detektor pro HPLC

- vysoká citlivost

- vysoká selektivita a zárove� univerzálnost

- umož�uje kvalitativní analýzu 

- umož�uje kvantitativní analýzu 

K dispozici jsou iontové zdroje pro spojení
s normální i reverzní chromatografií. 
Omezen� kompatibilní jsou mobilní fáze s 
net�kavými pufry a iont-párovými �inidly. 

Spole�ným rysem API technik je 
sprejování mobilní fáze do MS.
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SpojenSpojeníí MS s kapilMS s kapiláárnrníí elektroforelektroforéézouzou

CZE/MS
zatím málo rozší�ená technika

Výhody: 

- velmi vysoká separa�ní ú�innost
- analýza nabitých a velmi polárních látek
- velmi nízká spot�eba vzorku

Nevýhody: 

-technické problémy spojení (vzájemné ovliv�ování

separa�ního nap�tí a sprejovacího nap�tí zdroje)

- malá kompatibilita separa�ních pufr� s MS

Hlavní aplikace:

nanoESI – analýza peptid�, identifikace protein�
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Historie hmotnostnHistorie hmotnostníí spektrometrie v spektrometrie v ��RR
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po�átek 60-let

první komer�ní MS instrumenty MCH-1303

1 v Ústavu fyzikální chemie �SAV

1 v Ústavu organické chemie a biochemie 
(Ladislav Dolejš)

1953 

první hmotnostní spektrometr

V. �ermák, V. Hanuš, 

�. Jech, J. Cabicar


