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Interpretace hmotnostniho spektra

1. Ziskdme co nejvice informaci o vzorku — pavod, UV spektra, NMR spektra, rozpustnost,
predpokladana struktura, cistota (koncentrace).

2. Urcime, které ionty souvisi s analytem a které ne.

3. Ur¢ime hmotnost - hleddme molekularni ion M+ nebo adukty (M+H)*, (M+Na)*, (M+K)*,
(M+NH4)*, pokud je ve spektru multimer (2M+H)*, (2M+Na)*, potvrdime Mg; v zaporném
modu (M-H)-, ptip. (M+CH;COO), (M+HCOO)-

4. Ur¢ime prvky, které jsou piitomny: aplikace dusikového pravidla, inspekce izotopového
klastru.

5. Uréime elementarni slozeni na zaklad¢ méreni presné hmotnosti.
7. Porovname spektrum s knihovnou, pokusime se najit alespon podobna spektra.

8. Re$ime fragmentaci (vyzaduje znalost fragmenta¢nich mechanismi a empirickych
pravidel) a navrhneme strukturu.

9. Definitivni potvrzeni — srovnani s autentickym standardem.
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Vylouceni iontt, které nesouvisi s analytem
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lonty kiteré nesouvisi s analytem — matri¢ni ionty
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FAB: molekularni adukty a klastry,
fragmentové ionty

FAB spektra béznych matric:
IA\MISC\MS\FAB MATRICE\

MALDI: molekularni adukty a klastry,
fragmentové ionty v nizké oblasti
spektra, velmi intenzivni. Spektra se
proto méti az od ~ m/z 500.



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

lonty které nesouvisi s analytem — bézné kontaminanty

Vzorky jsou ¢asto kontaminovany zmekeovadly z plasta (plastové nadobi,
hadicky, rukavice, eppendorfky), krému na ruce apod:

ftalaty, sebakaty, adipaty, fenylfosfaty, silikony, polyethylenglykoly

Polyethylenglykoly: pravidelné piky

Ftalaty: vyrazny ion m/z 149
ve spektru vzdalené 44 u
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lonty které nesouvisi s analytem — pozadi v LC/MS a GC/MS
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Uréeni molekulové hmotnosti
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Uréeni molekulové hmotnosti

Prvni krok — identifikace molekulového iontu, pfipadné molekulového aduktu

|. Elektronova ionizace

M+e > M +2e¢

Molekulovy ion (M+) je radikal kation. Jeho m/z odpovida monoizotopické
hmotnosti analytu

Identifikace molekuloveho iontu ve spektru

1. ve spektru nemusi byt pritomen

2. pokud je pritomen, musi mit nejvyssi m/z ve spekiru
3. je to ion s lichym poc¢tem elektrona (OE*)

4. poskytuje logické neutralni ztraty
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Uréeni molekulové hmotnosti

|. Elektronova ionizace
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Uréeni molekulové hmotnosti

Il. Mékkeé ionizac¢ni techniky (ESI, MALDI)
oc¢ekavané ionty (pozitivni): [M+H]*, [M+Na]*, [M+K]*, [M+NH,*, vicenasobné
nabité, dimery, trimery

ocekavané ionty (negativni): [M-H]

Molekulovy adukt je ion se sudym poctem elektront a nemusi byt nejvyssim
iontem ve spekiru.
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Uréeni molekulové hmotnosti

Il. Mékké ionizacni techniky (ESI, MALDI)

molekulovou hmotnost uréujeme na zakladé pritomnosti adukta, dimerq,
vicenasobné nabitych iontu

(M+H)* (M+H)*

L (2M+H)*

Vypocet aduktd, multimert, vicenasobné¢ nabitych ionti — Kalkulator EIC
IAMISC\MS\DOWNLOAD\
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Uréeni molekulové hmotnosti

Urceni poctu nabojt iontu

Pocet naboju Ize zjistit ze vzdalenosti mezi piky v izotopovém klastru.
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Uréeni molekulové hmotnosti

Il. loniza¢ni techniky FAB, APCI
oc¢ekavané ionty (pozitivni): [M+H]*, [M+Na]*, [M+K]*, [M+NH_*, M+,

ocekavané ionty (negativni): [M-H]

Molekulovy adukt/ion je ion se sudym/lichym poc¢tem elektronti a nemusi byt
nejvyssim iontem ve spekiru. Ve spekiru jsou i fragmenty a/nebo matri¢ni ionty
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Urceni prvkua pritomnych v molekule
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|zotopove klastry

Izotopicke klastry naznacuji ptitomnost nekterych prvka v molekule
(napt. Cl, Br, kovy). Pocitacové programy umoziuji spocitat slozeni
klastru ze zadaného sumarniho vzorce a porovnat ho s experimentem.
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Dusikove pravidlo

Dusikové pravidlo: plati pro organické sloué¢eniny obsahujici C, H, N, O, S, P,
F, Cl, Br, |. Zalozeno na faktu, ze pouze dusik ma lichou vaznost pii sudé
nominalni hmotnosti (ostatni maji sudou nebo lichou vaznost i hmotnost).

licha hmotnost molekuly = lichy pocet dusiki

suda hmotnost molekuly = sudy (nhulovy) pocet dusikii

Aplikace pravidla na ionty:
El (molekulové ionty s lichym poc¢tem elektrond) — plati tak, jak je uvedeno

ESI, APCI, APPI, FAB (molekulové adukty, ionty se sudym poc¢tem
elektronu) .. plati opa¢né pravidlo !

m/z 188 m/z 189
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Urceni elementarniho slozeni z presné hmotnosti

Cim piesngji uréime hmotnost iontu, tim vice omezime po¢et moznych
struktur, tj. tim spise dojdeme ke spravnému elementarnimu slozeni

Pi. paclitaxel, C,,Hs;NO,,
mon. hmotnost 854.3388

Omezeni pro vypocet vzorce:

C: 0-100
H: 0-100
N: 0-10
O: 0-30

pocet sumarnich vzorcu
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Hledani v knihovnach spekter



MINISKOLA HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE, UOCHB AV (R, 19.

- 21.11. 2007

Knihovny spekter El
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Knihovny MS/MS spekter (ESI)

] , ] ) MS Libraries for LC-MS/MS and ESI in-
HighChem's spectral library collection source CID-MS, University of Freiburg
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Interpretace fragmentovych ionta

(kdyz selzou knihovny . . .)
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Fragmentace ionti se sudym poctem elektronu (EE*)

ESI, APCI, APPI, FAB
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Fragmentace EE*

lonty se sudym poctem elektronu — nejcastéji [M+H]+, [M+Na]*, [M-H]-

FRAGMENTACE EE-:
vznika ion se sudym poc¢tem elekironu (EE*) a neutralni ¢astice
EE+ - EE++ M

lonty EE jsou obecné stabilnéjsi nez OE**

Spektra jsou jednodussi, poskytuji tak méné informaci nez spektra El



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

Fragmentace EE* - typické neutralni ztraty

Table 2. Characterization of functional groups of organic compounds using the collision-induced
neutral losses from their [M + H]* and/or [M — H] ™~ ions

Neutral loss®

Functional Compound
group class [M + H)* [M—=H]"
~-COOH | Carboxylic acids | Aromatic H,O CO, |
Aliphatic - no CO;

~-CH=0 Aldehydes Aromatic cO -
-C=0 Ketones Aromatic CO -
~-COOCH; Methyl esters Aliphatic/aromatic CH,;0H -
-CONH; Amides Aliphatic/aromatic NH, -
-SO3H Sulfonic acids Aromatic - S0,;(S0;3) |
-CN Nitriles Aliphatic/aromatic HCN -
-F [ Fluorides | Aliphatic HF -
-CI Aliphatic/aromatic HC1 CCD HC1 CCl
-Br Bromides Aliphatic/aromatic °Br -
~-NO, Nitroaromatics Aromatic [*NO/*NO,FOH)| [ *NO/'NO, |
-OH Alcohols Aliphatic H;O -

Phenols Aromatic no H;O -
-NH: | Amines | Aliphatic | NH; | -

Aromatic HCN, -
no NH3

-CHj Alkyl derivatives Aromatic no CHy -
-C3;Hs Aromatic no CaHg -
~NHCH; Methylamines Aromatic *CH;

* bold: neutral loss which is characteristic as well as relatively specific for a given functional group; in
parentheses: neutral losses observed only occasionally.

J. Mass Spectrom. 2007; 42: 1024-1044
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Fragmentace EE* - APCI spektrum

Pi-.: Steroly — typické neutralni ztraty vody z polyhydroxylovanych sterolt
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Fragmentace EE* - APCI spektrum

Pi-.: Triacylglyceroly — identifikace mastnych kyselin (acyli) v molekule

APClI ionizace — tvorba molekularnich adukta [M+H]* a [M+NH,]*

Hlavni fragmentacni cesta: neutralni ztrata mastné kyseliny — vznikaji
diacylglycerolové ionty [M+H-R,COOH]*

Relative Abundance

1005  ——16:0 B
aod [ 18:2 s
1 L 183
80{
7 — 16:0
703 18:2 i 256
60% /
s04 [ 160 oo | 870.4
= — 597.3 278
404 L__18:3
T 575.3 | 280 —
] 597 573.3
20{ —— 18:2
= L 18:3
']OE
O: LI N e | ‘*' |I' | EE [ e T e T TR e o S R e e o |L| T |L|i | e e =
100 200 200 00 500 SO0 Too S00 Q00 1000



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

Fragmentace EE* - ESI, MS" pro uréovani struktury

Pi.: GLYKOSIDY — urcovani struktury cukerné slozky

Pt.: Digitonin, CggHg,O0g

1
xyl - gluc - gal
I
gluc - gal

ESI ionizace — tvorba molekularniho aduktu [M+Na]+

MS/MS fragmentace — odstépovani cukernych jednotek jako neutralnich ¢astic

Hexo6za: neutralni ztrata 162 u  (molekula — H,O)

Pent6za: neutralni ztrata 132 u  (molekula — H,0)
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Fragmentace EE* - ESI, MS" pro uréovani struktury

GLYKOSIDY — ur¢ovani struktury cukerné slozky

927.6 2
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633.5 795.5
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Pl Ay

Pl Ay

Pl My

Fragmentace EE* - ESI, MS" pro uréovani struktury
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Fragmentace ionta s lichym poctem elektronia (OE*+)

lonizace El



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

Fragmentace OE** (El ionizace)

lonty s lichym poc¢tem elektrona M+

FRAGMENTACE OE+
|. vznika ion se sudym poctem elektroni a radikal
OE+ — EE*+R"
Il. vznika ion s lichym poc¢tem elektiront a neutralni ¢astice
OE+ — OE* +M

Spektra jsou bohata, informac¢né obsazna, mohou byt pouzita jako
“fingerprint” - tvorba knihoven (NIST)

Probihaji pouze monomolekularni reakce
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Interpretace: Logicke neutralni ztraty

Neutralni ztraty musi davat chemicky smysl. Ztraty radikala i neutralnich
molekul.

Ztrata (u) Logicka ztrata ? SloZeni
1 ano H
2 ano H2
3-14 NE -
15 ano |CH§ |
16 ano NH2, O
17 ano OH, NH;>
18 ano |H=20 |
19 ano F
20 ano HF
21-25 NE -
26 ano CzH2, CN
27 ano |C2H3, HCN |
28 ano |C2H4, CO |
30 ano i |
31 ano |CHsO |
32 ano |CH3OH, S |
33 ano SH
34 ano H>S
35 ano =] |
36 ano |HCI |
37-40 NE -
41 a vySe ano homologické ztraty
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Interpretace: Fragmenty s lichym poctem elektrona

Fragmenty s lichym poctem elektrona (napf. sudé fragmenty ze sudych
molekulovych ionta) indikuji:

- presmyky
- retro-Diels-Alderovy reakce
- eliminace malych neutralnich molekul

soal 74 methylester kyseliny palmitové
87 s
239
m/z 74 50-
43
presmyk | i
+ -
McLafferty - 69 143 N M+
83 o7 129 171 185 199 >80
o ‘ |JII ..Il.Lll |||} ?115 | o 15|? | l I. 21|3| |=1 ol
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
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Interpretace: Charakteristické iontové série

Homologicke série v oblasti nizkych m/z mohou podat informace o

strukturnich prvcich v molekule

lonty Série Funkéni skupiny
m/z 29, 43, 57,71, 85, 99, ... CnHanet" alkyl (,alifatika®)
miz:31, 45,58, 73, 87 CnH2+1O"  alkoholy, ethery
m/z 33, 47,61, 75, 89, ... ChH2n+1S™  thioly, sulfidy
m/z 30, 44, 58, 72, 86, ... CnhHans2N®  aminy
m/z 29, 43,57, 71, 85, 99, ... CrhH2n-10O" aldehydy, ketony
m/z 45, 59, 73, 87, ... CnhH2n-102"  kyseliny, estery
m/z 40, 54, 68, 82, 96, ... CnHon-2N* nitrily
m/z 38, 39, 50-52, 63-65, 75-78,89-92 - aromatika
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Interpretace: Charakteristicke ionty

m/z lon
19 F*, H;,O"
20 HF*™
30 CH,NHy", indikuje aminy
a1 indikuje CH;0O- nebo -CH,OH
33,34 HS*, H,S™
30,30.37.38 CI*, HCI™
46 NO,", indikuje nitroslou¢eniny
47 CCI*, HC(OH),", CH;S"
61 CHQ,C('OH)Z+ indikuje ,dlouhé” estery kyseliny
octove
73 (CHa)3Si*, CHsSI™
77 fenyl (doprovazen m/z 51 a 50)
105 benzoyl (pokud doprovazen m/z 77)

podle M.Polagka — Skola MS
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Interpretace: Intenzita molekularniho iontu

Intenzita molekularniho iontu souvisi s jeho stabilitou. Podle intenzity Ize
usuzovat na pritomnost urcitych strukturnich prvka v molekule.

Aromaty 100%
Heterocykly
Cykloalkany

Thioly, Sulfidy
Alkeny

Aldehydy, Ketony
Alkany -

Aminy
Ethery
Estery

Nitrily T
Alkoholy 0% J’I- le j" ezl
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