Zdroje iontu pouzivané v
hmotnostni spektrometrii



lonizace v MS

* Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné
chemicka metoda, pri které se provadi
separace iontu podle jejich efektivniho
naboje m/z

» Vzhledem ke skuteCnosti, ze v hmotnostni
spektrometrii je provadéna manipulace s
latkami pomoci elektrického nebo
magnetického pole, je potreba z
neutralnich molekul vytvorit ionty



lonizacni techniky podle energie
lonizace

» Mekke ionizacni techniky (ESI, APCI,
FAB, MALDI, CI, FD, TS,....)

» Tvrdé ionizacni techniky ( El, (ICP))



Mekke ionizacni techniky

Nizka ionizacCni energie
Vytvoreni prevazné molekularnich nebo
guasimolekularnich iontu

Vytéznost ionizace a tvorba aduktu velmi
zavisi na zvolenych podminkach (slozky
mobilni faze, matrice, pH atd.)

Ve spojeni se separacnimi technikami

problematicka kvantifikace, bez pouziti
vnitfniho standardu temer nemozna



Tvrdeé ionizacni techniky

Spektra obsahuji ve vétsi mire fragmenty
Tvorba maximalné molekularnich iontu

Pri zvolené ionizacni energii vznik
reprodukovatelnych spekter (pro knihovny 70eV)
Vytvareni knihoven spekter a nasledna

VAV 2N |

V pfipadé El ionizace, nejpropracovangjsi teorie
fragmentace — reseni struktur latek z El spekter



lonizacni techniky podle tlaku v
jontovém zdroji

* lonizace za atmosférického tlaku
(ESI,APCI, APPI...)

* |onizace za snizeného tlaku (El, FAB,
MALDI....)



Mekke ionizacni techniky
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Elektrosprej : ESI

» Sprejovani vzorku rozpusténeho v
kapalné fazi kapilarou, na kterou je
vlozeno vysoke napéti (kV)

» Postupnymi coulombickymi explosemi a
odparovanim rozpoustedla vznikaji nabite
kapky a dochazi k desorpci iontu

* P¥i nizsich prutocich (mensich 5Sul) neni
nutné pouziti pomocnych plynu -
nanoelektrospre;
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ESI

* lonizace semipolarnich a polarnich analytu
v Siroké skale molekulovych hmotnosti

» Vyzaduje alespon castecné polarni
rozpoustédla jako donory protonu

« Tvorba vicekrat nabitych iontu — moznost
analyzy relativné velkych molekul (kDa) i
pri pouziti analyzatoru s omezenym
rozsahem hmotnosti



Chemicka ionizace za
atmosférického tlaku APCI

» Vzorek je pfiveden do vyhfivané Casti
lontového zdroje (300-600 °C), kde je
odparen spolecné s rozpoustédlem

* |lonizace probiha v koronovem vyboji
pomoci jehly, na kterou je vlozeno vysoke
napeti

* lonizace analytu probiha prostfednictvim

ilonizace nosného plynu, slozek mobilni
faze nebo primo analytu



Schéma chemické ionizace za
atmosférického tlaku APCI
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APCI

 Tvorba prevazné quasimolekularnich iontu
s vodikem nebo slozkami rozpoustédla

* VySe energeticka ionizace oproti
elektrospreji — ziskana spektra obsahuiji
vice fragmentu

* Moznost ionizace nepolarnich latek v
nepolarnich rozpoustédlech



Dalsi ionizace za atmosférického
tlaku

APPI fotoionizace za atmostérického tlaku
SSI| sonosprej

DESI (JeDl) desorpce elekirosprejem
DAPCI desorpce APCI

DART pfima analyza v realném Case



lonizace urychlenymi atomy FAB

» Vzorek je nanesen spolecné s matrici (glycerin,
thioglycerin, 2-nitrobenzylalkohol, triethylamin,..)
na vzorkovaci tercik

« Vzorek je ionizovan proudem urychlenych
atomu Xe nebo Ar, v El zdroji vznikaji xenonové
lonty, které jsou urychleny a srazkami s
neutralnimi molekulami Xe jim predaji kinetickou
energii

* Pfi pouziti iontu Cs* namisto neutralnich Xe (Ar)
se technika nazyva ionizace urychlenymi ionty
SIMS (FIB)



Schéma FAB ionizace
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FAB

Vznikaji molekularni ionty a quasimolekularni
ionty s vodikem, alkalickymi kovy a slozkami
matrice

Metoda pro Siroké spektrum latek

Relativné Setrna ionizace — disociace analytu
srovnatelna s APCI

Instrumentalné naroéna, spektra velmi ¢asto
obsahuji mnoho kontaminacnich iontt z matrice

V soucasné dobé ustupujici metoda



Elektronova ionizace El

* lonizace svazkem elektronu emitovanych
z wolframového nebo rheniového viakna

» Pouziva se ionizacni energie 5-100eV
(vétsina latek ma ionizacni energii do
20eV)

» Jedna z doposud nejpouzivangjsich
technik ionizace, zvlast’ ve spojeni s
plynovou chromatografii



Schéma El ionizace
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El

» Tvrda ionizace — vznikaji spektra bohata
na fragmenty

* Pri pouziti standardni energie vznikaji
reprodukovatelna spektra — moznost
identifikace latek podle knihovny (70eV)

» Charakteristické rozpady pro jednotlive
struktury a typy latek — jednodussi reseni
struktury



Chemicka ionizace CI

Vzorek je ionizovan ionty reak¢niho plynu,
které jsou vytvoreny ionizaci El v iontovém
zdroj|

Radi se mezi mékké ionizaéni techniky
Jako reakcni plyn se pouziva methan,

propan, dusik, methanol, acetonitril,
amoniak ....

Schéma Cl zdroje je obdobné jako u El



Cl

* Vznikaji pfevazne quasimolekularni ionty
aduktu s vodikem nebo ionty reakéniho
plynu

 Diky relativne vysoke energii iontu
reakcniho plynu se mohou ve spektru
nachazet | Castecne rozpadové ionty

» Citlivost a miru fragmentace lze vyrazné
ovlivnit volbou podminek



Time-of-flight
Mass Analyser

Extraction grid

e

Koichi Tanaka %

W Desorbed “plume’ of

/ matrix and analyte ions
[
‘ ailie = fnalyte

Matrix
Cation {e.g. Ma*t or H*)

Nobelova cena za
chemii rok 2002

Pulaed laser beam

o

. .
Sample - . a * .
plate % P e ) "
a 2 b " -' .
- ™ - ° ] - -
« D L
s @ s + " "o @ - % . ,
. . = . i .
. - & .
- . a o, 25
‘@ . L4 ' ae ., . @ " « @

£ 2000 PAUL GATES




lonizace laserem za ucasti matrice MALDI

« Vyvinula se z LDI (ionizace desorpci laserem)

« Latky jsou nanaseny spole¢né s matrici na
terCik, dochazi ke kokrystalizaci analytu a
matrice

- Jako matrice je volena latka, ktera absorbuje
energii laseru a nasledné ionizuje analyt
(kyselina a—hydroxyskoficova, DHB, kyselina
sinapova ...)



MALDI

« Moznost analyzy velkeho rozsahu
molekulovych hmotnosti

* Moznost analyzy i velkych proteinu
» Vznikaji pfevazné 1x nabité
guasimolekularni ionty analytu s vodikem,

pfi zasoleni vzorku | se slozkami soli (ty
vsak vyrazné ovliviuji odezvu)
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Spojeni LC-MS

Zejména mekké ionizacni techniky

Ruzné geometrie zdroje (v ose,ortogonalni,
Z usporadani)

Vliv slozeni a prutoku mobilni faze

Pouziti pouze tekavych pufru

Kvantifikace pouze pomoci vnitrniho
standardu



Spojeni GC-MS

V soucasné dobé spojeni hlavne s El a Cl
Pouziti je limitované plynovou
chromatografii — cca 20 % latek

Vytvareni knihoven spekter — jednoducha
identifikace analytu

Oproti LC-MS moznost pouziti vnéjsi
kalibrace
Projev matri¢nich efektu



Dekuji za pozornost




