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InterpretaceInterpretace hhmotnostnmotnostnííhoho spektrspektraa

1. Získáme co nejvíce informací o vzorku – p�vod, UV spektra, NMR spektra, rozpustnost, 
p�edpokládaná struktura, �istota (koncentrace).

2. Ur�íme, které ionty souvisí s analytem a které ne.

3. Ur�íme hmotnost - hledáme molekulární ion M+• nebo adukty (M+H)+, (M+Na)+, (M+K)+, 
(M+NH4)+, pokud je ve spektru multimer (2M+H)+, (2M+Na)+, potvrdíme MR; v záporném 
módu (M-H)-, p�íp. (M+CH3COO)-, (M+HCOO)-.

4. Ur�íme prvky, které jsou p�ítomny: aplikace dusíkového pravidla, inspekce izotopového 
klastru.  

5. Ur�íme elementární složení na základ� m��ení p�esné hmotnosti.

7. Porovnáme spektrum s knihovnou, pokusíme se najít alespo� podobná spektra.

8. �ešíme fragmentaci (vyžaduje znalost fragmenta�ních mechanism� a empirických 
pravidel) a navrhneme strukturu.

9. Definitivní potvrzení – srovnání s autentickým standardem.



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

VylouVylou��eneníí iontiont��, kter, kteréé nesouvisnesouvisíí s s analytemanalytem



ionty z matrice

analyt

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

Ionty kterIonty kteréé nesouvisnesouvisíí s s analytemanalytem –– matrimatri��nníí iontyionty

FAB

MALDI
MALDI: molekulární adukty a klastry, 
fragmentové ionty v nízké oblasti 
spektra, velmi intenzivní. Spektra se 
proto m��í až od ~ m/z 500.

FAB: molekulární adukty a klastry, 
fragmentové ionty

FAB spektra b�žných matric:

I:\MISC\MS\FAB MATRICE\
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Ionty kterIonty kteréé nesouvisnesouvisíí s s analytemanalytem –– bb�ž�žnnéé kontaminantykontaminanty

Vzorky jsou �asto kontaminovány zm�k�ovadly z plast� (plastové nádobí, 
hadi�ky, rukavice, eppendorfky), krém� na ruce apod:

ftaláty, sebakáty, adipáty, fenylfosfáty, silikony, polyethylenglykoly

Polyethylenglykoly: pravidelné píky
ve spektru vzdálené 44 u

oplach laboratorních latexových rukavicdiisobutyl ftalát

Ftaláty: výrazný ion m/z 149
OH

+

O

O

149
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Ionty kterIonty kteréé nesouvisnesouvisíí s s analytemanalytem –– pozadpozadíí v LCv LC/MS a GC/MS/MS a GC/MS
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UrUr��eneníí molekulovmolekulovéé hmotnostihmotnosti
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UrUr��eneníí molekulovmolekulovéé hmotnostihmotnosti

První krok – identifikace molekulového iontu, p�ípadn� molekulového aduktu

I. Elektronová ionizace

M + e- � M+• + 2 e-

Molekulový ion (M+•) je radikál kation. Jeho m/z odpovídá monoizotopické
hmotnosti analytu

Identifikace molekulového iontu ve spektru

1. ve spektru nemusí být p�ítomen

2. pokud je p�ítomen, musí mít nejvyšší m/z ve spektru

3. je to ion s lichým po�tem elektron� (OE+•)

4. poskytuje logické neutrální ztráty
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UrUr��eneníí molekulovmolekulovéé hmotnostihmotnosti

I. Elektronová ionizace

dekan Mw 142

1-dekanol Mw 158

M+•
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UrUr��eneníí molekulovmolekulovéé hmotnostihmotnosti

II. M�kké ioniza�ní techniky (ESI, MALDI)
o�ekávané ionty (pozitivní): [M+H]+, [M+Na]+, [M+K]+, [M+NH4

]+, vícenásobn�
nabité, dimery, trimery

o�ekávané ionty (negativní): [M-H]-

Molekulový adukt je ion se sudým po�tem elektron� a nemusí být nejvyšším 
iontem ve spektru. 

molekulární
adukty

vícenásobn�
nabité ionty

multimery
(dimery, trimery ..)
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UrUr��eneníí molekulovmolekulovéé hmotnostihmotnosti

II. M�kké ioniza�ní techniky (ESI, MALDI)

molekulovou hmotnost ur�ujeme na základ� p�ítomnosti adukt�, dimer�, 
vícenásobn� nabitých iont�

Výpo�et adukt�, multimer�, vícenásobn� nabitých iont� – Kalkulátor EIC
I:\MISC\MS\DOWNLOAD\
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UrUr��eneníí molekulovmolekulovéé hmotnostihmotnosti

Ur�ení po�tu náboj� iontu

Po�et náboj� lze zjistit ze vzdálenosti mezi píky v izotopovém klastru.



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

UrUr��eneníí molekulovmolekulovéé hmotnostihmotnosti

II. Ioniza�ní techniky FAB, APCI
o�ekávané ionty (pozitivní): [M+H]+, [M+Na]+, [M+K]+, [M+NH4

]+, M•+, 
o�ekávané ionty (negativní): [M-H]-

Molekulový adukt/ion je ion se sudým/lichým po�tem elektron� a nemusí být 
nejvyšším iontem ve spektru. Ve spektru jsou i fragmenty a/nebo matri�ní ionty

molekulární
adukty

fragmenty
(ionty matrice)
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UrUr��eneníí prvkprvk�� pp��íítomných v molekuletomných v molekule
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IzotopovIzotopovéé klastryklastry
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http://members.aol.com/msmssoft/

http://www.colby.edu/chemistry/NMR/IsoClus.html
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DusDusííkovkovéé pravidlopravidlo

Dusíkové pravidlo: platí pro organické slou�eniny obsahující C, H, N, O, S, P, 
F, Cl, Br, I. Založeno na faktu, že pouze dusík má lichou vaznost p�i sudé
nominální hmotnosti (ostatní mají sudou nebo lichou vaznost i hmotnost).

Aplikace pravidla na ionty:

EI (molekulové ionty s lichým po�tem elektron�) – platí tak, jak je uvedeno

ESI, APCI, APPI, FAB (molekulové adukty, ionty se sudým po�tem 

elektron�) .. platí opa�né pravidlo !
OH O

NH3
+

OH O

OH2
+

m/z 188 m/z 189

lichá hmotnost molekuly = lichý po�et dusík�

sudá hmotnost molekuly = sudý (nulový) po�et dusík�
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UrUr��eneníí elementelementáárnrníího sloho složženeníí z pz p��esnesnéé hmotnostihmotnosti
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P�. paclitaxel, C47H51NO14,
mon. hmotnost 854.3388

Omezení pro výpo�et vzorce:
C: 0-100
H: 0-100
N: 0-10
O: 0-30
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HledHledáánníí v kv knihovnnihovnááchch spekterspekter
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Knihovny spekter EIKnihovny spekter EI

NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library

190 825 EI spekter (70 eV)
5 191 MS/MS spekter
reten�ní indexy látek
strukturní vzorce

338 000 EI spekter (70 eV)
strukturní vzorce

Wiley Registry of Mass Spectral Data

http://www.palisade-ms.com/
http://www.nist.gov/
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Knihovny MSKnihovny MS/MS /MS spekter spekter ((EESSII))

HighChem's spectral library collection

MS/MS spektra > 1000 látek
lé�iva, p�írodní látky
strukturní vzorce

http://www.nist.gov/ http://www.chemicalsoft.de/

MS Libraries for LC-MS/MS and ESI in-
source CID-MS, University of Freiburg

MS/MS spektra ~ 800 látek, 
lé�iva
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Interpretace Interpretace fragmentovýchfragmentových iontiont��

((kdykdyžž selselžžou knihovny . . . ou knihovny . . . ))
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Fragmentace iontFragmentace iont�� se sudým pose sudým po��tem elektrontem elektron�� (EE(EE++))

ESI, APCI, APPI, FABESI, APCI, APPI, FAB
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Fragmentace EEFragmentace EE++

FRAGMENTACE EE+:

vzniká ion se sudým po�tem elektron� (EE+) a neutrální �ástice

EE+ → EE+ + M 

Ionty se sudým po�tem elektron� – nej�ast�ji [M+H]+, [M+Na]+, [M-H]-

Ionty EE ���� �%���� ���%�
���$� ��ž & '()

*�������������!��!�$$������������ �����	�� ��+����� ��ž �������'�



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

Fragmentace EEFragmentace EE++ -- typicktypickéé neutrneutráálnlníí ztrztráátyty
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Fragmentace EEFragmentace EE++ -- APCIAPCI spektrumspektrum

P�.: Steroly – typické neutrální ztráty vody z polyhydroxylovaných sterol�

taxisteron
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Fragmentace EEFragmentace EE++ -- APCAPCII spektrumspektrum

APCI ionizace – tvorba molekulárních adukt� [M+H]+ a [M+NH4]+

Hlavní fragmenta�ní cesta: neutrální ztráta mastné kyseliny – vznikají
diacylglycerolové ionty [M+H-RiCOOH]+

P�.: Triacylglyceroly – identifikace mastných kyselin (acyl�) v molekule 
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Fragmentace EEFragmentace EE++ -- ESI, ESI, MSMSnn propro urur��ovováánníí strukturystruktury

P�.: GLYKOSIDY – ur�ování struktury cukerné složky 

P�.: Digitonin, C56H92O29

ESI ionizace – tvorba molekulárního aduktu [M+Na]+

MS/MS fragmentace – odšt�pování cukerných jednotek jako neutrálních �ástic

Hexóza:  neutrální ztráta 162 u (molekula – H2O)

Pentóza:  neutrální ztráta 132 u (molekula – H2O)



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

Fragmentace EEFragmentace EE++ -- ESI, ESI, MSMSnn propro urur��ovováánníí strukturystruktury

[M+Na]+

GLYKOSIDY – ur�ování struktury cukerné složky

MS2
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Fragmentace EEFragmentace EE++ -- ESI, ESI, MSMSnn propro urur��ovováánníí strukturystruktury

MS3

MS3

MS3



Fragmentace iontFragmentace iont�� ss lichlichýmým popo��tem elektrontem elektron�� ((OOEE••++))

ionizace EIionizace EI
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Fragmentace OEFragmentace OE++•• (EI (EI ionizaceionizace))

Ionty s lichým po�tem elektron� M+•

FRAGMENTACE OE+•

I. vzniká ion se sudým po�tem elektron� a radikál

OE+• → EE+ + R•

II. vzniká ion s lichým po�tem elektron� a neutrální �ástice

OE+• → OE+• + M 

*�����������%����"����+������ �%��ž�"��������%������ž��� �����
,+�� �����- . ���%� �������� �/ �*0�

��%����� ������������
���
"�� �����
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InterpretaceInterpretace: : LLogickogickéé neutrneutráálnlníí ztrztráátyty
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InterpretaceInterpretace: : Fragmenty s lichým poFragmenty s lichým po��tem elektrontem elektron��
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methylester kyseliny palmitové

CH3(CH2)14COOCH3, Mw = 270

2� ��������
��������������
������ ���������!	 +� �����������!����
��
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4 ��������
4 ���45 ��
�46
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CH2 O
+

OH

CH3

p�esmyk
McLafferty

�7� 89



InterpretaceInterpretace: : CharakteristickCharakteristickéé iontoviontovéé sséérierie
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InterpretaceInterpretace: : CharakteristickCharakteristickéé iontyionty
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podle M.Poláška – Škola MS



InterpretaceInterpretace: I: Intenzitantenzita molekulmolekuláárnrníího iontuho iontu
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Intenzita molekulárního iontu souvisí s jeho stabilitou. Podle intenzity lze 
usuzovat na p�ítomnost ur�itých strukturních prvk� v molekule.
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ESIESI
APCIAPCI
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