
ZZááklady hmotnostnklady hmotnostníí
spektrometriespektrometrie



HmotnostnHmotnostníí spektrometriespektrometrie

�� SpektrometrickSpektrometrickéé metody metody –– metody metody 
zalozaložženenéé na interakci hmoty a zna interakci hmoty a záá��eneníí

�� HmotnostnHmotnostníí spektrometrie je fyzikspektrometrie je fyzikáálnln��
chemickchemickáá metoda, ktermetoda, kteráá vyuvyužžíívváá
elektrickelektrickéé a magneticka magnetickéé pole k separaci pole k separaci 
nabnabiitýchtých ��áástic s cstic s cíílem urlem ur��it jejich it jejich 
hmotnost (pomhmotnost (pom��r m/z) r m/z) 



OrganickOrganickáá hmotnostnhmotnostníí
spektrometriespektrometrie

�� KvalitativnKvalitativníí
�� k charakterizaci (identifikaci) organických k charakterizaci (identifikaci) organických 

slouslou��enin na zenin na záákladklad�� hmotnosti molekulhmotnosti molekuláárnrníích ch 
iontiont��, , aduktadukt�� a fragmenta fragment��

�� ke studiu reakcke studiu reakcíí iontiont�� v plynnv plynnéé ffáázizi

�� KvantitativnKvantitativníí
�� pro kvantifikaci organických sloupro kvantifikaci organických slou��enin ve enin ve 

vzorku na zvzorku na záákladklad�� intenzity odezvy detektoru intenzity odezvy detektoru 
pro vybraný ion nebo skupinu iontpro vybraný ion nebo skupinu iont��



ZZáákladnkladníí pojmypojmy

�� Hmotnost (m)Hmotnost (m)
�� DaDa ((DaltonDalton), ), uu –– popo��et atomových hmotnostnet atomových hmotnostníích ch 

jednotek, jednotek, ��ííselnseln�� rovný molrovný moláárnrníí hmotnostihmotnosti
�� m/zm/z –– úú��inninnáá hmotnosthmotnost

�� PoPo��et net náábojboj�� (z)(z)
�� zz -- popo��et elementet elementáárnrníích nch náábojboj�� (v(v��ttššinou 1)inou 1)

�� Ionty pozitivnIonty pozitivníí a negativna negativníí –– NENE kationtykationty a a 
aniontyanionty

�� HmotnostnHmotnostníí spektrometrie spektrometrie –– NENE spektroskopiespektroskopie



HmotnostnHmotnostníí spektrometrspektrometr

�� Iontový zdroj  Iontový zdroj  -- pp��evod neutrevod neutráálnlníích (i ch (i nabnabiitýchtých) l) láátek na ionty v tek na ionty v 
plynnplynnéé ffáázizi

�� HmotnostnHmotnostníí analyzanalyzáátor tor –– separace iontseparace iont�� podle pompodle pom��ru m/zru m/z
�� Detektor Detektor –– detekce iontdetekce iont��



IontovIontovéé zdrojezdroje

�� Neexistuje univerzNeexistuje univerzáálnlníí ionizaioniza��nníí technika pro technika pro 
vvššechny molekuly, pro rechny molekuly, pro r��znznéé typy sloutypy slou��enin jsou enin jsou 
vhodnvhodnéé rr��znznéé ionizaioniza��nníí technikytechniky

�� RozdRozd��lenleníí ionizaioniza��nníích technikch technik
�� TvrdTvrdéé
�� MM��kkkkéé

�� IontyIonty
•• M + eM + e-- �� MM++•• + 2 e+ 2 e--

•• M + HA M + HA �� [[M+HM+H]]++ + A+ A--

•• M + BM + B-- �� [[MM--HH]]-- + + HBHB

Iontový zdroj  Iontový zdroj  -- pp��evod neutrevod neutráálnlníích (i ch (i nabnabiitýchtých) l) láátek na ionty v plynntek na ionty v plynnéé ffáázizi

(Viz. n(Viz. náásledujsledujííccíí pp��ednednášáška M. ka M. ŠŠandy)andy)



HmotnostnHmotnostníí analyzanalyzáátorytory

�� HmotnostnHmotnostníí analyzanalyzáátorytory
�� SkenujSkenujííccíí -- ppostupnostupn��

propoupropouššttíí ionty rionty r��zných zných 
hmotnosthmotnostíí (sektor, (sektor, 
kvadrupkvadrupóóll))

�� ZadrZadržžujujííccíí iontyionty –– zachytzachytíí
ionty, pak je analyzuje ionty, pak je analyzuje 
((iontoviontováá past, past, orbitraporbitrap, , 
ICRICR))

�� PrPr��letovýletový –– mm����íí ��as, as, 
který potkterý pot��ebujebujíí ionty k ionty k 
pp��ekonekonáánníí dandanéé
vzdvzdáálenostilenosti (TOF)(TOF)

HmotnostnHmotnostníí analyzanalyzáátor tor –– separace iontseparace iont�� v plynnv plynnéé ffáázi podle pomzi podle pom��ru m/zru m/z
(vyu(využžíívváá principprincip�� pohybu pohybu nabnabiitýchtých ��áástic v elektrickstic v elektrickéém nebo magnetickm nebo magnetickéém poli)m poli)

Viz. pViz. p��ednednášáška v 11:00 hka v 11:00 h



Detektory, vakuovDetektory, vakuováá technikatechnika
�� Detektor Detektor -- zaza��íízenzeníí pp��eveváádd��jjííccíí mm����enou velienou veli��inu inu 

na elektrický proudna elektrický proud
�� MS MS –– pp��evevááddíí proud proud nabnabiitýchtých ��áástic na elektrický stic na elektrický 

proudproud
�� ICR a ORBITRAP výjimka ICR a ORBITRAP výjimka –– nepotnepot��ebujebujíí detektor detektor ––

signsignáálem je proud indukovaný ve stlem je proud indukovaný ve st��nn�� analyzanalyzáátorutoru

�� VakuovVakuováá ��erpadlaerpadla
�� ProPro�� vakuum?vakuum?

Ve vakuu nedochVe vakuu nedocháázzíí ke srke sráážžkkáám iontm iont�� s neutrs neutráálnlníími mi 
��áásticemi sticemi –– zvýzvýšíší se stse st��ednedníí volnvolnáá drdrááha letu ha letu 

•• DvojstupDvojstup��ovováá evakuaceevakuace
�� 1. 1. pp��edvakuumedvakuum (100 (100 –– 0,1 0,1 PaPa), rota), rota��nníí olejovolejováá pumpapumpa
�� 2. vysok2. vysokéé vakuum (0,1vakuum (0,1--1010--66 PaPa), ), difuzndifuzníí pumpa, pumpa, 

turbomolekulturbomolekuláárnrníí pumpapumpa



VakuovVakuováá technikatechnika
difuzndifuzníí pumpapumpa turbomolekulturbomolekuláárnrníí pumpapumpa



HmotnostnHmotnostníí spektrumspektrum



HmotnostnHmotnostníí spektrumspektrum
�� HmotnostnHmotnostníí spektrum spektrum –– grafickgrafickéé znznáázornzorn��nníí zzáávislosti vislosti 

intenzity iontintenzity iont�� na jejich pomna jejich pom��ru hmotnosti ku nru hmotnosti ku nááboji (m/z)boji (m/z)

spektrum
profilové

histogram 

�� KontinuKontinuáálnlníí (profilov(profilovéé))
�� zzááznam detektoruznam detektoru

•• umoumož�ž�uje odeuje ode��ííst st šíší��ku ku 
ppííkuku

�� CentroidovCentroidovéé (histogram)(histogram)
�� pp��evedeno na sloupcový evedeno na sloupcový 

grafgraf
•• pp��ehlednehledn��jjšíší

�� poloha = tpoloha = t�ž�žiišštt�� ppííku, ku, 
�� intenzita = výintenzita = výšška nebo ka nebo 

plocha pplocha pííkuku
�� Spektra normalizovSpektra normalizováánana

�� rozsah osy rozsah osy yy –– 0 0 -- 100%100%



IzotopovIzotopovéé klastryklastry
�� IzotopyIzotopy -- atomy chemickatomy chemickéého prvku, kterho prvku, kteréé majmajíí stejný postejný po��et protonet proton��, , 

ale rozdale rozdíílný polný po��et neutronet neutron��, tedy stejn, tedy stejnéé atomovatomovéé ��ííslo a rozdslo a rozdíílnoulnou
atomovou hmotnostatomovou hmotnost

�� PP��íírodnrodníí smsm��si izotopsi izotop�� -- zastoupenzastoupeníí izotopizotop�� jednotlivých prvkjednotlivých prvk�� je je 
konstantnkonstantníí

�� PrvkyPrvky
�� X X ((monoizotopickmonoizotopickéé):  19F, 23Na, 31P, 127I):  19F, 23Na, 31P, 127I
�� X+1X+1:: vodvodííkk (1H, 2H)(1H, 2H),, uhluhlííkk (12C, 13C), dus(12C, 13C), dusíík (14N, 15N) k (14N, 15N) 
�� X+2X+2:   :   chlorchlor (35Cl, 37Cl), (35Cl, 37Cl), brombrom (79Br, 81Br) (79Br, 81Br) kyslkyslííkk (16O, 18O)(16O, 18O)



IzotopovIzotopovéé klastryklastry
�� IzotopovIzotopovéé slosložženeníí vvííceatomovceatomovéého iontu je dho iontu je dááno no 

kombinackombinacíí izotopovizotopovéého sloho složženeníí atomatom��, kter, kteréé jej tvojej tvo��íí
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IzotopovIzotopovéé klastryklastry

alkoholdehydrogenalkoholdehydrogenáázaza
CC17641764HH28592859NN469469OO516516SS2626



�� NNominomináálnlníí hmotnosthmotnost:: z celoz celo��ííselných hmotnostselných hmotnostíí prvkprvk�� (p(p��. CO. CO22: 12u : 12u 
+ 2 x 16u = 44 u)+ 2 x 16u = 44 u)

�� MMonoizotopickonoizotopickáá hmotnosthmotnost:: z pz p��esných hmotnostnesných hmotnostníí prvkprvk�� nejvnejvííce ce 
zastoupených izotopzastoupených izotop�� ((pp��. CO. CO22 : 12: 12.0000 .0000 + 2 x 15.9949 = 43.9898)+ 2 x 15.9949 = 43.9898)

�� PrPr��mm��rnrnáá hmotnosthmotnost:: vváážžený prený pr��mm��r hmotnostr hmotnostíí jednotlivých izotopjednotlivých izotop��
podle jejich zastoupenpodle jejich zastoupeníí ((pp��. CO. CO22 : 12: 12.01 .01 + 2 x + 2 x 16.00 16.00 = = 44.0144.01))

Hmotnost iontu v MSHmotnost iontu v MS

PP��..: : inzulinzulíínn
CC257257HH383383NN6565OO7777SS66



VVíícencenáásobnsobn�� nabnabiittéé iontyionty
[[M + HM + H]]++[[M + M + 22HH]]2+2+[[M + M + 33HH]]3+3+

[M + 3H]3+

[M + 2H]2+

[M + H]+



DimeryDimery, , multimerymultimery

�� i i trimerytrimery, , tetramerytetramery,,……
�� diferencediference o o „„mm““

[M + H]+

[2M + H]+



RozliRozliššeneníí
�� MMííra separace dvou pra separace dvou p��ilehlých ilehlých ppííkk��
�� RozliRozliššeneníí –– 1010% % úúdoldolíí

�� nejmennejmenšíší rozdrozdííl hmotnostl hmotnostíí mezi stejnmezi stejn�� vysokými pvysokými pííky, u nichky, u nichžž je výje výšška ka úúdoldolíí
rovna definovanrovna definovanéému zlomku výmu zlomku výššky ky ppííkk�� ((napnap��. . 10% 10% úúdoldolíí) ) 

�� pro pro sektorovsektorovéé pp��íístrojestroje (konstantn(konstantníí rozlirozliššeneníí pro celý hmotnostnpro celý hmotnostníí rozsah)rozsah)

�� RozliRozliššeneníí –– FWHM (FWHM (fullfull widthwidth atat halfhalf maximum) maximum) 
�� pompom��r hmotnosti iontu a r hmotnosti iontu a šíší��ky jeho pky jeho pííku v polovinku v polovin�� vývýšškyky
�� pro pro kvadrupkvadrupóólyly, iontov, iontovéé pasti, prpasti, pr��letovletovéé analyzanalyzáátorytory ((konstantnkonstantníí šíší��ka pka pííkuku))

R = m/R = m/∆∆∆∆∆∆∆∆mm

10% údolí FWHM



PP��esnost uresnost ur��eneníí hmotnostihmotnosti
�� vyjvyjáádd��eneníí schopnosti hmotnostnschopnosti hmotnostníího analyzho analyzáátoru urtoru ur��it sprit spráávnou vnou 

hodnotu m/zhodnotu m/z

�� NominNomináálnlníí hmotnosthmotnost –– zmzm����ena na pena na p��íístroji s jednotkovým stroji s jednotkovým ((nníízkýmzkým) ) 
rozlirozliššeneníímm
�� napnap��. odli. odlišíšíme od sebe ionty me od sebe ionty m/z m/z 500 od 501500 od 501

�� PP��esnesnáá hmotnosthmotnost –– zmzm����ena na pena na p��íístroji s vysokým rozlistroji s vysokým rozliššeneníím, m, 
pp��esnost se vyjadesnost se vyjad��uje v uje v ppmppm ((““pp��esnesnáá hmotnosthmotnost”” < 5 < 5 ppmppm))
�� napnap��. rozli. rozlišíšíme mme m/z /z 500 od 500.001500 od 500.001
�� leplepšíší pp��esnost uresnost ur��eneníí elementelementáárnrníího sloho složženeníí

�� KalibraceKalibrace
�� sese��íízenzeníí iontoviontovéé optiky tak, aby namoptiky tak, aby nam����enenéé spektrum smspektrum sm��si lsi láátek se tek se 

znznáámými pommými pom��ry mry m/z/z odpovodpovíídalo jejich teoretickým hodnotdalo jejich teoretickým hodnotáámm

KalibraKalibra��nníí smsm��si: si: polyethylenglykolypolyethylenglykoly, , klastryklastry NaINaI, , CsICsI, , smsm��si peptidsi peptid��, , UltramarkTMUltramarkTM
(f(fluorluorovanovanéé fosfazenyfosfazeny)), , komerkomer��nníí smsm��sisi



PraktickPraktickéé dd��sledkysledky

NNíízkzkéé rozlirozliššeneníí � �� � vysokvysokéé rozlirozliššeneníí

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



TandemovTandemováá hmotnostnhmotnostníí
spektrometrie spektrometrie 

�� MS/MS, MS/MS, MSMSnn

�� 1. separace iontu1. separace iontu
�� 2. fragmentace vybran2. fragmentace vybranéého iontuho iontu
�� 3. detekce fragment3. detekce fragment��

�� CID  CID  -- procesy v koliznprocesy v kolizníí celecele
�� urychlenurychleníí iontiont�� elektrickým polemelektrickým polem
�� srsráážžky iontky iont�� s neutrs neutráálnlníími molekulami mi molekulami ((NN22, Ar, , Ar, HeHe) ) v v 

koliznkolizníí cele cele –– zvyzvyššovováánníí energie energie ionion��
�� rozpad iontrozpad iont��

�� urur��ovováánníí struktury, specifickstruktury, specifickáá detekcedetekce



MS jako detektor v separaMS jako detektor v separa��nníích ch 
metodmetodááchch

�� OnOn--line spojenline spojeníí s s 
�� plynovou chromatografiplynovou chromatografiíí (GC/MS)(GC/MS)
�� kapalinovou chromatografikapalinovou chromatografiíí (HPLC/MS)(HPLC/MS)
�� kapilkapiláárnrníí zzóónovou elektrofornovou elektroforéézou (CZE/MS)zou (CZE/MS)

�� VýhodyVýhody
�� vysokvysokáá citlivostcitlivost
�� vysokvysokáá selektivitaselektivita
�� univerzuniverzáálnostlnost
�� kvantitativnkvantitativníí i kvalitativni kvalitativníí analýzaanalýza

�� NevýhodyNevýhody
�� vyvyššíšší cena pcena p��íístrojestroje
�� vyvyššíšší odbornodbornéé nnáároky na operroky na operáátoratora



GC/MSGC/MS
�� PrvnPrvníí chromatografickchromatografickáá metoda spojenmetoda spojenáá s MSs MS

�� malý prmalý pr��tok nosntok nosnéého plynu ho plynu –– kompatibilnkompatibilníí s MSs MS

�� InstrumentaceInstrumentace
�� iontoviontovéé zdroje: EI, CIzdroje: EI, CI
�� analyzanalyzáátory: Q, ITtory: Q, IT

�� AnalytyAnalyty::
�� mméénn�� polpoláárnrníí, term, termáálnln�� stabilnstabilníí, s n, s níízkou molekulovou hmotnostzkou molekulovou hmotnostíí

�� ŠŠiroce vyuiroce využžíívanvanáá technikatechnika
�� analýza sloanalýza složžitých smitých sm��ssíí (nap(nap��. . environmentenvironmentáálnlníí aa forenznforenzníí

analýzy)analýzy)
�� momožžnost prohlednost prohledáávat databvat databááze MS spekterze MS spekter –– rychlrychláá identifikace identifikace 

lláátektek



GC/MS zGC/MS zááznamznam



HPLC/MSHPLC/MS
�� SpojenSpojeníí HPLC pozdHPLC pozd��jiji

•• odpaodpa��eneníí –– velký objem plynu = technický problvelký objem plynu = technický probléémm
•• ��eeššeneníí –– API zdroje (APCI, APPI, ESI)API zdroje (APCI, APPI, ESI)

�� InstrumentaceInstrumentace
�� iontoviontovéé zdroje: zdroje: APCI, APPI, ESIAPCI, APPI, ESI
�� analyzanalyzáátory: Q, IT, tory: Q, IT, orbitraporbitrap, TOF, TOF

�� AnalytyAnalyty: : 
�� od malých molekul po od malých molekul po biopolymerybiopolymery
�� od mod máálo pollo poláárnrníích po iontovch po iontovéé
�� omezenomezen�� kompatibilnkompatibilníí MF s MF s pufrypufry a ionta iont--ppáárovými rovými 
��inidlyinidly

�� analýza potravin, lanalýza potravin, léé��iv, iv, proteomikaproteomika, atd.  , atd.  
�� Rychle se rozRychle se rozššii��ujujííccíí oblast MSoblast MS



CZE/MSCZE/MS
�� ZatZatíím mm máálo rozlo rozšíší��enenáá
�� Výhody Výhody 

�� velmi vysokvelmi vysokáá separasepara��nníí úú��innostinnost
�� analýza iontanalýza iont��
�� nníízkzkáá spotspot��eba vzorkueba vzorku

�� TechnickTechnickéé problprobléémymy
�� ovlivovliv��ovováánníí separasepara��nníího napho nap��ttíí a napa nap��ttíí zdrojezdroje
�� malmaláá kompatibilita separakompatibilita separa��nníích ch pufrpufr�� s MSs MS

�� AnalytyAnalyty
�� analýza peptidanalýza peptid��, identifikace protein, identifikace protein��



Historie MS v Historie MS v ��R (R (��SSR)SSR)
�� Konstrukce prvnKonstrukce prvníího hmotnostnho hmotnostníího spektrometru (1953)ho spektrometru (1953)

�� V. V. ��ermermáák, V. Hanuk, V. Hanušš, , ��. Jech, J. . Jech, J. CabicarCabicar
�� ÚÚstav fyzikstav fyzikáálnlníí chemie a elektrochemie chemie a elektrochemie ��SAVSAV

�� PrvnPrvníí komerkomer��nníí MS instrumentyMS instrumenty MMCHCH--13031303 (po(po��áátek 60.let)tek 60.let)
�� ÚÚstav fyzikstav fyzikáálnlníí chemie chemie ��SAVSAV
�� ÚÚstav organickstav organickéé chemie a biochemiechemie a biochemie



DD��kuji za pozornostkuji za pozornost


