Zaklady hmotnostni
spektrometrie



Hmotnostni spektrometrie

> Spektrometrické metody — metody
zalozené na interakci hmoty a zareni

> Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné
chemicka metoda, ktera vyuziva
elektrické a magneticke pole k separaci
habitych ¢astic s cilem uréit jejich
hmotnost (pomer m/z)



Organicka hmotnostni
spektrometrie

> Kvalitativni

« Kk charakterizaci (identifikaci) organickych
sloucenin na zakladé hmotnosti molekularnich
lontu, aduktu a fragmentu

« ke studiu reakci iontl v plynné fazi

» Kvantitativni

 pro kvantifikaci organickych sloucenin ve
vzorku na zaklade intenzity odezvy detektoru
pro vybrany ion nebo skupinu iontu



Zakladni pojmy

» Hmotnost (m)

o Da (Dalton), u — pocCet atomovych hmotnostnich
jednotek, Ciselné rovny molarni hmotnosti

e M/z — U€innd hmotnost
» Pocet naboju (z)
o Z - poCet elementarnich naboju (vétsinou 1)

> lonty pozitivni a negativni — NE kationty a
anionty

» Hmotnostni spektrometrie — NE spektroskopie



£ spektrum

AS
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hmotnostni
analyzator

> lontovy zdroj - pfevod neutralnich (i nabitych) latek na ionty v
plynné fazi

> Hmotnostni analyzator — separace iontu podle poméru m/z

> Detektor — detekce iontu



lontoveé zdroje

lentevy zaro) = prevedneutiinich(irnaniychNaiek maiony vV plyaReraz

» Neexistuje univerzalni ionizaéni technika pro
vSsechny molekuly, pro ruzné typy sloucenin jsou
vhodné ruzné ionizacni techniky

> Rozdéleni ionizacnich technik
e lTvrdé
o« Mékké
> lonty
s M+e > M+ +2e
« M+ HA > [M+H]* + A
« M+ B = [M-H] + HB

(Viz. nasledujici pfednagka M. Sandy)



Hmotnostni analyzétory

HMEOSinI analyzaier=—sej

WuZiva prRcipulpelyou Iz

» Hmotnostni analyzatory

o Skenujici - postupné
ﬁrOpOUStI IOntK ruzn ych 1000000
motnosti tor
kvadrup()l)

o Zadrzujici ionty — zachyti
lonty, pak je analyzuje
(iontova past, orbitrap,
ICR)

o Pruletovy — méfri Cas,
ktery potrebuji ionty k
pl'ek,OHaHI (_jane 1000 10000 100000 1000000
VZdalenOStl (TOF) hmotnostni rozsah

cyklotron

100000 orbitrap

sektorovy analyzator
TOF
10000

maximalni rozli§eni

kvadrupdl, iontova past
1000

Viz. pfednaska v 11:00 h



Detektory, vakuova technika

> Detektor - zarizeni prevadeéjici merenou velicinu
na elektricky proud

o MS — pfevadi proud nabitych ¢astic na elektricky
proud

o ICR a ORBITRAP vyjimka — nepotrebuji detektor —
signalem je proud indukovany ve sténé analyzatoru

» Vakuova Cerpadla
e Pro¢ vakuum?

Ve vakuu nedochazi ke srazkam iontt s neutralnimi
casticemi — zvysi se stfedni volna draha letu
« Dvojstupnova evakuace
o 1. pfedvakuum (100 — 0,1 Pa), rotaéni olejova pumpa

o 2. Vvysoké vakuum (0,1-10 Pa), difuzni pumpa,
turbomolekularni pumpa



Vakuova technika

difuzni pumpa

turbomolekularni pumpa
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Hmotnostni spektrum
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Hmotnostni spektrum

» Hmotnostni spekirum — grafické znazornéni zavislostsi
intenzity iontu na jejich poméru hmotnosti ku naboji (m/z)

> Kontinualni (profilové)
o zaznam detektoru
« umoznuje odecist Sirku
piku
» Centroidové (histogram)

« prevedeno na sloupcovy
graf
* prehlednéjsi

v Vv

 intenzita = vyska nebo
plocha piku

> Spektra normalizovana
e rozsahosyy—-0-100%
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|zotopoveé klastry

> lzotopy - atomy chemického prvku, které maji stejny pocet protonu,
ale rozdilny pocCet neutronu, tedy stejné atomove Cislo a rozdilnou
atomovou hmotnost

> Prirodni smési izotopu - zastoupeni izotopu jednotlivych prvku je
konstantni
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> Prvky
« X (monoizotopické): 19F, 23Na, 31P, 1271
e X+1: vodik (1H, 2H), uhlik (12C, 13C), dusik (14N, 15N)
o X+2: chlor (35ClI, 37Cl), brom (79Br, 81Br) kyslik (160, 180)



|zotopoveé klastry

> lzotopoveé slozeni viceatomoveho iontu je dano
kombinaci izotopoveho slozeni atomu, ktere jej tvofi
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|zotopoveé klastry
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Hmotnost iontu v MS

> Nominalni hmotnost: z celoCiselnych hmotnosti prvku (pf. CO,: 12u
+2 X 16U = 44 u)

» Monoizotopicka hmotnost Z gresn ych hmotnostni prvku nejvice
zastoupenych izotopu (pf. C 12.0000 + 2 x 15.9949 = 43.9898)

> Primérna hmotnost: vazeny pramér hmotnosti jednotlivych izotopu
podle jejich zastoupeni (pf. CO, : 12.01 + 2 x 16.00 = 44.01)

prumeérna: 5807.62

v
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Pt.: inzulin
C257H383N6507786

SHO4 B4

<+—— monoizotopicka: 5803.6377
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§ <«—— nominalni: 5801



Vicenasobné nabité ionty

[M + 3H]3+
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Dimery, multimery

100% +
[2M + H]*
2
M + H]*
1
50% +
10% 1
m/z

> | trimery, tetramerys,...
« diference o ,m"“




Rozliseni
» Mira separace dvou pfilehlych piku

> Rozliseni — 10% udoli
« nejmensi rozdil hmotnosti mezi stejné vysokymi piky, u nichz je vyska udoli
rovna definovanému zlomku vysky pikd (napf. 10% udoli)
« pro sektorové pristroje (konstantni rozliSeni pro cely hmotnostni rozsah)

> Rozliseni — FWHM (full width at half maximum)
« pomér hmotnosti iontu a Sifky jeho piku v poloviné vysky
« pro kvadrupOly, iontové pasti, praletové analyzatory (konstantni Sifka piku)

100% + h 1h0% udoli 100%t FWHM
10% £ \ 10% | } k
Am Am




Presnost urceni hmotnosti

vyjadreni schopnosti hmotnostniho analyzatoru urcit spravnou
hodnotu m/z

Nominalni hmotnost — zmeéfena na pfristroji s jednotkovym (nizkym)
rozliSenim
« napf. odliSime od sebe ionty m/z 500 od 501

Pfesna hmotnost — zmérena na pfistroji s vysokym rozlisenim,
presnost se vyjadfuje v ppm (“pfesna hmotnost” < 5 ppm)

« napf. rozlisime m/z 500 od 500.001
o lepsi presnost ur€eni elementarniho slozeni

Kalibrace

o sefizeni iontové optiky tak, aby namérené spektrum smési latek se
znamymi poméry m/z odpovidalo jejich teoretickym hodnotam

Kalibracni smési: polyethylenglykoly, klastry Nal, Csl, smési peptidd, UltramarkTM
(fluorované fosfazeny), komeréni smési



Praktické dusledky

Priklad: paclitaxel
C,HsNO,, (Mw 853.3)
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Nizké rozliseni <> vysoke rozliseni



Tandemova hmotnostni

spektrometrie
» MS/MS, MSn
o 1. separace iontu
« 2. fragmentace vybraného iontu
« 3. detekce fragmentu

iontovy
zdroj

kolizni
cela

i
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» CID - procesy v kolizni cele
 urychleni iontu elektirickym polem
 srazky iontu s neutralnimi molekulami (N,, Ar, He) v
kolizni cele — zvysovani energie ionu
o rozpad iontu

» urCovani struktury, specificka detekce

analyzator 1

analyzator 2




MS jako detektor v separacnich

metodach

» On-line spojeni s

« plynovou chromatografii (GC/MS)

« kapalinovou chromatografii (HPLC/MS)

o kapilarni zonovou elektroforézou (CZE/MS)
» Vyhody

e Vysoka citlivost

o Vysoka selektivita

o univerzalnost

o kvantitativni i kvalitativni analyza

» Nevyhody
e VYSSi cena pfistroje
« VySsi odborné naroky na operatora



GC/MS

» Prvni chromatograficka metoda spojena s MS
o maly prutok nosného plynu — kompatibilni s MS

> Instrumentace
 iontove zdroje: El, CI
« analyzatory: Q, IT

> Analyty:
o mMéneé polarni, termalné stabilni, s nizkou molekulovou hmotnosti

> Siroce vyuZivana technika

« analyza slozitych smési (napf. environmentalni a forenzni
analyzy)

o Mmoznost prohledavat databaze MS spekter — rychla identifikace
latek
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HPLC/MS

» Spojeni HPLC pozdéji
« odpareni — velky objem plynu = technicky problém
« feSeni — API zdroje (APCI, APPI, ESI)
> Instrumentace
« iontove zdroje: APCI, APPI, ESI
o analyzatory: Q, IT, orbitrap, TOF

> Analyty:
« 0d malych molekul po biopolymery
« 0d malo polarnich po iontové
o omezené kompatibilni MF s pufry a iont-parovymi
¢inidly
« analyza potravin, IéCiv, proteomika, atd.
> Rychle se rozsifujici oblast MS



CZE/MS

» Zatim malo rozsirena
» Vyhody
« velmi vysoka separacni u€innost
« analyza iontu
 nizka spotieba vzorku
» Technické problemy
« ovlivhovani separacniho napéti a napéti zdroje
« mala kompatibilita separacnich pufru s MS

> Analyty
« analyza peptidu, identifikace proteinu



Historie MS v CR (CSSR

> Konstrukce prvniho hmotnostniho spektrometru (1953)

. V. Cermék, V. Hanu§, C. Jech, J. Cabicar
o Ustav fyzikalni chemie a elektrochemie CSAV

P
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Obr. 1. Schéma trubice hmotového spekirometru.
il hirad fonth, P, P, - pfivody k difuenim v
ovd mérky, D~ Qinfrgms, Po - pélovd ndetav.

> Prvni komeréni MS instrumenty MCH-1303 (pocatek 60.let)

. Ustav fyzikalni chemie CSAV
« Ustav organické chemie a biochemie



Dekuji za pozornost



