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Hmotnostni spektrometrie ( MS, Mass Spectrometry )
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Hmotnostni spektrometrie ( MS, Mass Spectrometry )

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemickd metoda analyzy latek
spocivajici v pfevedeni latek na plynné ionty, jejich rozdéleni dle naboje a
hmotnosti interakci s magnetickym a elektrickym polem, a nasledné detekci

odrazejici jejich mnozstvi.

Hmotnostni spektrometrie neni spektralni metodou (nedochazi k interakci s
elektromagnetickym zafenim), avSak pro podobnost vystupu se mezi spektralni

metody formalné fadi.

Termin ,hmotnostni spektroskopie® je zcela nespravny.

Definitions of terms relating to mass spectrometry (IUPAC Recommendations 2013)
Pure Appl. Chem., 2013, 85 (7), 1515-1609. http://dx.doi.org/10.1351/PAC-REC-06-04-06

Mass Spec Terms Project http://mass-spec.lsu.edu/msterms/index.php/Main_Page




Hmotnostni spektrometrie (MS, M ass Spectrometry )

Vyhody

» vysoka citlivost

» rozsahlé databaze malych molekul

 informace o velikosti molekuly a jejich fragmentu

« variabilita MS experimentu; od identifikace malych molekul
po ,sekvenovani“ proteinu a nukleovych kyselin; od plynnych a
kapalnych vzorku po skenovani povrchu

Nevyhody

 destruktivni metoda (obvyklé mnozstvi vzorku jsou ng az ug)
» vysoké pofizovaci a provozni naklady
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Hmotnostni spektrometrie v analyze

organickych latek a biomolekul
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Hmotnostni spektrometr

je iontové-optické zafizeni, které rozliSuje ionty podle hodnoty poméru m/z

m ... je relativni hmotnost iontu, z ... je mnozstvi naboje iontu bez udané polarity

m/z ... (Od oznaceni Thomson (Th) ¢i mass-to-charge se upousti).

Zkratka vyjadfuje bezrozmérné mnozstvi vzniklé vydélenim hmotnosti iontu
atomovou hmotnostni jednotkou a jeho nabojem (bez ohledu na jeho
znameénko).

Dalton (Da) 1 Da=1u=1.6605402(10)x1027 kg

= atomové hmotnostni jednotce u (unified atomic mass unit, = 1/12 hmotnosti 12C)
NejCastéji se pouziva v biologii pro molekulové hmotnosti proteint (kDa)



Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr se sklada z nékolika zakladnich Casti:

Vstup

vzorku

lonizace a

zplynéni

Separace

iontd

Detekce

iontd

Hmotnostni

spektrum

Primy vstup nebo spojeni s plynovou (GC-MS) ¢i kapalinovou
(LC-MS) chromatografii; téz TLC-MS

Zasadni vliv na ziskana data (informace) a vyuzitelnost MS

Hmotnostni analyzator. Separatoru je obvykle fazeno vice, bud
pro zvyseni rozliseni nebo pro snadné méreni MS-MS, MSn,
nebo pro reakce iontl



Hmotnostni spektrum ( MS spektrum )

Zobrazuje zavislost intenzity iontd daného m/z.
Intenzita daného iontu odrazi jeho mnozstvi v ionizovaném vzorku.

Spektrum se normalizuje k zakladnimu piku (base peak, nejintenzivnéjsi pik spektra).

Ziskané profilové (kontinualni) spektrum
» gaussovsky tvar piku

> kontrola kvality zaznamu

> velké mnozstvi dat

se obvykle prevadi na ¢arové (centroidalni)
spektrum.

» pozice Cary odpovida stredu piku

> intenzita ploSe Ci vySce piku

» mensi mnozstvi dat

1 > nelze prevézt zpét na profilové spektrum

5504 5506 5505 5810 5812 2514 9516




Hmotnostni spektrum ( MS spektrum )

lon prekurzoru - ion, ktery reaguje za vzniku konkrétnich produktovych iontu
(od terminu ,rodi¢ovsky ion“ se upousti).

Produktovy ion - vznika jako produkt po reakci z jednotlivych iont( prekurzoru
disociaci (fragmentovy ion), reakci iontu s molekulou, nebo zménou poctu naboju.
(od terminu "dcefiny ion,, se upousti).

Fragmentovy ion - produktovy ion vznikly disociaci iontu prekurzoru.

Aduktovy ion - ion tvofeny interakci iontu s jednim ¢i vice atomy nebo molekulami,
napf.: [M+Na]*, [M+K]*, [M+CI]-, atd. (tzv. kvazi- ¢i pseudo-molekulové ionty)

Molekulovy ion - lon vznikly odtrzenim jednoho ¢i vice elektront z molekuly (vznik
pozitivniho iontu) nebo pfidanim jednoho ¢i vice elektrond k molekule (vznik
negativniho iontu).

Isotopovy ion ( isotopove satelity )
lonty stejného prvkového slozeni, liSici se slozenim isotopovym.



Hmotnostni spektrum

Prvek je definovan pfirozenym zastoupenim isotopu
stejného protonového Cisla. Isotopy prvku se liSi poc-

tem neutrond v jadfe (atomovym ¢islem), tj. hmotnosti .

Exact mass
iont( Napr.. _ _ _
uhlik obsahuje 98,90 % isotopu 12C a 1,10 isotopu 13C
|
i m (+2C) = 12,0000000
m (+3C) = 13,0033548
Sumarni

Prameérna hmotnost uhliku
= 0,989 *m (12C) + 0,011 *m (13C) = 12,011

vzorec iontu

1

Stuperi V hmotnostni spektrometrii
nenasycenosti

se isotopy prvk 0 rozliSuji




Molekulovy ion  [M]*
1. lon s nejvySSim m/z ve spektru muze, ale nemusi byt molekulovy
2. Molekulovy ion je vzdy ion-radikal s lichym poc¢tem elektronu

3. Z molekuly se odStépuji smysluplné fragmenty
radikaly m/z 15, 29, 43 (alkyl), 19 (F), 35 (CI), 79 (Br), 31 (OCHy,), aj.
nebo molekuly 18 (H,0), 20 (HF), 28 (CO nebo C,H, nebo N,), 32
(CH,0H), 36 (HCI) aj.

4. Zakazané ztraty: m/z = 3 — 14, 21 — 25 neodpovidaji zadné realné
fragmentaci molekulového iontu

5. Dusikoveé pravidlo: vzhledem k tomu, ze dusik je trojvazny, ale jeho
majoritni isotop (**N) ma sudou nominalni hmotnost pak dle poctu
dusikd v molekule pozorujeme nominalni hmotnosti:

a) lichy pocet = lichy M* a sudé fragmenty
b) sudy pocCet nebo zadny dusik = sudy M+ a liché fragmenty

\J
Molekulova hmotnost > Sumarni vzorec molekuly




Average mass M, Pramérna hmotnost ~ Molarni hmotnost

Hmotnost iontu nebo molekuly zohlednujici isotopové slozeni.

Exact mass Spravna hmotnost

Vypocitana hmotnost iontu nebo molekuly daného isotopového slozeni.

Accurate mass P Fesna hmotnost
Experimentalné stanovena hmotnost iontu 0 znamém naboji. Nezaménovat s

predchozi. Lze vyuzit pro stanoveni elementarniho slozeni iontu.

Monoisotopic mass  My,ono Monoisotopicka hmotnost
Exact hmotnost iontu nebo molekuly vypoétena uzitim hmotnosti nejvice
zastoupeného isotopu pro kazdy prvek.

Nominal mass Nominalni hmotnost
Hmotnost iontu nebo molekuly vypoc&tena uzitim hmotnosti nejvice zastoupeného
isotopu pro kazdy prvek zaokrouhlenou na celé Cislo.



Spektrometry s nizkym rozliSenim umoznuji rozliSit ionty liSici se alesporno m/z>1
m/z (C,H,) = 28 m/z (CO) = 28 m/z (N,) = 28

Spektrometry s vysokym rozliSenim umoznuji rozliSit i ionty o stejné nominalni
hmotnosti.

m/z (C,H,) = 28,0313 m/z (CO) = 27,9949 m/z (N,) = 28,0062

RozliSovaci schopnost (RP)

RP = m/z dva stejné vysoké piky jednotkového naboje
T miz + Am/z majici prekryv s Gdolim v 10% jejich vysky
téz pouzivano
RP = m/z Am/z je Sirka piku m/z v 50% jeho vysky.

Am/z (téz se pouziva v 5% cCi v 0,5% jeho vysky)



ESI (nanoelectrospray) MS spektrum apomyoglobinu (ko nské srdce)

Relative intensity/%
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Hmotnostni spektrum (ESI *+) hemoglobinu
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Hmotnostni spektrum (ESI *+) hemoglobinu
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Hmotnostni spektrum
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Prirodni zastoupeni isotopu prvkd béznych organickych sloucenin

»M »M+1" »M+2"
Prvek Typ
Myowm %o Myowm %0 Myowm %o

H 1 100 2 0,015 M
C 12 100 13 1,1 JM+1"
N 14 100 15 0,37 JM+1“
@) 16 100 17 0,04 18 0,2 M+2

F 19 100 »M*
Si 28 100 29 51 30 3,4 JM+2¢

31 100 M
S 32 100 33 0,79 34 4,4 ,M+2¢
Cl 35 100 37 32 ,M+2¢
Br 79 100 81 97,3 ,M+2¢

I 127 100 »M*




Nominal mass

m/z (C,H,) = 28

Exact mass

m/z (C,H,) = 28,0313

Isotopove klastry (%)

28 ... 100
29 ... 22272
30... 0.0131

31... O

m/z (CO) = 28

m/z (CO) = 27,9949

28 ... 100

29 ... 11217
30 ... 0.2009
31... 0.0022

m/z (N,) = 28

m/z (N,) = 28,0062

28 ... 100
29 ... 0.7226
30... 0.0013
31... O



Isotopovy klastr - Skupina pikl reprezentujici ionty stejného prvkového slozenti,
liSici se vSak odliSnym isotopovym slozenim.

Accurate monoisotopic mass = 5803,64
Exact monoisotopic mass = 5803,637648

N s s

Average mass = 5807,59

Exact mass Average mass

2C= 12,000000 C= 12,011

IH=  1,007825 H= 1,008
UN= 14,003074 N= 14,007
Q= 15,994915 O= 15,999
328 = 31,972071 S = 32065

AVR ./\,Aﬁ.

<«——— Nominal mass = 5801

=
i
—

T
S=04 S202 2212 521G



Hmotnostni spektrum

Presna hmotnost molekularniho iontu s nabojem

z=1

Hmotnost molekularniho iontu s nabojem

z>1

Isotopovy klastr

Empiricky

Elementarni analyza —
vzorec

/

NMR ( stanoveni molarni hmotnosti ) /

v

Sumarni
vzorec




Sumarni vzorec = Molekulovy vzorec

udava prvky z nichz se latka sklada a skutecny pocet jejich atomU v molekule
slouceniny.

Stechiometricky vzorec

udava pouze pomér atomu v slouceniné, tj. bez ohledu na skuteény pocet
atomud v molekule.

Empiricky stechiometricky vzorec = Empiricky vzorec

stechiometricky vzorec nezname slouceniny stanoveny kvantitativni prvkovou
analyzou (napfr.: elementarni analyzou).

Konstitu €éni vzorec

V konstituénim vzorci zobrazuje spojeni jednotlivych atomt pomoci jednoduchych,
zdvojenych Ci ztrojenych usecCek (v pfipadé potreby zakfivenych €ar), znazornuijici
vazby mezi atomy (jednoduché, dvojné ci trojné vazby). Pfitom délka spojovacich
usecek a uhly mezi sousednimi useCkami nevyjadruji ani skutecnou delku vazeb v
molekuly, ani skute¢né uhly mezi vazbami.



[ Ekvivalent dvojnych vazeb (DBE) }

Cislo (stupefi) nenasycenosti (UN ... Unsaturation Number )
Ekvivalent dvojnych vazeb ( BDE ... Double Bond Ekvivalent)
Ekvivalent dvojnych vazeb a ( RDBE ... Ring Double Bond Ekvivalent )
kruht (EDK) ( PBoR ... Pi Bonds or Rings)

DBE odrazi kolik je v molekule daného sumarniho vzorce nasobnych vazeb a cyklui

> Informace o poctu cyklu a nasobnych vazeb
» Test na funkéni skupiny a substruktury

» Qvéreni spravnosti sumarniho vzorce



[ Vypo et DBE ze zname struktury }

DBE = pocet dvojnych vazeb + pocet cykli + 2 * pocet trojnych vazeb

=N NO, o
H.CT NP cooH HSC%<\__/) O U

HO

Nj @::NH °%° @
C(/NH \ H,C CH, OH

3

Q COOH
N,
L et
CHO O,N

PT'QE€ET v T°L°L'E'E 9 ¢ Juagay



[ Ekvivalent dvojnych vazeb (DBE) ze suméarnihovz orce }

Obecné vzorce neobsahuji vSechny prvky ani jejich mozné valence

pro CHONX, (X=F,Cl,Br,I) DBE = a—(b+e)/2+d/2+1

Obsahuje-li sumarni vzorec prvky, které mohou nabyvat ruznych vaznosti,

napf. sira je dvojvazna v sulfidech, Ctyfvazna v sulfoxidech a Sestivazna v
sulfonovych kyselinach, dusik je trojvazny v aminech ¢i pyridinu, ale pétivazny
v nitroderivatech,

pak je nutné uvazovat vSechny moznosti, a zde bézné vzorce selhavaji.



[ Ekvivalent dvojnych vazeb (DBE) ze suméarnihovz orce }

Vypocet DBE uvahou nad vaznosti obsazenych prvku:

1. Spocitejme valence vicevaznych atomud (dvouvazné lze vynechat).

napr.. CgH,,ClO, .. 6%4=24
naptr.. C, ,H;;F;N,0O, .. 12*4+2*3=54
2. Odectéme valence nezbytné k jejich propojeni; pro n atomu je to 2*(n-1) valenci.
napr.. CH,,ClO, .. 24-2*6-1)=14
napf.. C,,H;;F;N,O, . 54-2*(14-1)=28
3. Odedteme pocet valenci jednovaznych atomd.
napr.. C.H,,ClO, .. 14-12=2
napr.. C,H;;F;N,O, ... 28-14=14

4. Zbylé valence vydélime dvémi.
napr.. CgsH,,ClO, .. 212=1 BDE =1
naptr.. C,,H;;F;N,0O, Lo 14/2=7 BDE =7



Interpretace DBE }

Hodnota DBE musi byt celé kladné ¢€islo nebo nula. Pokud ji nema je sumarni
vzorec nespravny.

« DBE=0
Molekula neobsahuje zadnou nasobnou vazbu ani zadny cyklus.

« DBE=1
Molekula obsahuje jednu dvojnou vazbu nebo jeden cyklus.

« DBE=2
Molekula obsahuje dvé dvojné vazby nebo dva cykly nebo jednu dvojnou
vazbu a jeden cyklus nebo jednu trojnou vazbu.

« DBE=3
Molekula obsahuje 0 — 3 dvojné vazby, 0 — 3 cykly, 0 — 1 trojné vazby
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Elementarni analyza  ( EA, Elemental analysis )

Elementarni analyza poskytuje hmotnostni podil jednotlivych prvkd v analyzovaném
vzorku. Obvykle vyjadfen v hmotnostnich procentech.

Je-li vzorek Cistou latkou, pak obsah odpovida hmotnostnimu podilu jednotlivych
prvkd v molekule dané latky. Je-li znam sumarni ¢i alesporn empiricky vzorec latky Ize
hmotnostni podily snadno vypocitat.

Vypo €et ze sumarniho vzorce

. 12 * A(C) * 100
napr.: C,,H;;F;N,O, %C = M. (C If ?:N o) = 52,93
r 12" 117 3" V2~2

11 * A(H) * 100 3* A (F) * 100
%H = = 4,07 %F = = 20,95
Mr (C12H11F3N202) Mr (C12H11F3N202)

2*A(N)* 100 2*A(0)*100

r r

%N = = 10,29 %0 = =11,76
M, (C,,H,;F3N,0,) M, (C,,H;F3N,0,)




Elementarni analyza > [ Empiricky vzorec }

EA

53,15 %C | 4,12 %H | 10,05 %N | 21,74 %F |=10,94 %0

Pokud latka obsahuje jiz jen jeden prvek, ktery je znam (napf. kyslik), 1ze jeho
obsah dopocitat a ziskat tak Uplny empiricky vzorec.

Pokud latka obsahuje neznamy prvek nebo nedistotu neobsahujici stanovované
prvky, pak ziskame pouze molarni pomér stanovovanych prvkd v molekule.

Pokud latka obsahuje neznamou necistotu obsahujici stanovované prvky, pak je
interpretace nemozna.

Pokud experimentalni EA neodpovida oekavané, pak je vhodné zvazit existenci
solvatll — latky pro EA jsou obvykle Cistény krystalizaci. EA smési latek Ize
vypocist analogicky jako u Cistych latek jen je nutné zahrnout jejich obsah, napf.:
C,,H,,F3N,0,.%2CHCI; budeme uvazovat jako molekulu C,, sH,, sF3N,O,Cl, 5

K ovéreni ,spravnosti“ vypocteného vzorce lze vyuzit: a) zpétny vypocCet obsahu
prvkd; b) hodnotu DBE, ktera musi byt celoCiselna; c) NMR spektra; d) MS data.




Elementarni analyza

> { Empiricky vzorec ]

EA 53,15 %C |4,12 %H | 10,05 %N | 21,74 %F |=10,94 %0 DBE
A 12,011 1,008 14,007 18,998 15,999

EATA, 4 425 4,087 0,717 1,144 0,684

/ min 6,17 5,70 1,00 1,60 0,95

zokrouhlit | 6 6 1 2 1 3,5
EA calc 49,32 % 414 % 9,59 % 26,00 % 10,95 %

rozdil EA -3,83 +0,02 -0,46 +4.26 +0,01

* 2 12,34 11,40 2,00 3,20 1,90

zokrouhlit | 12 11 2 3 2 7,0
EA calc 52,93 % 407 % 10,29 % 20,95 % 11,76 %

rozdil EA -0,22 -0,05 +0,24 -0,79 +0,82

* 4 24.68 22.80 4.00 6,40 3,80

zokrouhlit | 25 23 4 6 4 13,5
EA calc 53,84 % 416 % 10,05 % 20,46 % 11,48 %

rozdil EA +0,69 +0,04 0,00 -1,28 +0,54




Elementarni analyza  ( EA, Elemental analysis )

Limity elementarni analyzy

%C (alkenu) — %C (alkanu)

o 10

20 30 40 50 60 70 80 90

100




