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Electron Impact (El)
Vhodna pro malé tékave stabilni latky do 1 kDa; tvrda ionizace poskytujici znacnou
fragmentaci — informace o struktufe — vhodna pro strukturni analyzu.

Chemical lonization (ClI)
Vhodna pro malé tékave latky do 1 kDa; mékka ionizace obvykle poskytujici
pseudo-molekulovy ion [M+H]*

Electrospray (ESI)

Vhodna pro netékave latky do 200 kDa (peptidy, proteiny), mékka ionizace, ¢asto
poskytujici ionty majici vice naboju [M+nH]"*

Fast Atom Bombardment (FAB)

Vhodna pro netékaveé latky do 6 kDa (sacharidy, organokovy, peptidy), vyzaduje
viskdzni matrici, mékka ionizace, ale tvrdSi nez ESI nebo MALDI.

Matrix Assisted Laser Desorption (MALDI)
Vhodna pro netékavé latky do 500 kDa (peptidy, proteiny, nukleotidy), vyZaduje
pevnou matrici, mékka ionizace.

APCI, APPI, ... a desitky dalSich



Molekulovy ion  [M]*

1. lon s nejvySSim m/z ve spektru muze, ale nemusi byt molekulovy
2. Molekulovy ion je vzdy ion-radikal (pfi El ionizaci) s lichym poctem 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,0OH), 36
(HCI) aj.

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

molekulového iontu

5. Je vhodné vyuzit ioniza¢nich technik rdzné tvrdosti.



Dusikové pravidlo

Na rozdil od béznych prvka (C, H, N, O, F, Si, P, S, Cl, Br, |) je dusik je trojvazny,
ale jeho majoritni isotop (1*N) ma sudou nominalni hmotnost.

Dle poctu dusikd v molekule pak tedy pozorujeme nominalni hmotnosti M* iontu
a) lichy pocet dusikt = lichy M* a sudé fragmenty
b) sudy pocCet nebo zadny dusik = sudy M* a liché fragmenty

Pro pfipady pseudo-molekulovych iontd
[M+H]*, [M-H], [M+Na]*, [M+CH,CO,],, [M+NH,]", ...

je potfeba modifikace dusikového pravidla zfejma.



Vyuziti isotopovych iont G M+1

Odhad po €tu uhlik G

1. Pokud intenzita m/z polozena rovna 100, pak intenzita piku (m/z + 1)
délena 1,1 (tj. pfirozenym zastoupenim izotopu 13C) dava odhad poctu

uhlik( v iontu m/z.

2. Hodnota je pfiblizna (+/- 1 uhlik), je potfeba zvazit vice moznosti.

Hledani molekulového iontu

Vypoctenim pfiblizné hodnoty poctu uhlikd z dvojice M* a [M+1]* Ize
odhadnout molarni hmotnost molekuly, ktera musi korespondovat s m/z

posuzovanych iontd. Pocet vodikd a halogenu nesmi byt vétsi nez 2C+2.



Vyuziti isotopovych iont G M+2

Odhad po étu M+2 prvk G

Nejprve Cl (32,0 %) a Br (97,3 %)
Nasledné S (4,4 %) a Si (3,4 %)
Kyslik obtizné (0,2 %)

Zvazit moznost mené béznych prvki

Neopomenout isotopy 13C

Prispévek izotop G 13C k intenzit é ionta M+1, M+2, M+3

Pocet C M+1 M+2 Pocet C M+1 M+2 M+3
C1 1.1 0.00 C10 1.0 0.54 -
C2 2.2 0.01 C15 16.5 1.3 -
C3 3.3 0.04 cC20 22.0 2.3 0.2
C4 4.4 0.07 C50 55.0 15.0 2.6

C5 5.9 0.12 C100 110.0 60.0 22.0
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rel. abundance (%)

Br,Cl

(1,000 35Cl + 0,320 37Cl ) » ( 1,000 7°Br + 0,973 8Br ) « ( 1,000 7°Br + 0,973 81Br ) =

1,000 « 1,000 « 1,000 3>CI"°Br’°Br + 1,000 44
0,320 « 1,000 « 1,000 3’CI"®Br"®Br +
1,000 « 1,000 « 0,973 35CI"°Br81Br + } 2,266 100
1,000 « 0,973 « 1,000 3>CI81Br°Br +
0,320 « 1,000 « 0,973 3’CI"®Bré'Br +
0,320 « 0,973 « 1,000 3’CIB1Br®Br + } 1,569 69
1,000 « 0,973 « 0,973 3>CI81Br8iBr +
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Vypo €et isotopového klastru
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Typicka fragmentace nerozvétvenych alkanu.
m/z = 15 (methyl), 29 (ethyl), 43 (propyl), 57 (butyl).

vétveni ovlivni fragmentaci.

vice methyld - M-15 ion (m/z = 71) je intenzivné;Si
ztrata butylu (m/z = 57) témér chybi

dominantni je C;H, (M/z = 42)

cyklicky uhlovodik ma stabiln&jSi molekulovy ion
zakladni pik m/z=56 dusledkem ztraty ethenu
alkenylové kationty m/z = 41 a 27 jsou intenzivnéjsi
ztrata CH, (m/z = 69) dusledkem presmyku vodiku



Aromatické latky maji velmi stabilni molekulovy pik;

¢asto vicenasobné nabity.
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alkylovy fetézec m/z = 29 (27), 43 (41), 57
slaby molekulovy ion, pfitomnost M-H
ztrata CO ...m/z =86 - 58 = 28
ztrata C;H, ...M/z2=86-42 =44

IntenzivnéjSi molekulovy ion
fragmentace u ketoskupiny
C,H,—COCH; ... m/z=43 a43
C;H,CO—CH; ... m/z=71a15

IntenzivnéjSi molekulovy ion
fragmentace u ketoskupiny
C,H.—COC,H; ... m/z=29 a57
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 pro alkoholy typické m/z = 31
o ztrata vody m/z=88-18 =70
 ztrata ethenu m/z =70 — 28 = 42

« alpha-fragmentace -C,H. ... m/z = 88 — 29 = 59
e ztrata vody m/z =59 — 18 =41

* silny molekulovy pik

o silny M+2um/z =92, 75 a 47

« C,H—SC,H, ... m/z=29a61
* M-CH; 2> m/z=75

* M-C,H, 2> m/z=62

* 62-CH; > m/iz=47



Ethery

relatve abundance

100 - 4

Al |

Al - 15

'q'l:l' Eil:l

200 ‘

I I I ||||"| o II I
— — — — — — —

] (L =I L (i F--

mass/charge (m/z)

CHa-

45

-CH,—0—CHs

M’z = B0




1-aminopentane

100
A e CH3(CHz)aMHz
21 &0
. . L
5| o  slaby molekularni ion
o T « alpha-fragmentace m/z=30 M - CH,NH,
% 20
|1| Mt
I:i 1 II || IIIIIlIIII T + T 1 1 EI?I

mfz 0 20 40 &0 20 100

2-aminopentane

100
m‘ [CaHs)aCHMHZ 7
21 20
m
| eo  slaby molekulovy ion
2| g « alpha-fragmentace M - C,H. > m/z = 58
E . » ztrata amoniaku 58 - NH, > m/z = 41
‘mf 20
u |'|_|'|'|_'
I:i 1 II l! I|IIIII T III 1 1 EI?

iz 0 20 40 &0 g0 100

j100 pipe;i‘tdiﬂe

o a4 we iz L2 . -
L wt| cyklicka latka dava dobry molekulovy pik m/z = 85
= - s
H I 5657 #* | e« alpha-fragmentace vodiku > M-H - m/z = 84
<L , -

w| 40 44 « ztrata ethylu Ci ethenu - m/z =56 a 57
S I Jm “| . ztrata allylu M - C;H, > m/z = 44

i1}
(1

] || .|+|




L2l = U

0zl 6 [

|
I--m_TIz--fu--

H i
£ = Zju
I|_,_,_|fu “HO*HDEHD
H 0Of

(zrw) abieyyssewl

H ﬂ = o0 o £ =
= = = = = = = =
1 1 — 1 1 _- 1 1 ——_ —_ __ 1 1 1 _”_ w
T )
121 e
- 09 m.
|6 4
0z =5
- QoL @
rF
{z/w) ablpyxyssewl
m oo (up] £ b
= = = = = =
1 1 1 |— 1 1 1 l.-_- .-.- 1 1 _”_ m
£ toz &
=
-0 g
=
- 08§
=1
T02 £
EHOEHDEHD ™ - L ooy 2

0




ethyl acetate
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HCOM{CHI)2 4y

73
M

slaby molekulovy pik

alpha-fragmentace M - C,H.O - m/z = 43
kuriosni ztrata vody m/z =88 - 18 =70
alpha-fragmentace CH,—CO,C,H; > m/z 15 a 73
slabe CH;a C,H, > m/z=15a29

Isomerni ester
* silnéjSi molekulovy pik
alpha-fragmentace M - CH,O - m/z = 57

stabilni molekulovy pik m/z =73
alpha-fragmentace M - HCO - m/z = 44



U nizSich karboxylovych kyselin jsou dominantni piky:
M-OH,t. M- 17

aM-CO,H, tj. M - 45
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Halogenderivaty

relative intensity
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Common Small lons

m/z
15 Da
17
18
19
26
27
28
29
30
31
33
34
35(37)
36(38)
39
41
42
43
44
46
56
57
60
79(81)
80(82)
91
127
128

composition
CH,

OH

H,O

H,O, F

C,H,, CN
C,H,

C,H,, CO, H,CN
C,H,, CHO
CH,NH,
CH,O

SH, CH,F
H,S

Cl

HCI

C;H,

C;Hs, C,H;N
C;H,, C,H,0, C,H,N
C;H,, CH,CO
C,H,0

NO,

C,Hg

C,H,
CH,CO,

Br

HBr

CH;

HI

Common Neutral Fragments
mass loss
1 Da
15
17
18
19
20
27
28
30
31
32
33
33
35(37)
36(38)
42
43
44
45
55
57
59
60
64
79(81)
80(82)
127
128

composition

H

CH,

OH

H,0

F

HF

C,H,, HCN
C,H,, CO
CH,0

CH,O

CH,0, S

CH, + H,0, HS
H,S

cl

HCI

C4Hg, C,H,0, C,H,N
C,H,, CH,CO
C0,0, CONH,
C,H:0

C,H,

C,H,

C,H,0,
C,H,0,

SO,

Br

HBr

HI



Collision induced dissociation (CDI) MS/MS, MS2?, ... MSn

Vhodné pro ziskani strukturnich informaci a studium fragmentacnich cest

<Z @ X

Analyzator 1 Kolizni ¢ast Analyzator 2 Spektrum
Vybér iontu Fragmentace Separace iontu
: . MS/MS
( prekurzoru ) jontu ( produktu )

Q77 Q7275
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abundance

42 M/Z abund

87 3.2
S 55 88 1.5
89 0.1
70
17 817
n a[, I Ill l| 1] l...

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Molekulovy ion

Normalizace m/z 87 (100 %), 88 (46,9 %), 89 (3,1 %) > 46,9/1,1 = 42,6 uhlikd
42*12 = 504, ale m/z je pouze 87 - m/z 87 neni molekulovy pik

Normalizace m/z 88 (100 %), 89 (6,7 %) - 6,7/1,1 = 6,1 uhlik{

5*12 = 60 (5,5 % M+1) ... C.H,, (DBE = -8), C.N, (DBE = 7), C.H,,0 (DBE = 0),

6*12 = 72 (6,6 % M+1) ... C,H, (DBE = -1), C,O (DBE = 7)
o4 —
7+12 = 84 (7,7 % M+1) ... M+ =88 m/z



abundance
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Fragmenty Ztraty
17 OH 1 H
29 C,H;, CHO 18 H,O
31 CH,OH 33 H,O a CH,
42 C;H,, C,H,O 46 CH,CH,OH
55 C,H- 57 CH,CH,CH,CH,
70 C.Hy,
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Relative abundance

2

32 39, 45

58

69
I

M/Z

81
84 82
83
84
85
86

6

4,4 % pro M+2 -> jedna sira ...

0

80 100

tézmao0,8 % M+1

(51-0,8)/1,1=3,9 uhlikd

M* =84 —uhliky (4*12) —sira(1*32) =4 vodiky

DBE pro C,H,S =3

abund
3.8
2.7
6.3

100.0
5.1
4.4
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45 : 45 CHS
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