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HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

- samostatné - strukturni analyza, identifikace latek
- kvalitativni i kvantitativni detekce v GC a LC
- prvkova analyza - kombinace s ICP

- pyrolyzni hmotnostni spektrometrie

- analyza polutantu v zivotnim prostredi

- farmakokineticke studie

- kvantifikace proteinu - priony

- analyza nukleovych kyselin

- analyza potravin

- detekce vybusnin, drog ...

- pouziti vnitrniho standardu




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE
- MS - mass spectrometry

- MS - mass spectrometer

- MS - mass spectrum

- destruktivni metoda, ale zcela minimalni spotreba
vzorku - bézne mikrogramy

SPEKTROMETR - iontové-opticke zarizeni
- separace iontu podle m/z



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

MILNIKY

- 1899 - pocatky hmotnostni spektrometrie

- cca 1940 - pouziti v petrochemickém prumysilu

- 1946 - TOF MS - ,,time of flight“

- 1953 - kvadrupolova MS

- 1956 - identifikace organickych latek pomoci MS
- 1964 - GC-MS

- 1966 - chemicka ionizace

- 1980 - ICP-MS

-1996 - MS viru



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

HLAVNI SOUCASTI SPEKTROMETRU

- vstup - zavedeni vzorku

- iontovy zdroj - ionizace

- separator (analyzator) - separace iontu podle m/z
- detektor - Cetnost daného typu iontu

- zpracovani signalu - spektralni vystup

- vakuovy systém - vylouceni srazek iontu



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

HMOTNOSTNi SPEKTROMETR
- vstup - zavadeni vzorku do spektrometru
- primy vstup
- pres zasobnik - studeny ci vyhrivany
- chromatograficky vstup - GC
-LC



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

- iontovy zdroj - ionizace a fragmentace vzorku

- elektronova ionizace - ionizace narazem elektronu -
El - electron ionization (impact)

- chemicka ionizace - Cl

- ionizace urychlenymi atomy - FAB

- ionizace urychlenymi ionty - FIB

- lonizace polem - Fl

- ionizace laserem za ucasti matrice - MALDI

- termosprej - TSI, plasmasprej - PSI
- elektrosprej - ESI



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

IONIZACE VZORKU
- elektronova ionizace - El
- konvencni technika (od roku 1913)
-M+e =mmp M*+2e (radikalkationty)
- tvrda“ ionizacni technika Apropfacova“é teorie }
- fragmentace molekuly na mensi casti
- slaba intenzita molekularniho piku
- tekave latky
- termostabilni latky
- existuji knihovny/databaze spekter, vhodné pro
strukturni analyzu




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

IONIZACE VZORKU - elektronova ionizace -
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

IONIZACE VZORKU - elektronova ionizace - El
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

IONIZACE VZORKU
- chemicka ionizace - ClI

- konstrukce zdroje podobna jako pro El

- ve zdroji pfitomen REAKCNI PLYN v nadbytku
vucCi vzorku
- ionizace reakcniho plynu - methan, amoniak,
Isobutan, propan, voda, dusik

- reakce iontu s molekulami analytu

- tvorba aduktu



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

IONIZACE VZORKU

- chemicka ionizace - ClI
- zakladni mechanismy ion-molekularnich reakci

R+e —— R*+2e (ionizace reakcniho plynu)
R+ R* — [R-H] + [R+H]* (ion-mol. reakce plynu)
R+ R* — [R-H]* + [R+H] (ion-mol. reakce plynu)
[R-H]* + M—™ R + [M-H]* (abtrakce hydridu)
R*+ M — [R+M]* (kondenzace)
Rf+M — R+M* (vymena naboje)



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

IONIZACE VZORKU
- chemicka ionizace - Cl
- méneé vyrazna fragmentace nez u El

- téz vznik zapornych iontl — (pozitivni/negativni mod)
- zachyt elektronu
- deprotonace
- adice halogenidu



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

IONIZACE VZORKU - FAB
- ionizace urychlenymi atomy
- urychlené atomy Xe, Ar
- na terCiku vzorek ve viskosni matrici
- matrice - chemicky inertni, malo tekava
- glycerol, thioglycerol
- kapalné kovy - Ga, In
- vznik aduktu (s matrici)
- jedna z Setrnejsich ionizacnich technik
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

IONIZACE VZORKU
- lonizace laserem za ucasti matrice - MALDI
- velmi Ssetrna ionizacni technika
- vhodné pro biomolekuly - proteiny, oligosacharidy
- pulzni lasery - UV - dusikovy - 337 nm
(4 ns) - IR - Er-YAG - 2940 nm
-matrice musi absorbovat laseroveé zareni -

- kys. dihydroxybenzoova, chlorsalicylova, skoricova,
nikotinova

- nutny prebytek matrice (5000 :1)
- kovova podlozka - terc



IONIZACE VZORKU - MALDI

[M+H]*

® ANALYT
TOF ANALYZATOR e MATRICE
* KATION
extrakeni
pulsni — oblak
laserovy LV 4 desorbovanych iontll
paprsek oo ®  analytu a matrice
| Mg
teréova o
deska O
o



IONIZACE VZORKU - MALDI
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IONIZACE VZORKU - NALDI/SALDI

— simple matrix-free laser desorption/ionization
mass spectrometric approach

— NALDI plate contains a hydrophobic surface made
of nano-structures of 20 nm in diameter and 100 to
500 nm in length, metal oxides, nitrides

- #




IONIZACE VZORKU - NALDI/SALDI
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GALDI - colloidal
graphite

SELDI - surface
enhanced




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

- iontovy zdroj - ionizace a fragmentace vzorku
- DART - DART (Direct Analysis in Real Time) is an
atmospheric pressure ion source that
instantaneously ionizes gases, liquids and solids
in open air under ambient conditions "
Developed 2005
pharmaceuticals, metabolites,
pesticides, peptides, oligosaccharides,
drugs of abuse, explosives and
toxic industrial chemicals




HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

- iontovy zdroj - ionizace a fragmentace vzorku
- DART - DART (Direct Analysis in Real Time)

interaction between the analyte molecule (S) and
electronically excited atoms or vibronically excited

molecules (metastable species — M*):

MS Interface

Corona
Discharge
Region

Heated

He inlet Block

......

Needle (3~5KV)
Electrodes
250~500V e e S

Sample Orifice




www.mMass.org

« mMass presents open source multi-platform package of
tools for precise mass spectrometric data analysis and
interpretation. It is written in Python language and released
under GNU General Public License, so it’s portable to
different computer platforms and has a good potential to be
casily modified or extended by modules of specific needs.

e Strohalm M, Kavan D, Novak P, Volny M, Havlicek V:
mMass 3: A Cross-Platform Software Environment for

Precise Analysis of Mass Spectrometric Data. Anal
Chem 82 (11),4648-51 (2010).

o Strohalm M, Hassman M, Kosata B, Kodicek M: mMass
data miner: an open source alternative for mass

spectrometric data analysis. Rapid Commun Mass Spec 22
(6), 905-908 (2008).


http://dx.doi.org/10.1021/ac100818g
http://dx.doi.org/10.1002/rcm.3444

IONIZACE VZORKU
- ionizace elektrosprejem - ESI

- velmi setrna ionizacni technika
- vhodné pro biomolekuly

- vhodné pro vzorky v roztoku (vystup z LC)

- ,vyparovani iontu*“ - rostouci hustota naboje
ve zmensujici se kapicce

- na kovove kapilare viozeno vysoké napeti

(radove kV) na rozdil od termosprejove

jonizace TSI (TSI - vyhrivana kapilara)



IONIZACE VZORKU
- ionizace elektrosprejem - ESI \
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

- separatory iontu - analyzatory
— rozdéleni iontu podle m/z - vysoké vakuum

- sektorove (magneticke pole + elektricka fokusace)
- (odstrediva a dostrediva sila)

- kvadrupolove (vysokofrekvencni pole)
- iontova past (vysokofrekvencni pole)
- pruletovy analyzator — TOF - (odlisna doba letu
ruzné tézkych iontu)
- iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou
transformaci (FT-ICR)

- Orbitrap — oscilace kolem centralni elektrody - FT



HMOTNOSTNI SPEKTROMETR
- separatory iontu - analyzatory - vysoké vakuum

KLICOVY PARAMETR - rozliSovaci schopnost
(resolving power - RP)

RP = m,/(m, - m,) (dva stejne vysoke piky,
udoli mezi nimi 10% jejich vysky)

spektralni ROZLISENI - reciproka hodnota RP -
relativni jeste rozlisitelny rozdil hmotnosti



HMOTNOSTNI SPEKTROMETR - separatory ionti

- sektorovy
- magneticky

s jednoduchou iontovy zdro3
fokusaci

va , , vakuum
- zakriveni drahy
letu iontu

VVVVV

vetsSi odstrediva sila
2

myv
A

- kruhova vysec

tok separovanych
iontd
kolektor

analyzdtorové
trubice
Stérbina




HMOTNOSTNiI SPEKTROMETR - magneticky separator




Sektorovy analyzator

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR - separatory ionti
- magneticky s jednoduchou fokusaci
- zakriveni drahy letu
- dostrediva sila (B e v) - umerna
magneticke indukci
- odstrediva sila - mvé/r
- pri konstantnim urychlovacim potencialu a
konstantni magneticke indukci odpovida
urcite hmotnosti castic urcity polomer zakriveni
- pro promereni spektra nutno plynule menit bud
urychlovaci potencial nebo magnetickou indukci




Sektorové analyzatory

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR - separatory ionti
- s dvojitou fokusaci - magneticka + elektricka

magneticke
| ole
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(30°50°, 90°) - Sole | (900, 90°)

T TR kolektor
a)Uspofadani pol{ podle b)Uspofadéni pol{ podle

Mattaucha a Herzoga Niera a Johnsona
knlektor

magnetické

elektrické

skuteény L _____ pnla
obraz p |
[2[3 lektric _magnetlcke agnEtlcké [}[Z
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HMOTNOSTNi SPEKTROMETR - separatory ionti
- kvadrupolovy separator - hmotnostni , filtr
- ruzna stabilita oscilaci iontu v kombinaci

stejnosmerneho napéti a vysokofrekvencni
_stridave slozky (10 MHz)

o —

~ / B |\, (v 1ul4 zména radiofrekvence

-' = nebo soucasna zmeéna hodnoty
stejnosmerného napéti a amplitudy
oscilaci




separatory iontu - iontova past - radiofrekvencné
modulované pole, moznost MS" analyzy

vstupni
uzaviraci
elektroda

vystupni
uzaviraci
elektroda
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) ]

ZACHYCOVANI




HMOTNOSTNi SPEKTROMETR - separatory ionti
- pruletovy analyzator - TOF - ruzna doba letu iontu

ANALYZATOROVA TRUBICE

lehCi atomy
jsou rychlejsi

i
ELEKTRODA j, DETEKTOR
- vypnuto

Od iontového zdroje

VYPUZOVACI + '
ELEKTRODA | DETEKTOR
- zapnuto 7

VYPUZOVANI




HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

- separatory iontu - iontova cyklotronova rezonance
s Fourierovou transformaci (FT-ICR)

- zachyt na cykloidalnich drahach

- rizné absorpce energie pri cykloidalnim pohybu
iontu v kombinovaném silném magnetickém
(6 az 7 Tesla) a elektrickem poli

- kazda hodnota m/z ma charakteristickou
cyklotronovou frekvenci

- vysoke rozliseni, vysoka presnost, vysoka cena



HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

- separatory iontu - iontova cyklotronova rezonance
s Fourierovou transformaci (FT-ICR)

MI — |
casove zavisly
frekvenéng  Spektrum
_| modulovany

__signal

ZéCh}ll‘tﬂVé o
magneticke desKy RF vysilac
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETR - FT-ICR
excitace detekce

Electrode 1

1) lons before excitation.
They are in their natural
cyclotron radius within
the magnetic field.

|
Electrode 2

2] lons during excitation
with a radio frequency.
This excites the ions to
a larger cyclotron radius.

. Bf Excitation

. Detected Time
Domain Image
Current

3] lons after excitation.
The cyclotron radius
remains in its larger
state.

. FourierTransform

. Resulting Mass
Domain Spectrum




HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

- separatory iontu — ORBITRAP s Fourierovou
transformaci




HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

- DETEKCE CETNOSTI IONTU O PRISLUSNYCH m/z

- detektor — v Case postupné Cetnost daného typu iontu
- elektronovy nasobic

- kombinovany fotonasobic - dopad iontu na
fosforovou destiCku - vyzareni fotonu - zesileni signalu

- Faradayova klec - dopad iontu na sbérnou elektrodu,
jejich vybiti, zaznam zmeny proudu




HMOTNOSTNI SPEKTROMETR
- vakuovy systém - vylouceni srazek iontu v analyzatoru
- hodnota vakua zavisla na typu analyzatoru

-ICR - 10~ - 10 Pa
- sektorové - 10~ - 10 Pa
- kvadrupolovy, TOF - cca 10 Pa
- iontova past - cca 10 Pa

- vicestupnova cerpani - rotacni vyvevy,
turbomolekularni, difusni pumpy



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE - identifikace latek

- srovnani merenych spekter s knihovnami dat
- rizné porovnavaci algoritmy

- analyza molekulového piku, piku fragmentu a
rozdilu mezi nimi

- empiricka pravidla



Kvantitativni spektrometrie

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE - kvantita

- Mozny problém matri¢niho efektu — vliv na
jonizaci analytu

- SLEDOVANI vysky pikii pro vybrana miz - SIM
,SELECTIVE ION MASS*
(selected ion monitoring)

- GC-MS/MS - stanoveni farmak v krevni plasmeé
- pouziti vnitrniho standardu



Kvantitativni spektrometrie

INTENSITA

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE
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Kvantitativni spektrometrie

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE




