Hmotnostni spektrometrie

MS — mass spectrometry

MS je analyticka technika, ktera se
pouziva k méreni poméru hmotnosti ku
naboji (m/z) u iontd

plvodné studium izotopového slozeni
dnes dynamicky se vyvijejici nastroj
analytické chemie s Sirokou Skalou aplikaci



Historie MS

F. W. Aston (1920) — rozvoj
moderni MS, 1922 NC za
chemii

2002 NC za rozvoj MS - J. B.
Fenn (elektrospray ionization
- ESI), K. Tanaka (soft laser
desorption - SLD)



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c6/Francis_William_Aston.jpg

Schéma MS
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Urychleni iontu v el. poli

Ionty o naboji z(C) jsou urychlovany
potencialovym spadem U (V)
E=2zU
Ionty ziskavaji kin. energii
E=1% mv?

R{zné hmotné ionty maji rlznou rychlost
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lonty v magnetickem poli

Na ionty v magnetickém poli B (T) pUsobi
Lorentzova sila Fg

F. =zvxB
Sila Fg je kolma na oba vektory va B

g<0

A L

.
\_/

q=0

B je kolma k podlozce a
sméruje ke Ctenari

q>0


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8c/Lorentz_force.svg

lonty v magnetickem poli

Ionty kolmo letici k homogennimu
magnetickému poli B se pohybuiji po
kruznici r

Dostredivé zrychlenia = v?2/r
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Separace iontu

PUvodni instrumentace — do detektoru
prosly ionty (m/z), které vyhovovaly
geometrii pristroje (), pak se ménilo U
Dnes se méni B (U je konstantni), ale
pristroje umoznuji vétsi rozsah ra
stérbinou se vybiraji ionty (m/z)



MS spektrum

Graf Cetnosti (abundance) na m/z se nazyva
hmotnostni spektrum (mass spectrum)
Nejcetnejsi pik se nazyva zakladni pik (base
peak), cetnosti pak k nému byvaji vztazeny a
jsou udany v procentech

molekulovy ion = vznika z
molekuly ztratou jednoho
elektronu
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Relative abundance

MS spektrum
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MS spektrum
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m/z Patrna je fragmentace ztratou -CH,- skupin o m/z 14



MS spektrum
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Molekularni ion pozorovan pri m/z = 108. Fragmentace ztratou 17 (-OH) poskytuje bézny
fragment znamy pro alkyl benzeny s m/z = 91. Ztrata 31 (-CH,OH) z molekularniho iontu
poskytuje ion s 77, ktery odpovida fenylovému kationtu. Nizké piky pfi 109 a 110 odpovidaji
pritomnosti malého mnozstvi izotopu 13C ve vzorku (s prirozenym zastoupenim cca 1%).



MS spektrum
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Prirozené izotopické zastoupeni Cl je 3°Cl 75.77% a 37Cl 24.23% tedy v poméru 3:1 s rozdilem m/z
= 2. Nizky pik u m/z 44 je dan pritomnosti 13C.



Rozliseni pristroje

RozliSovaci schopnost M/AM
600/(600-599)=600
pohybuje se od 500 do 1 000 000
Rozliseni AM/M, udava se casto v ppm
1667 ppm pro R.S. 600



Schéma MS
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/87/Ms_block_schematic.gif

Vznik a typ iontu

vznikaji rliznymi mechanismy - typ mechanismu
zasadné ovlivhuje vysledné spektrum

z hlediska polarity vznikaji ionty nabité kladné
nebo zaporné (vzdy jeden typ) - rozliSujeme
pozitivni a negativni ionizaci
z hlediska velikosti a ptivodni struktury vznikaji
lonty:

a) molekulové: [M]* nebo [M]

b) pseudomolekulové a aduktove: [M+H]*, [M+CH,]*
apod.

c) fragmentove: napr. [M-CH;]*



lonizace

Elektronova ionizace (EI)

Chemicka ionizace (CI)

Atmosphere Pressure Ionization (API)
ESI — elektrospray, at. pressure chemical ionziaction

(APCI)

Desorpcni ionizace
Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI)

Fast Atom Bombardment (FAB)



Ionizace energetickymi elektrony

v plynné fazi za snizeného tlaku

M+ e (70 eV) -> Mt + 2e

tvrda ionizace — vznika rada fragmentt
pouziva se v tandemu GC-MS
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Chemicka ionizace

Cli

v plynné i kapalné fazi za snizeného tlaku
reakcnim cinidlem, zachytem termoelektronu
mékka ionizace — malo fragmentd

pouziva se v tandemu GC-MS, LC-MS
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Chemical ionization mechanisms

Charge exchange (helium as reagent)
He* + M — He + Mt
Acid/Base (methane as reagent)
CHf + M — CH, + MH*  (increaseP)
CH, + MH—>CH, + M (reduced P)
Acid/Base (water as reagent)
OH™ +MH -+ H, 0+ M"
Alkyl addition
Csz""M —_ NCQHs'




FAB

Bombardovani urychlenymi atomy (FAB) Ci ionty
(FIB)

kapalna, pevna faze za snizeného tlaku

FIB — Cs*, FAB — Xe, Ar

vhodné pro vysemolekularni slouceniny
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Desorpcni ionizace

Chemicka (DCI) — Pt drat ve vzorku, prudké
ohrati
Laserem (LDI) — vypareni pulznim laserem

MALDI — jako LDI ale v matrici
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Analyzatory

skenujici pristroje — s magnetickym sektorem, s
kvadrupdlem

prochazi jen urcité ionty (m/z) — viz teorie
Soucasna analyza vice iontll - time-of-flight
(TOF), iontové pasti, disperzni pristroje,
tandemové spektrometry



TOF
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Meri dobu letu ¢ v komore o délce L (1-2 m),
nekdy vybavenou reflektronem

Ionty pripraveny pulzni technikou (MALDI) a
uryChIeny Spa,dem U @—h. Thereis?'lr:t:hz:::ﬁ:ﬁeldnr

magnetic filed in this region

& >
1/2 ap

L 27U W

=

V = — = _ T 4 Electrode
t m +V= .-__.'. "’.-""’.-"f)"f
Flight with constant velocity at
l arrival speed V of each ion

N Q 9 O LW
t:L( j - 9 i

+V, 77 The electric charges of M1, M2, M3
are the same Mass M1 < M2 <= M3

ajeid ajduses



R-500-3 Short Reflection —___ |

Fiald-frae Liner \\\
Giage FM-‘_-_H_'“"-—-—_____

Discrete Dynode Mutiper —____| §

Post-extraction Deflectars ———— |

114 0D CF Port

I
lon Exiraction Optics. '———-._._._________-_

lonigation Region T -

—ttr

Pressure Steg

150 00 CF Pump Port

Dwtesctor Pra-amplifigr

Diatector Housing



Kvadrupél (QMS)

nepouziva magnetické pole ale elektrické pole
kvadrupolu (Casové promenngé)

vklada se stejnosmeérné napéeti (~200 V),
radiofrekvencni (~1200 V)

Source

Hexapole, 9.5‘;r'nm‘Quadrupoles and 19 mm Quadrupoles



MS-MS, MS"

Zapojeni dvou Ci vice MS v tandemu

prvni MS vybira prekurzorovy ion, ten je dale
analyzovan

Standardné napr. QgqQ

Peptide Sequencing by Tandem Mass Spectrometry (MS/MS)

CAD Gas




lontova past

Iontova past je zarizeni, kde mohou byt plynné
ionty uchovany po urcity cas

kvadrupolova past (QIT)

cyklotronova rezonancni past (ICR)
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