INTERPRETACE HMOTNOSTNICH
SPEKTER




Hmotnostni spektrometrie

* hmotnostni spektrometrie = fyzikalné chemicka metoda zalozena na
rozdéleni hmotnosti iontu v plynné fazi podle jejich poméru hmotnosti
a naboje (nabojového disla)

* anorganickeé ionty, ionizované molekuly, jejich fragmenty, asociaty

e kvalitativni (strukturni) i kvantitativni analyza (stopova, ultrastopova)

* nejedna se o spektroskopii z fyzikalniho hlediska (zadné fotony)!
* mezispektralni metody se radi z divodu podobnosti zdznamu
(hmotnostni spektrum) a aplikace (strukturni analyza)
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https://www.sepscience.com/Techniques/MS/Articles/247-/MS-Solutions-16-Determination-of-Intact-Protein-Molecular-Mass--from-MultipleCharge-Electrospray-Mass-Spectra

Instrumentace MS (ve zkratce)

atmosféricky tlak / vakuum vysoké vakuum
: . : hmotnostni zpracovani
vstup vzorku [ iontovy zdroj ¢ . B4 detektor > .
analyzator signalu

» vstup vzorku — zdsobnik/primy vstup — vloZzeni za atmosférického tlaku, postupna evakuace
* jontovy zdroj — ionizace neutralni molekuly; produkt se mUzZe rozpadat na fragmentové ionty
« ve vakuu: El (tvrda ionizace), Cl (mékka ionizace); s pomocnou latkou: FAB, MALDI
» za atmosférického tlaku: ESI (elektrosprej), APCI, APPI (fotoionizace)
* hmotnostni analyzator — separator iontu
* magneticky/elektrostaticky sektorovy separator, kvadrupdlovy separator, iontova past,
priletovy separdtor (TOF), cyklotronovy separdtor, orbitrap
* detektor — preména energie dopadajicich iontu nejéastéji na elektricky signal
» elektronovy nasobic, Faradayuv detektor, scintilani detektory

* vakuovy systém — soustava vyvév (olejovd, turbomolekuldrni nebo difuzni)
* jontova optika — fokusace iont(
* pocitac¢ — ovladani pristroje, zpracovani dat
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Interpretace hmotnostnich spekter

osa x: Skala v jednotkdch m/z (m = hmotnost iontu; z = pocet elementarnich naboj)
osa y: iontovy proud nebo jeho prepocet na procenta intenzity zakladniho iontu spektra
(= nejintenzivnéjsiho, ¢asto oznacovan jako base peak); tzv. normalizované spektrum
2. podoba spektra zavisi na zplsobu ionizace (nutno uvadét podminky ionizace)
» Elektronova ionizace (El): tvrda ionizace (vyrazna fragmentace)
molekulovy ion — molekularni ionradikal M**®

e Chemicka ionizace (Cl): mékka ionizace (nizka fragmentace)

molekulovy ion — [M+H]*
» Elektrosprej (ESI): mékka ionizace

molekulovy ion — [M+H]* nebo [M+Na]*

* neékteré ionizace poskytuji negativné nabité ionty

KROME VYSLOVNE UVEDENYCH PRIKLADU JSOU SPEKTRA URCENA K
INTERPRETACI PORIZENA ELEKTRONOVOU IONIZACI (El) O ENERGII
IONIZUJICiH ELEKTRONU 70 eV
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Srovnani spekter s ruznou ionizaci
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Interpretace (ElI) hmotnostnich spekter

3. Urcéeni molekulové hmotnosti
* ion s nejvyssi hodnotou m/z (ale nemusi byt)
e jon s lichym pocétem elektront (M*® je vidy lichoelektronovy)
e odstépuji ,rozumné” fragmenty — mensi neutralni molekuly nebo radikaly
e 15,29, 43 (alkyl), 18 (voda), 19 (F), 28 (ethylen/ CO), 35/36 (Cl / HCI), 79 (Br) apod.
» zakdzané ztraty: (m/z) 3—13, 21-25 neodpovidaji redlné fragmentaci
* A(m/z) 14 (CH,) z M*® je zakadzana, u fragmentovych ionti ve spektru je bézna

4. Urceni elementarniho sloZeni (nebo jeho odhad)

 pokud je k dispozici vysoké rozliseni — urci se pfimo

e uziti dusikového pravidla:
* lichy pocet dusik( — licha molekula, prevazné sudé fragmenty
e sudy pocet dusikd (v€. 0) — suda molekula, liché fragmenty
e bézna molekula bez dusiku je vZdy suda

* uréeni M+2 prvka (Cl, Br; S, Si)

* odhad poctu uhlikll (x 1) z poméru 13C : 12C (M+1)

5. Vypocet Cisla nenasycenosti
e UN(DBE)=n(C)=%n(H)+%n(N)+1
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Charakteristické ionty

» alifatické uhlovodiky nasycené
* m/z15, 29, 43,57,71, 85,99, 113, 127,141, .. A =14
e ,obalova krivka”“ — maximum 43, 57 pro nerozvétvené
* m/z 27,41, 55 odpovidaji nenasycenym alifatickym uhlovodikim (v nizsi intenzité)
* u vétvenych uhlovodikl — vyssi intenzita iontu v misté vétveni

 alifatické uhlovodiky nenasycené a cyklické
* proti nasycenym vyssi ionty nenasycené serie m/z =27, 41, 55, 69, ...
a sudé ionty m/z = 28, 42, 56, 70

latky m/z
aromaty 38, 39, 50-52, 63-65, 75-78
77, 91 (tropylium), 105, ...

aminy 30, 44, 58, ...

nitrily 40, 54, 68, ...

alkoholy, ethery 31, 45, 59, ...

kyseliny, estery 45,59, 73, ...

thioly, sulfidy 33,47, 61, ... (+ ion izotopicky)
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MS: alkany — obalova krivka

Oktadekan 4-methylheptadekan
100 /\5 100 n
: 43 V4 Ve v s o :
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upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry) upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
7-methylheptadekan /\ 8-methylheptadekan
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upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry) upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: alkany (o-Stépeni C-C vazby)

Hexan
100

] 86-43=43 57= C,H,*

1 - GHy° 86-57=29

- 86-29=57 43— C3H7+ _ C2H5.

80 - — C,H,®
1 41
Caf7 A=14

- 29 < >
:E 60 4 C.H. . *®
N A=14 614
o ] « . (M=6-12 +1-14 = 86)
= _ 27 56 .
E; 40 < H3C/\/\/ 3

| 86-15=71 86-71=15

| - CH,,® ~ CH,®

20 CH,* CsHy,* 86
4 1 f
15 A= 71
1 < A 14| | A=14
0.0 ..-,.:.I..'.Tl.:'.l.'..
0.0 20 40 60 80 100

m/z
upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: alkany (zavislost fragmentace na strukture)

Hexan
100_ 57
1 43 N
80 f
1 41
o N+
o 1 29 1 C
E=] 60 -
N
< ]
£ 27 56
T 404
x -
204 86
15 71
0.04—. I|.|:.1.m||‘ e
0.0 20 40 60 80 100
m/z

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)

Stabilita C*: 3°>2°>1°

2,2-dimethylbutan

100
] 43 57
80 71 ,
£ s0- 3° Ct
g ] 41
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« ] 29
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0.0 20 40 60 80 100
m/z

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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Rel. Intenzita

Rel. Intenzita

2-methylpentan

100
] 43
80 - T
1 o 4+
60 2 C
] 42
40 4
1 41 71
J 27
20 4 29
1 39 57
] 15 ‘ 86
0.0 4+— — | — L : :
0.0 20 40 60 80 100
m/z
upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
2,3-dimethylbutane
100
] 43
: 42
80 -
60 o
2° C*
41
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] 71
504 39
- 21 55
29 86
1 15
00 . : I —l l . H | ‘L : il : | .
0.0 20 40 60 80 100
m/z

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: alkany (zavislost fragmentace na strukture)

8-methylheptadekan

100
| 57
1 43 /\/\/\/k/\/\/\/\
30: 71
L
| NN~ CH HCL A~
S 60+
I~
< ' 85
I=
T 40+ s .
o | 126 v misté fragmentace je
vysSSi intenzita iontu —
] 154 vyboceni z obalové kFivky
20 -
1 99
1 11B 182 211 254
i 1 qﬁg 197 225239
0.0 +———— _m_lﬂ;%_ SRS NP N A
0.0 50 100 150 200 250 300
m/z

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: alkeny (liché fragmenty)

Hex-1-en
100 )
{ alkany: m/z = 29, 43, 57, ... 56
1 alkeny: m/z = 27, 41, 55, ...
80 1 ve spektru jsou patrné vyssi

| intenzity nenasycenych a2 CH/*

| fragmentu Che e 4

| 3 5+ 55 +eo

NN
S 604 43 [ /}
I~
E -
e 84-69=15
= CH,*
- : 2" - CH,*
] 40 - i .
* - 27 39 CsHs \
A=14 $ 84
> > 69
20 4 29
‘ A=14 A=14
D.ﬂd —t— .'|. — Ll !l"‘l-:'l |
0.0 20 40 60 80 100
m/z

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: alkeny (sudé fragmenty — McLaffertyho presmyk)

2 H 2
H R ~ R
H,C 7
ﬁ:@w%/ T, CH
CH C
SN R N H,C
R CH2 R CH2
H
HZC/
(l: Rl = H
1/ k m/z = 42
R CH,
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MS: alkeny (sudé fragmenty — McLaffertyho presmyk)

100

80

Rel. Intenzita

0.0

60
40

20

Hex-1-en

i

alkany: m/z = 29, 43, 57, ...
alkeny: m/z =27, 41, 55, ...
1 ve spektru jsou patrné vyssi

| intenzity nenasycenych
| fragmentd

i

27 39

29

41

C3H6+.
47
55

43

56

C4H8+.

!l.‘

69

0.0 20

m/z

60 80

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: cykloalkany

Cyklohexan
100 56
{ ¢asto Spatné odliSitelné od alken( .
1 m/z=27,41,55, .. CH, Q ’
80: intenzivnéjsi *CH,—CH=CH, [ 84

| molekularniion ve CH,

1 srovnani s alkeny B -C,H, CH;
- - ) CH,
= 60 -  /
o |
@ 41
=
E-' 40 *CH=CH, 55 /CHz

69 CH,
| 39 ~CH,
20_- v
| 27
0.0 : : : 1 A | : — ! ‘ : !II‘ | — | || | — | ! : :
0.0 20 40 60 80 100
m/z

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: alkeny vs. cykloalkany

cykloalkany vykazuji intenzivnéjsi molekularni ion ve srovnani s alkeny

Hex-1-en Cyklohexan
100 | 41 56 100 | 56
: 84
80 80
i 42 i
] 55 ]
S 604 43 S 604
5] 5]
I3 I3 41
£ £
E} 40 E} 40 55
1 27 39 84 : 69
1 69 | 39
20 - 29 20 -
1 27
0.0 —— |||| ."! . !l.‘|| I P o 0_0‘ —— alll |!‘ !l.|||.,||! .H I
0.0 20 40 60 80 100 0.0 20 40 60 80 10¢
m/z m/z

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry) upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: areny

intenzivni molekulovy pik
dvojnasobné nabité ionty M?*

(polovicni hmotnost)

stabilni molekula — malo fragment

charakteristické ionty (m/z):

77 (CcH:*)

65 (C.H.*)

51 (C,H,*)

39 (C,H,*) / (CgH2)

c¢asto 63—65
casto 50-52

Naftalen

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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Benzen
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upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: alkylareny

Toluen

C.H-*
100 (A7)
1 tropylium 91
- CH, ﬁ“z m/z =91 CHs
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upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: alkylareny

Ethylbenzen

100 ﬁ 91
80 -
| O
S 604
[
E -
E - HC=CH
o 40 -
E -
| 106
: -CH;*®
20__ ——
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upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: fluorované areny

Fluorbenzen

100
{ F se obvykle neodstépuje F 196
1 (odstépeni zejména pfi vice F) ‘
80 C
S 604
N
[ -
2
=
T 404
E =
20; 70
d 50 ~ —HC=CH
- 39 ‘ |
0.0 : - I|||II . |.||. 1 I..II ||..II|| - . . L]
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upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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lzotopy v hmotnostnim spektru

* vétsSina prvkd tvorena vice izotopy (x napft. 31P, 1°F....) — rlznd hmotnost izotopU

* jontovy (molekularni klastr): ionty jednoho elementarniho slozeni detekovany s nékolika
rozdilnymi hmotnostmi (podle prirozeného zastoupeni izotopU)
* komplikace spektra x zjisténi poctu atoma daného prvku v iontech daného slozeni

35CI:37Cl =3:1
PBr:#1B = 1:1

Pomér intenzit izotopU lze ziskat z

binomického rozvoje:
(a+b)"

|zotopické zastoupeni vybranych organickych prvki
H

C

F

S 32 100 33 0,79 34 4,4
Cl 35 100 - - 37 32
Br 79 100 - - 81 97,3

Pr.: chlorbenzen

M (CH:3>Cl)= 112

M (C,H:37Cl)= 114
—intenzita v poméru 3:1
(@a+b)l=a+b=3+1

Pr.: 1,2-dichlorbenzen
M (CcH,3>Cl,)= 146
M (CcH,>>CI3’Cl)= 148
M (CsH,3'Cl,)= 150

—intenzita v poméru 9:6:1

(a+b)2=a%2+2ab+b?=9+231+1=9+6+1
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MS: chlorované slouceniny

Chlorbenzen

100

1 M(CH5CI)= 112 a (112
1 M(CH3CI**)= 114
80 | intenzita v poméru 3:1
S 60+
I~
E -
g |
c | 77
T 40
- 114
J 38 ‘
0.0 . ‘11 |- e Il S
20 40 60 80 100 120

m/z
upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: chlorované slouceniny

1,2-dichlorobenzen
100

Cl 146

i

M,(C¢H,35Cl,**)= 146
M (C.H,35CI37CI**)= 148 c

3.3,; M(CgH,*>’Cl,**)= 150 @

1 —intenzita v poméru 9:6:1

|(@+b)2=a2+2ab+b?=9+23.1+1=9+6+1 148

60 Cl
- IVIr(C6H535CI+)= 111

1 M.(CHS37Cl¥)= 113 @
| =>intenzita v poméru 3:1

40 -
_ 111

i

Rel. Intenzita

| —Cl*
75 )
20 _ Hcl )

50 ) 113 150

85 ‘
|

0.0 J — |l| L ”I | —
0.0 40 80 120 160

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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80

Rel. Intenzita

0.0

60
40

20

MS: bromované slouceniny

Brombenzen
| 77
1 Br:81B = 1:1
Br
@
] 51
50 ) — Br®

| _ HC=CH

—

38 ‘
| - ||1 ] I|| | h ||I | .I ' ; || ; ;

0.0 40 80 120 160 200

m/z

upraveno NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: bromované slouceniny

1,2-dibrombenzen

100
1 ®Br:®1B = 1:1 Br 36
1 z binomického rozvoje: Br
80; pomér intenzit 1:2:1 (2 Br)
| M (C.H,7°Br,**)= 234
{ M,(C,H,”°Br81Br**)= 236
% 60; M (CeH,*'Br,"®)= 238 Br
ﬁ | pomér intenzit 1:1 (1 Br) @ 234238
= | M (C;H7°Br*)= 155
—_ 81R pr+)—
g 404 M (C,H:81Br*)= 157 15515
] 75 — Br®
20 50 - HBr «
‘ 118
| 38 ‘ ‘
-DG : —— |I I . I| ||JI|I : | . — iy : | |[ : . | : : ‘ll
0.0 50 100 150 200 250
m/z

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: alkoholy

Butan-1-ol
100 _;1
1 o-Stépeni | 26 molekulovy pik
T /N 41 o nizké intenzité
i /\/\OH+-
80 - odstépeni vody u delSich
1 ~"ScH, H,C=OH’ 43 retézcl (4C)
| m/z = 31 zejména u 1° alkohold
m C ey H
+ 4 charak k
= 60 chara t§r|s,t|c,e 27 H\ . .
5 1 pro primarni O AN CH,
= alkoholy ‘ ‘
T 404 26 H,C _CH,
o _ \CHZ
55
_ 39 - H,0
20 -
1 15 m/z =M-18
‘ ‘ 45 57 o
| 7374
0.0 . . JI || . L |||| |!. . ‘ — —L
0.0 15 30 45 60 75 90
m/z

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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100

80

Rel. Intenzita

0.0

60
40

20

MS: alkoholy

2-methylpropan-1-ol

| 43
N 41
1 H,C—OH" 42
m/z = 31
charakteristické -
- pro primarni Bl +o
alkoholy 33 OH
39 - CH,OH® 4<7
27 N
] 29 74
5556
15 Wy 7
i 1] | 1 | |! TRNEE LN E— L
0.0 15 30 45 60 75
m/z

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: alkoholy

odstépeni vody u delsich
retézcl (od 4 C), vysledné
spektrum pripomina alken

HZCZOH+ m/z = 31 (1° alkoholy)
+
OH

J

m/z = 45 (2° alkoholy)

+eo
7~
HO HOJVK m/z = 59 (3° alkoholy)
Butan-2-ol 2-methyl-2-propanol
100 45i 100 ] 5
80 80
g 604 g 604
N N
c 1 c 1
[+1] [+1]
= =
o] 40 o] 40 4
[ | [ |
to ] 41
] ] 31
27
20 4 2931 59 OH 20 4 43 5t +e
] 414p )\/ ] 39 HO
_ 1‘8 ‘ ‘ > 2729 ‘
0.0 +——rrrrrt !| ....... 1 e ' I b 0.0 l||| ....... !.i...I:....,':.:..!.!. ....... ,74
10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 U 70 80
m/z m/z

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry) upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: ethery

Methyl propyl ether

100
i 45
80 4
S 60-
[}
: -
Q
L=
X 40 -
E -
| O+.
| -C,Hc* 74
15 27 29 )
0.0 — ..LM| 1 n —
0.0 15 30 45 60 75 90
m/z

upraveno z NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)
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MS: karbonylové slouceniny — McLaffertyho presmyk

Pro slouceniny typu R1-CO-C-C-CH-R?

T,

I\ C
o ./ \CH % \CH. H
2
R 2 CH,
R! H CH, OH OCH, | OC,H. | NH, | NHCH, cl
m/z 44 58 60 74 88 59 73 /8
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MS: aldehydy

Pentanal
100
1 44 Mclafferty Alifatické aldehydy —
| O+/H malo intenzivni
] I -
molekulovy ion
80 - /C\ . Y
| H CH,
Aromatické aldehydy —
| intenzivni molekulovy
B 60 - O ion
N 1
E -
9 W 58
= |
T 404 29
g i .,
] 41 —~F
: 43 L0 O
20 — 27
1 39 45
J ‘ > 71 86
0.0 +—+—H e A S !Hi! ........ RS, I.H
20 30 40 50 60 70 80 90
m/z
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MS: ketony
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MS: ketony
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MS: karboxylové kyseliny

Pentanova kyselina
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MS: karboxylové kyseliny

Benzoova kyselina
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Ethyl butyrat
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Pentan-1-amin
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dusikové pravidlo: lichy pocet dusikl — licha molekula, sudé fragmenty
nedochazi k odstépeni NH; nebo k jinému pfimému Stépeni vazby C-N

m/z = 44,58 podle mista substituce na fetézci nebo typu aminu NH,, NHR, NR,

CHj
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Spektra k procviceni

https://uanlch.vscht.cz/studium/bakalarske/cach2/ms

Neni-li uvedeno jinak, pochazi spektra ze zdroje:

P.J. Linstrom and W.G. Mallard, Eds., NIST Chemistry WebBook, NIST Standard Reference
Database Number 69, National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg MD,
20899, https://doi.org/10.18434/T4D303, (citovano 13 zari 2022).
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