Aplikovana hmotnostni spektrometrie (MS)
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L Ambombmotmmlmie
UVOD DO HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

* 1912 — zaznam prvni hmotnostniho spektra
(Thomson)

* Béhem poslednich desetileti byla hmotnosti
spektrometrie predmétem rady pokroku

= Spojeni MS s GC a LC
= Rozvoj novych ioniza¢nich technik

* Dostupnost relativné levnych hmotnostnich analyzatoru
(kvadrupol, iontova past)

= _Znovuobjeveni‘ TOF hmotnostnich analyzatoru



L Ambombmotmmlmie
UVOD DO HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

* Technika
Hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)
nikoliv
hmotnostni spektroskopie
= [nstrumentace
Hmotnostni spektrometr (mass spectrometer)
nikoliv

hmotnostni spektroskop



ksl
PRINCIP HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

* Instrumentalni technika zaloZena na separaci iontu ve
vakuu, v plynné fazi, dle poméru hmotnosti a naboje (m/z)

* Analyzované molekuly jsou nejprve ionizovany za tvorby
molekuldrnich ionti nebo (de)protonovanych molekul (dle
typu ionizacni techniky)

= Pokud tyto molekuly obsahuje dostatek vnitrni energie,
podléhaji dalsi fragmentaci

" Veskeré vytvorené ionty jsou pak separovany pomoci
hmotnostniho spektrometru dle hodnot m/z



i onei eiante
PRINCIP HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE
= Nasledné je ziskano hmotnosti spektrum dané molekuly, t;j.

0sa y — relativni intenzita (%); 0sa X — pomér hmotnosti a
naboje (M/z)
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CASTI HMOTNOSTNIHO SPEKTROMETRU

Hmotnostni Detektor
analyzator
Prevedeni Separace ionta v Detekce (registrace)
neutralnich molekul plynné fazi za ionti po jejich
analytu na nabite vysokého vakua dle predchozi separaci
castice — lonizace poméru hmotnosti a dle m/z; stanoveni
naboje (M/z) intenzity
jednotlivych ionth

GC-MS LC-MS



http://www.unsolvedmysteries.oregonstate.edu/MS_05
http://www.dnatube.com/video/7235/Animation-of--Mass-Spectrometry-explaning-its-principle

HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE

Ionizacni techniky




ELEKTRONOVA IONIZACE (EI)
= Princip
* Urychleni elektronu prostfednictvim elektrického pole

* Interakce danych energetickych elektronu s neutralni
molekulou (M)

* Po nasledné kolizi molekula ztraci elektron a stava se
castici s lichym poctem elektronu a positivnim
nabojem (radikalkation, M **)

M+e—- M*T + 2¢

Molekularni ion



| Anlyickémetody veforenzmfamaljze
ELEKTRONOVA IONIZACE (EI)

= Princip

» Pokud molekuldrni 10n obsahuje dostatek vnitini energie,
dochazi k jeho fragmentaci, coz vede k tvorbé fragmentt

1. M*—> EE* +R
2. M*— OE™* +N

* MuzZe vznikat:
1. 1on se sudym poctem elektroni (EE *) a radikal (R °)
2. novy radikalkation (OE * ) s lichym poctem elektronti

a neutralni molekula (N)



ELEKTRONOVA IONIZACE (EI)

= Jonizacni energie
* Energie vyzadovana pro ionizaci
» Rozsah hodnot: 0 eV az pres 100 eV

= Positivné nabite Castice (tj. molekularni 1onty) se
zaCinaji objevovat s nizkou intenzitou pii1 =10 eV

* Vzrist ioniza¢niho potencialu vede k tvorbé fragmenti




ELEKTRONOVA IONIZACE (EI)

= JonizaCni energie
» Standardni hmotnostni spektra jsou ziskavana obvykle
pi1 /0 eV
= Je pozorovana maximalni intenzita iontu

= Hmotnostni spektra jsou opakovatelna a
charakteristicka nezavisle na pouzitém typu pristroje

A

lonizace

>
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| Amlytickémetody ve forenanfanalyze
ELEKTRONOVA IONIZACE (EI)

* Vyhody EI

» [denticka spektra jsou ziskdna bez ohledu na pouzity
typ hmotnostniho spektrometru s EI zdrojem za
predpokladu, Ze je pouzito stejn€ 1oniza¢ni energie
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| Anlyickémetody veforenzmfamaljze
ELEKTRONOVA IONIZACE (EI)

= Pouziti EI
» Identifikace ,,neznamé* slouCeniny

» Stanoveni molekularni struktury slouceniny

= Konfirmace (potvrzeni) identity ciloveho analyti na
zaklad¢é shodnych poméru 1onttu a shody s knithovnou
spekter




| Amlytickémetody ve forenznianalyze
CHEMICKA IONIZACE (CI)

= Uvod
= ,Mékka* 1onizacni technika (ve srovnani s EI)

* Vhodna pro mén¢ tékave nebo termalné€ labilni
molekuly, které neposkytuji molekuldrni 1ont pi1
elektronoveé 1onizaci

= Proces

* Vhodny reak¢ni plyn je zavadén do iontoveho zdroje,
pricemZ koncentrace reakéniho plynu znacné prevysuje
mnozstvi analytd (napf. 104:1)

» Reak¢ni plyn podléha v iontovém zdroji obvyklé ionizaci
jako v El



POZITIVNI CHEMICKA IONIZACE (PCI)

= Princip

* Do 1ontového zdroje je dodavan reakéni plyn (napf.
methan) o relativné vysokém tlaku (0,1-100 Pa)

= Reak¢ni plyn podléha elektronové 1onizaci (EI) a
dochazi k tvorbé nadbytku reakcnich iontu

CH,+e — CH) +2e

Reakceni ion




POZITIVNI CHEMICKA IONIZACE (PCI)

= Princip

* Molekuly vzorku jsou nasledné€ 1onizovany reak¢énimi
ionty prostfednictvim pfenosu protonu a vznikaji
protonované molekuly [M+H]*

CH; +CH, —» CH; +CH;

Reak¢ni ion

M+CH. —» [M+H]"+CH,

Protonovana molekula

= Muze rovne€z dochazet k tvorbe
adukti [M+C,H:]* a [M+C;H]*



POZITIVNI CHEMICKA IONIZACE (PCI)

* Protonované molekuly maji obvykle nizkou vnitini
energii a jsou méné nachylné k fragmentaci ve
srovnani s molekulovymi ionty produkovanymi za
podminek elektronové ionizace (EI)

= Za danych podminek je mozné ziskat
jednoznac¢nou informaci o molekulové hmotnosti
slouceniny




| Amlytickémetody ve forenznianalyze
NEGATIVNI CHEMICKA IONIZACE (NCI)

= Princip

» Zakladni mechanismus shodny s detektorem
elektronového zachytu (ECD): Nizkoenergeticke
elektrony jsou zachyceny elektronegativni molekulou
(ABC) vzorku

* Vznika molekularni aniont, ktery muze dale podléhat
fragmentaci v zavislosti na sv¢ strukture

ABC-re — ABC| |ABCre — AC+B| |ABCtre — AB+C +¢€e

» Reakcni plyny: methan (ion [H]7), amoniak (ionty
[NH,]I~, [H]")



| Amlytickémetody ve forenanfanalyze
NEGATIVNI CHEMICKA IONIZACE (NCI)

* Vyhody NCI1 vs. El a PCI

* Moznost az 100-nasobného zlepSeni citlivosti

= VysSi stupen selektivity — pouze limitovany pocet
analytu, napt. obsahujici atom halogenu, nitro skupinu,
nebo aromaticky kruh, je schopen efektivniho zachytu
elektronu




VLIV IONIZACNICH TECHNIK NA
HMOTNOSTNI SPEKTRUM V GC-MS
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L Ambombmotmmlmie
IONIZACE ELEKTROSPREJEM (ESI)

= Princip

* Analyt rozpuStény ve vhodném
rozpoustédle je pfivadén kovovou
kapilarou (prutok mobilni faze 1
uL/min — 1 mL/min), na kterou je
vlozeno vysoké napéti (2,54 kV)

* Dochazi ke tvorbé nasobné¢ nabitych
kapicCek na vystupu z kapilary za
pomoci zmlzovaciho plynu (obvykle

dusﬂ{) Nésobninabité
kapicky

ZmlZujici plyn
C + 1 +

AN

S

-
Piivod vzorku

Kovova
kapildira  Molekuly analytu




L Ambombmotmmlmie
IONIZACE ELEKTROSPREJEM (ESI)

= Princip

= Za pomoci suSiciho plynu (horky proud dusiku) dochazi
k odpafovani rozpoustédla a ke zmenSeni velikosti
nabitych kapiCek — zvySeni hustoty povrchového

naboje
* Pfi dosazeni kriticke hodnoty dochazi ke Coulombické
explozi
Nasobné nabité
kapicky lonty
g ++@++ arjl_alytu
Odpaieni  + +  Coulombickd + 7+ ® Hmotnostni
rozpoustédla -:. .: explose N + :_,_analyzdtor
+—+
+4+ + Ny @
I O]
SuSici plyn



L Ambombmotmmlmie
IONIZACE ELEKTROSPREJEM (ESI)

= Princip
* Coulombicka explose > rozpad = =
v ‘v v , Nasobné nabité
na mensi kapicky s rozdélenim kapidky oo
puvodnich naboju a opakovanim ++@++ analytu
dan¢ho procesu az k uvolnéni £+ O Hmomosni
, + etAnalyztor
(de)protonovanych molekul N 65* .
++

= Vstup (de)protonovanych molekul
do hmotnostniho analyzatoru




IONIZACE ELEKTROSPREJEM (ESI)

Zdroj: bbs.instrument.com.cn/shtml/20080910/1473107/




L Ambombmotmmlmie
IONIZACE ELEKTROSPREJEM (ESI)

= Charakterizace
* Velmi ,,mékka* 1onizaCni technika (minimum fragmentu)
* Obvykle vznika (de)protonovana molekula:

» Pozitivni mod: [M+H]*

* Negativni mod: [M-H]-
» A dale (minoritni) adukty a klastry s molekularnim iontem

(napt.):
» Pozitivniméd:  [M+Na]*, [M+K]*, [M+NH,]",
2M+Na]*, [2M+K]*, [2M+NH,]*,
2M+H]*

= Negativni mod: M+CI]-, [M+EtO],
2M+CI]-, [2M+EtO]-, [2M-H]-




CHEMICKA IONIZACE ZA
ATMOSFERICKEHO TLAKU (APCI)

= Uvod
* Jonizacni technika podobna CI v GC-MS

= GC-CI-MS vyzaduje vakuum; LC-APCI-MS probiha
za atmosférického tlaku

(pritok mobilni faze 2 uL/min — 2 mL/min)




L Ambombmotmmlmie
APCI

= Princip

» Eluat je za pomoci zmlzovaciho plynu (dusik) pfeveden ve
formu par

= Na vybojovou elektrodu (corona discharge needle) je
vlozeno vysoké napéti (3—4 kV) — dochazi ke
koronovému vyboji (analogie s vlaknem v GC—CI-MYS)
— 1onizace molekul zmlzovaciho plynu (tvorba N,** =
primarni reak¢ni ionty)

* Nasleduje ionizace molekul mobilni faze primarnimi
lonty — tvorba sekundarnich reakénich ionti

* Dochazi k opakovanym srazkam sekundarni reak¢ni iontt
s analytem — prenos protonu a tvorba iontu analytu



Zdroj: bbs.instrument.com.cn/shtml/20080910/1473107/



APCI

= Charakterizace

" Velmi ,,mékka“ 1onizacni technika (minimum

fragmentu)

= Tvorba iontu:

= Pozitivni mod:

= Negativni mod:

[M+H]", [M]™,

M+Na]*, [M+K]*, [M+NH,]*,
[M+H+R]* (R = MeCN, MeOH, H,0)
2M+H]*, [2M+Na]*

3M+H]*, [3M+Na]*

[M-HJ, [M]",

[M+X]~ (X = halogen)



APLIKACNI ROZSAH IONIZACNICH TECHNIK
VE SPOJENI S GC A LC
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DESORPCNI IONIZACE ELEKTROSPREJEM

* Princip DESI

= Nabité kapicky (ESI) a ionty rozpoustédla dopadaji na
povrh analyzovan¢ho vzorku na 1zolované ploSe

= Desorbovane¢ ionty jsou vzorkovany pomoci hmotnostniho
spektrometru

Zdroj vysokého napéti

Rozpoustédlo - Transfer ionti

N Desorbované ionty Vstup MS
Kapilara ... Vzorek § :
(rozpoustédlo) i d /
Kapilara (plyn) - A



DESORPCNI IONIZACE ELEKTROSPREJEM
(DESI)

Zdroj: www.aocs.org



PRIMA ANALYZA V REALNEM CASE
(DART)

= Princip

= 7/ reakCniho plynu (helium, neon, dusik) vznikaji
prostrednictvim elektrického vyboje ionty, elektrony a
excitované (metastabilni) atomy a molekuly

» Jonty jsou zachyceny na elektrodé a s analyty
interaguji vyhradné excitovane Castice reakéniho
plynu

* Moznost pfime analyzy pevnych, kapalnych a
plynnych vzorku



L Ambombmotmmlmie
DART

* Prehled generovanych iontu — prima analyza
= Positivni mod: [M+H]*, [M]*, [M-H,O+H]*
* Negativni mod: [M-H]*, [M]-

» Prehled generovanych ionti — pouziti dopantu

» Positivni mod (vodny roztok amoniaku): [M+NH,]*
» Negativni mod (dichlormethan): [M+CI]-




DART

= Realizace
* Ponoreni tyCinky do jamky se vzorkem
» Pfeneseni tyCinky mezi iontovy zdroj a vstup MS

» Zaznam spektra

Zdroj: T. Cajka, L. Vaclavik, K. Riddellova, J. Hajslova, LC GC Europe 21(5) (2008) 250-256




L Ambombmotmmlmie
DART

Analyza olivového oleje

Kyselina
linolova 000
OOL\
) L LLLO
Kyselina K;;sglln’a L\
linolenova olejova
—TLe .jL.ﬁJL‘ — ‘LJL—‘* —
w296 298 300 302 ~ m/z 840 860 880 900 920 940 m/Z/
e g .“."r‘.JJL‘A»—H—V
200 400 600 800 m/z 1000

Zdroj: JEOL (Europe), Zaventem, Belgie



HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE

Hmotnostnl analyzatory




~ Analytické metody ve forenzniamaljze
CASTI HMOTNOSTNIHO SPEKTROMETRU

molekul analytu na
nabité Castice —
lonizace

vysokeho vakua
dle poméru
hmotnosti a naboje

(m/2)

Hmotnostni Yot e M

—Z0fo] gy analyzitor Qe
Prevedeni Separace ionta vV Detekce
neutralnich plynné fazi za (registrace) iontu

PO jejich
predchozi separaci
dle m/z; stanoveni
Intenzity
jednotlivych iontu




PARAMETRY HMOTNOSTNICH
ANALYZATORU

* Hmotnostni rozsah (mass range)

= Hmotnostni rozliSeni / rozliSovaci schopnost (mass resolution / mass
resolving power)

* Presnost hmoty (mass accuracy)

= Spektralni akvizi¢ni rychlost (spectral acquisition rate)
» Akvizi¢ni méd (acquisition mode)

= Citlivost (sensitivity)

» Linearni dynamicky rozsah (linear dynamic range)

* Dostupnost tandemové MS (tandem MS)

» VSestrannost (versatility)

= Cena (cost)



| Amlytickémetody ve forenanfanalyze
HMOTNOSTNI ROZSAH (Mass range)

= Rozsah m/z, v ramci kterého dokaze hmotnostni
analyzator separovat a nasledné detekovat/zaznamenat
lonty

= Spojeni GC-MS

» T¢kavost/termolabilita analytt do znacné miry diktuje
horni hmotnostni limit — vétSina hmotnostnich
spektrometru ve spojeni s GC pracuje do m/z 1 000

= Spojeni LC-MS

* Hmotnostni rozsah je mozno zvysit az o nékolik fadu

(napt. az do m/z 30 000)



| Analytickémetody ve forenznianalyze
ROZLISOVACI SCHOPNOST

= Definice dle Sirky jednoho piku

* Pomér hmotnosti iontu (M) a Sifky daného iontu (Am)
V poloving jeho vysky

* Full Width at Half Maximum (FWHM)

= Definice dle prekryvu dvou piku

* Pomér hmotnosti iontu m, a rozdilu ionti m; a m,; oba
piky musi byt stejné vysoké a ivodi mezi témito piky
je 10 %.

= 10% Valley definition



PRESNOST HMOTY (Mass accuracy)

= Odchylka mezi zmérenou, experimentalné zjiSténou
nmotou (accurate mass) a teoretickou, vypocitanou
nmotou (exact mass) iontu vyjadrena jako chybova
nodnota (error value) v mDa nebo ppm

A (mDa) = (mexp - mteor.)'lo3

mexp. — Mieor. 1

eor.

A (ppm) = 0°




SPEKTRALNI AKVIZICNI RYCHLOST
(Spectral acquisition rate)

= Doba potrebna pro zaznam hmotnostniho spektra
nebo vybraného iontu (iontii)

» Scannovaci pristroje pouzivaji predevsim: scans/s, s/scan,
s/dekada, cyklus/s

» Nescannovaci pristroje: spektra/s
= Maximalni akvizi¢ni rychlost predstavuje kriticky

parametr pri detekci velmi uzkych piku generovanych
béhem rychlé chromatografickeé separace



AKVIZICNI MOD (Acquisition mode)

= Vybér akvizi¢niho modu dovoluje pouziti ruznych
modu sbéru hmotnostnich spekter

= Full scan — monitoring vybraného hmotnostniho
rozsahu (napt. m/z 50-550)

= Monitoring vybranych ionti (selected ion monitoring,

SIM) — monitoring pouze vybranych iontii nebo pouze
jednoho iontu (napt. m/z 109, 149, 220)




_ eiicwsipoiepateyz
CITLIVOST (Sensitivity)

= Citlivost pristroje je obvykle charakterizovana
vyrobcem daného pristroje jako minimalni pomér S/N
pri dané koncentraci referencni slouceniny

» GC-MS: napft. oktafluoronaftalen,
hexachlorbenzen (HCB)

» LC-MS: reserpin




LINEARNI DYNAMICKY ROZSAH
(Linear dynamic range)

= Rozmezi koncentraci, ve kterém se meéni
definovatelnym zpusobem odezva detektoru se zménou
koncentrace analytu

= BéZné scanovaci pristroje: 5—6 fadu
Napt. 5 radu: 0,1-1-10-100-1000-10000)
= Nescanovaci pristroje (TOF): 4 tady
= Uzky dynamicky rozsah mizZe vést ke komplikacim,

predevsim v pripadé, kdy jsou analyzovany vzorky se
zna¢né proménnymi koncentracemi cilovych analytu



DOSTUPNOST TANDEMOVE MS
(Tandem MS)

= Metoda zahrnujici alespon dva stupné hmotnostni
analyzy: bud’ ve spojeni s disociaCnim procesem nebo
chemickou reakci, ktera zpusobi zménu v hmoté nebo
naboji daného iontu

= MS/MS metody zahrnuji aktivaci vybraného iontu
(prekurzor) obvykle kolizi s inertnim plynem vhodnym
k navozeni fragmentace za vzniku produktovych,
dcerinnych, iontu




| Analytickémetody ve forenznianalyze
TANDEMOVA MS

* Pristupy v MS/MS

» V prostoru (in space) — kazdy krok MS/MS postupu
vyZzaduje specifické instrumentalni soucasti
* Trojity kvadrupol (QqQ)
» Kvadrupol/priletovy analyzator (Q-TOF)

= V ¢ase (In time) — provedeni sekvence udalosti v
analyzatoru umoznujici zachytavat ionty

= Jontova past




MODY TANDEMOVE MS

= Scan produktovych iontl

" Scan 1ontu prekurzoru

* Scan neutralnich ztrat

* Monitoring jedné iontové reakce

* Monitoring vice 1ontovych reakci

= Scan MSP




MODY TANDEMOVE MS

= Scan MS": selektivita vs. citlivost

Intenzita

Zdroj: R.G. Cooks, K.L.
1 2 3 4 Stupeit MS Busch, J. Chem. Educ.
59(11) (1982) 926-933




MODY TANDEMOVE MS

heptachlor v rybim oleji Zdroj: K. Patel et al., J. Chromatogr. A 1068 (2005) 289.
ECD SIM MS/MS
J E Heptachlor 3004 272.0>237.0
450005 Heptachlor 10 Hgkg_l 1 : m/iz 274 / 250_2 (-20.0 &V) Heptachlor
1 9 1 200
] ] 10 ng.kg 150 1
40000 7 _/ mOEA_,__/A 1049 10 pg.kg
5 50
35000-: . 5.5_5 m/z 274 90—5
9 ] T 507 p
= 1 3 t 30?
% 30000—; g 45- Blank :g
o ] = 403 ¥ 703 Blank
2500[]? ;M__L“—H—H—"'“—J-AT\_—N—F‘—U—\—»_«"-‘_-—_
20000 1000%
10000 ' T ' L B B I B I T
115 11.75 1.2 113 114 11.5 11.6 11.1 13 15

Time Time Time




VSESTRANNOST (Versatility)

* Moznost pouziti alternativnich ionizac¢nich technik
= GC-MS: EI, PCI, NCI
= LC-MS: ESI, APCI, APPI

= Rozsireni rozsahu aplikaci




| Analytickémetody ve forenznianalyze
HMOTNOSTNI ANALYZATORY

= Separaci iontti dle m/z zle provést na zakladé raznych
fyzikalnich principu

» Kvadrupdl, iontova past — riuzna stabilita oscilaci 1ontu
Vv dvoj- nebo trojrozmérné kombinaci stejnosmérného a
vysokofrekvencniho stfidaveého napéti

» Priletové (TOF) — riizna doba letu iontii v oblasti bez
pole

= Sektor — zaktiveni drahy letu iontti v magnetickém nebo
elektrickém poli

* FT-ICR — rtizn¢ absorpce energie pii cykloidalnim
pohybu 1ontli v kombinovaném magnetickém a
elektrickém poli



KVADRUPOL

Zdroj: www.gmg700.com/quadinfo/



| Analytickémetody ve forenznianalyze
KVADRUPOL

= Princip

* Jonty jsou pirivedeny do stfedy osy kvadrupolu,
kde zacnou oscilovat (kmitat)

" Pro urity pomeér steyjnosmeérncho a
vysokofrekvencniho stfidavého napéti jsou oscilace
stabilni pouze pro ion s urcitou hodnotou m/z —
tento 10n dosahne detektoru; ostatni jsou zachyceny
na ty¢ich kvadrupolu (vyuziti: SIM)

* Plynulou zménou hodnot stejnosmérného napéti a
amplitudy sttidavého napéti (pomer je konstantni!)
se k detektoru dostavaji postupné vSechny 1onty
(vyuziti: Full scan)



| Analytickémetody ve forenznianalyze
KVADRUPOL

* Rezimy
= Full scan — monitoring vybraného hmotnostniho

rozsahu (napi. m/z 50-550 — na detekei iontu o urcité
hodnoté m/z je vyuzito pouze 1/500 z celkového Casu)

= Monitoring vybranych ionti (selected ion
monitoring, SIM) — monitoring pouze vybranych
iontt nebo pouze jednoho 1ontu (obvykle 1-20 1onti1)

» Pozndmka: Cim mensi poéet monitorovanych iontt,
tim lepSi citlivost (za cenu ztraty spektralnich
informaci) — pouziti modu SIM pievazné v
(ultra)stopové analyze



SEKTOR

» Princip (magneticky analyzator s jednoduchou fokusaci
ionti)
* Pfiprichodu magnetickym polem dochazi k vétSimu
zakiiveni drahy ionti s niz§i hodnotou m/z

(M/z),

v (m/z),

(m/z),

(Mf2), < (M/2), < (M/2);



L Ambombmotmmlmie
SEKTOR

= Princip (magneticky analyzdtor s dvoji fokusaci iontii)

= K magnetické fokusaci (zaostteni) 1ontu jesté pristupuje
elektrostaticka fokusace

» Dochazi k vyraznému zvySeni rozliSovaci schopnostt —
>10 000 (10% valley)




PRULETOVY ANALYZATOR
S MERENIM DOBY LETU (TOF)

= Schéma

Y s
° ‘. Py Letova trubice
00 & ..
Iontovy zdroj  ——— = = ee° ... > @
o0
§] Reflektron
Detektor —-




| Amlytickémetody ve forenznianalize
PRULETOVY ANALYZATOR (TOF)

= Hlavni faktory pozitivné ovliviiujici rozliSovaci
schopnost

» Pouziti gradientu elektrického pole ortogonalné (kolmo)
na paprsek iontit — prostorove zaostieni

* Pouziti reflektronu — zaostieni kinetické energie 1ontu

* Jonty prochazi dvakrat letovou trubici nez dosahnou
detektor — zvyseni efektivni letové délky




| Amlytickémetody veforenznianalyze
PRULETOVY ANALYZATOR (TOF)

= Hlavni vyhody TOF analyzatoru

* Vysoka ucinnost analyzatoru béhem sbéru spekter
pres Siroky hmotnostni rozsah

= TOF 25 % vs. kvadrupol 0,1
%

* Dostupnost spektralnich
informaci 1 na velmi nizkych
koncentra¢nich hladinach s

=== Kvadrupol
. . === Jontova past
moznosti identifikace na == TOF

Citlivost

zaklad¢ srovnani naméienych
spekter s knihovnou spekter

0 Hmotnostni rozsah 500



PRULETOVY ANALYZATOR (TOF)

= Hlavni vyhody TOF analyzatoru

= VSechny ionty jsou zaznamenavany soubézné

* Nedochazi ke zméndm poméru iontl napti¢ pikem béhem
akvizice hmotnostniho spektra

* Neni pozorovana ,,spektralni asymetrie® (spectral skew)
obvykla u scanovacich ptistroji — pouziti dekonvoluce —
spektralni rozliSeni ¢astecné koeluovanych
chromatografickych piku

Kolik piku je videét...?

000000

000000

3.2
esess | TIC (20
= S) aw 1

2,82-+006
UUUUU B

2.6e+006
ooooo ] ]

7
2.4
T T T T T T T

]
Szﬁ

[
— 11
575
54

i\«
= ‘4—4’%—
=
58‘2 5 58‘5 5 ‘ 5‘50
144x0.4 197

5
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PRULETOVY ANALYZATOR (TOF)

» Priklad: Spektralni dekonvoluce 2 koeluovanych
sloucenin; analyza tékavych latek lihovin

e

. oo, Dekonvoluoyané
0| Dekonvoluovanés 5 527
spektru 2 o006 spektrum:
p J;n 500 - 55 91
500 117
ot 133
39 51 g3 2e+006
20 40 60 S0 100 120 140 o . 20 40 60 80 100 120 140 180
Library Hit - similarity 947, "Aniscle, p-properiyl-" 15e-+006 + Library Mt - similarity S01, "cis-Carveo !
1000 NIST 148 1000+ NIST 109
1e+006
spektrum spektrum
] 500 4
>0 . S00000
77 133
51 g3 A
57 39 | , ]
1 1 1 1 T T T T
200 40 B0 80 100 120 140 Time (s} 950 951 952 953 954 955 956 957 958 20 40 80 80 100 120 140 180




PRULETOVY ANALYZATOR (TOF)

\WWsokorozliSovaci TOF

VWysokorychlostni TOF

RozliSovaci sch.
Presnost hmoty
Akvizi¢ni rychl.
Hm. rozsah
Vyrobce

Udel

7 000 FWHM

S5 ppm

1-10 (20) spekter/s
Do m/z 1500
Waters-Micromass

* méreni presné hmoty
* Kkonvencni a rychla GC

Jednotkové (1 000 FWHM)

1-500 spekter/s
Do m/z 1 000

Leco

e Kkonvenc¢ni az ultra-
rychla GC, GCxGC

Akvizice plnych hmotnostnich spekter
Absence spektralni asymetrie (dekonvoluce)




| Amlytickémetody ve forenznianalize
PRULETOVY ANALYZATOR (TOF)

Vysokorozlisovaci vysokorychlostni TOF

RozliSovaci schop. || 25 000 FWHM
Presnost hmoty <1 ppm

Akvizicni rychlost || 1-200 spekter/s

Hm. rozsah Do m/z 1 000
Vyrobce Leco
Ugel « méFeni presné hmoty

e konvenéni az ultra-rychla GC, GCxGC

Akvizice plnych hmotnostnich spekter
Absence spektralni asymetrie (dekonvoluce)




| Anlyickémetody veforenzmfamaljze
ORBITRAP (ORBITALNI PAST)

Zdroj: www-Ipg.obs.ujf-grenoble.fr/IMG/jpg/Orbitrap.jpg



| Amlytickémetody ve forenanfanalyze
ORBITRAP (ORBITALNI PAST)

= Princip

* Pohybujici se 1onty jsou zachyceny do orbitu okolo
elektrody ve tvaru hridele pomoci elektrostatickeho
pole

" Vnéjsi elektrody ohranicuji ionty, které obihaji
okolo centralni elektrody a osciluji (kmitaji) tam a
zpét pod¢l osy centralni elektrody

* Danou oscilaci je mozno detekovat jako obraz
proudu na elektrod¢ obklopujici orbitrap

* Fourierova transformace je pouzita pro ziskani
oscilacnich frekvenci jednotlivych iontli o ruznych
m/z



| Analytickémetody ve forenznianalyze
HYBRIDNI INSTRUMENTACE

* Hybridni instrumenty je mozné ziskat spojenim
ruznych hmotnostnich analyzatoru

Trojity kvadrupél (triple quadrupole, QqQ)

Kvadrupoél/linearni iontova past (quadrupole/linear
lon trap, Q-LIT)

Kvadrupél/priletovy analyzator (quadrupole/time-
of-flight, Q-TOF)

Sektor/priletovy analyzator (sector/time-of-flight)

Priilletovy analyzator/priletovy analyzator (time-
of-flight/time-of-flight, TOF-TOF)



TROJITY KVADRUPOL

IKvadrupc’)l (Ql)u IKvadrup(')l (Qg)l
il | | | ]

Kolizni cela

Spektrum s Q, dovoluje Kolizni cela Q; monitoruje pouze
pozadovymi  piechod roz§tépi ion charakteristické
lonty pouze iontu 210 fragmenty 158 a 191
o 210 = pochazejici z iontu
= » 210
- ii 210 :: i: 130 210 * 151l I1?-:1: J:-:? 22[:] 1jﬂ? 1%

Bez chemického pozadi




| Analytickémetody ve forenznianalyze
TROJITY KVADRUPOL

* Trojity kvadrupdl se sklada ze dvou kvadrupolu (Q,,
Q) a kolizni cely, ktera je mezi Q, a Q,

* Prvni kvadrupdl (Q,) slouzi pro izolaci
prekursorovych iontu

* Druhy kvadrupdl (obvykle oktapol) predstavuje
kolizni celu, kde dochazi k fragmentaci danych ionti
za pomoci reakéniho plynu (argon)

» Treti kvadrupdl (Q;) slouzi pro izolaci/scanovani
(zaznam) produktovych 1ontu




TROJITY KVADRUPOL

= ZvySeni selektivity
» Priklad: pesticid thiodicarb v détské vyzivé (0,1 mg/kg)

LC-MS!Full Scan LC-MSISIM LC-MS2MRM
6 9.29 9.72

972

100 861 930 1007  geq 1001
2 (837
’ 9.00 10.00 ° 9.00 10.00 éa_s
S/N=61 S/N =125:1 ™
: § >
m/z 355 Prechod m/z 355>87,9
(full scan m/z 50—
1000)



KVADRUPOL/PRULETOVY ANALYZATOR

(Q-TOF)

Detektor

(detekce vSech

‘ produktovych ionti)
ool®
o9® a,
Iontovy zdroj Kvadrupdl Kolizni cela
(rizné ionty)  (vybér iontu) (fragmentace)

Reflektron




KVADRUPOL/PRULETOVY ANALYZATOR
(Q-TOF)

* Pokud zaménime posledni kvadrupol (Q;) pruletovym
analyzatorem (TOF), ziskavame Q-TOF

= Kombinuje jednoduchost kvadrupolového analyzatoru s
vysokou u¢innosti TOF analyzatoru

» Detekce produktovych ionti je realizovana pres cely
hmotnostni rozsah (jako u jednoducheho TOF analyzatoru)

s vysokou ucinnosti (10—-100x) ve srovnani s QqQ za
steynych podminek

= Systém Q-TOF disponuje vysokou rozliSovaci schopnosti
(10 000 FWHM), coz umozZinuje méfene presné hmoty
produktovych ionti



HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE

Detektory




CASTI HMOTNOSTNIHO SPEKTROMETRU

Detektor
Prevedeni Separace ionti v Detekce (registrace)
neutralnich molekul plynné fazi za ionti po jejich
analytu na nabit¢ vysokého vakua dle predchozi separaci
castice — lonizace poméru hmotnosti a dle m/z; stanoveni
naboje (M/z) intenzity
jednotlivych iontt




L Ambombmotmmlmie
DETEKTORY

* Princip 1: postupna detekce priletu vSech iontu jednim
¢lankem
» Elektronovy nasobi¢ (electron multiplier), fotonasobic¢ (photon
multiplier)

* Princip II: soucasna detekce priletu vSech iontii podél
plochy

= Mikrokanalkova desticka (microchannel plate, MCP)

= Princip III: ionty prochazi blizko svych oscilaci a pouze
slaby proud je vytvoren v okruhu elektrod

= Detektory (kovové plochy) pro FTICR a orbitrap



ELEKTRONOVY NASOBIC

Zdroj: www.analyticalwest.com Zdroj: www.chem.agilent.com



MIKROKANALKOVA DESTICKA

Zdroj: www.rmjordan.com



HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE

Interpretace EI-MS spekter




 Analytickémetody ve forenznianaljze
UvVoD

= Prakticky pristup pro ionizaci termalné stabilnich a
relativné tékavych organickych sloucenin predstavuje
elektronova ionizace (EI)

= EI spektrum v radé pripadu predstavuje ,,fingerprint*
cilového analytu

» Ze ziskaného spektra je ¢asto mozné stanovit strukturu
organické slouceniny na zakladé:
* Molekularni hmotnosti
* Elementarniho slozeni

= Specifickych fragmentu



| Analytickémetody ve forenznianalyze
STANOVENI MOLEKULARNI HMOTNOSTI

* NizkorozliSovaci méreni
» Poskytuje informace o0 nominalni hmoté analytu

* Elementarni sloZeni muze byt stanoveno na zakladé
profilu isotopi (isotopic pattern)

T Mass LT
N T 283 0.0

184 100.0

II‘ 285 2010

286 2.3

a 287 0o

e e e e 288 0.0




| Analytickémetody ve forenznianalyze
STANOVENI MOLEKULARNI HMOTNOSTI

* VysokorozliSovaci méreni

= Stanoveni presné hmoty molekularniho iontu na
zakladé které je rovné€z mozné odvodit elementarni
SlOieni 100- 344.1019 100 403.1162

_> || —

368.0909
-~

404.1210

329.0750
s

1 172.0454 J
e
Dt e e e m Iz 00— T mjz

200 400 402 404 406 408

[Mass Calc, Mass mba | PPM | DBE | Formula |

4031162 403, 1168 06 -1 160 | CE2 HIY M3 05
403.1195 -33 8.2 205 CE5 HIS M4 02
403, 1203 46 -114 20,0 CE7 HIT M O3
403,113 39 97 245 3l HIZ O




URCENI ELEMENTARNI SLOZENI
Z PRESNE HMOTY

* Nominalni hmota muze mit radu kombinaci
elementarniho slozeni, presna hmota mize odpovidat
pouze jednomu sloZeni

= Priklad:

Nominalni hmota Presna hmota El. sloZeni

70 70,0054 C;H,0,
70,0293 C,;H,NO
70,0419 Cc,HO
70,0532 C;3HgN,
70,0657 C,HgN
70,0783 C:H,,




URCENI ELEMENTARNI SLOZENI
Z PRESNE HMOTY

= S rostoucim poc¢tem atomiu v molekule roste pocet
moznych kombinaci elementarniho sloZzeni — uziteCnost
presné hmoty pro jednoznac¢nou identifikaci
elementarniho slozeni proto ziskava na dulezitosti s
rostouci hmotou molekuly

Nominalni hmota Pocet moznych elementarni

slozeni

40 4
70 11
100 23




FRAGMENTACNI VZORY
SPECIFICKYCH TRID SLOUCENIN

= Uhlovodiky (linearni alkany, rozvétvené alkany, alkeny,
aromatické uhlovodiky)

= Alkoholy (alifatické alkoholy, aromatické alkoholy)
= Ethery (alifatické ethery, aromatické ethery)

= Aldehydy a ketony

= Karboxylové kyseliny

= Estery

= Slouceniny s halogenem




| Analytickémetody ve forenznianalyze
UHLOVODIKY

= Linearni alkany
= Nizka intenzita molekularniho iontu

* lonizace na C-C a-vazbé; fragmenty separovany o 14
jednotek

= Série iontd C,H,.,,: m/z 29, 43,57, 71, 85, ...




le QI9
80 113 e a N~
T I N _C,H,
Mt 142 29 u m/z 113
71u _CSH‘l)/OL RC4H9 57 u
_C4H8 56U
NN+ NNt
m/z 71 o m/z 85 o\t
~C,H, 43y m/z 57




UHLOVODIKY

" Rozvétvené alkany
= Rozvétveni sniZuje intenzitu molekularniho iontu

" Preferovano Stépeni v misté vétveni

57
1001 P Tetradekan
7 e /\/\/\/\/\/\/
50 85, M+
29
127 141 155 168 198
0_
43", .
00 7 e S57u 113 u 5-Methyltridekan
57", o
85 /\/\I\/I/\/\/\/\.
50
7 m/z85 ||| m/z 141 Ve
29
dz il sl 9 12 e MO 154 18 am 108
IR B NI BN LI LA | LI LA | IR B LIS B AL N B L ELL L B B




UHLOVODIKY

= Alkeny

Ionizace je iniciovana v misté dvojné vazby

Intenzita molekularniho iontu je vySsi nez
odpovidajicimu alkanu

Dvojna vazba je pohybliva, coz vede k tvorbé ruznych
izomeru alkenu

Série iontd CH, : m/z 27, 41, 55, 69, ...




r 1-Decen Dekan
UHLOVODIKY psen Do
55 | [C4Hg] [C,H.]*
[C,HIT | 57 479
= Alkeny [C{Hl*
55 56
8 || | S8
. - |
>7 55 58
100- 56
@ G 70 1-Decen
50 29 @
M+
- @ ‘ ‘ 63 77 ﬁ o1 @ 125 140
O i'll l""‘llI"-'“i'!-l:-]'--'%!']-"'i""'l""'l LI
100] @
@ Dekan
50+ @ 41
4 M+o
‘1 31 |||, so |||, &3 377 |87 @ 126 142
Y N S S A S !'I"""’ll"""l"""'l""'i""'l*-"-l-"'-]""lk%--l
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| Analytickémetody ve forenznianalyze
UHLOVODIKY

= Aromatické uhlovodiky

Fragmentace benzenového kruhu vyzaduje vysokou aktiva¢ni
energii

Molekularni ion je 0 vysoké intenzité a ionty souvisejici s
benzenovym kruhem (m/z 39, 51, 63 a 77) jsou o nizké
intenzité a-Stépeni benzylové vazby v ionizovanych
alkylovanych benzenech generuje strukturné diagnosticky ion
m/z 91 (tropyliovy ion)

Nasledna eliminace C,H, z tropyliového iontu vede ke tvorbé
dalSiho charakteristického iontu m/z 65

V pritomnosti delSich alkylovych skupin je pozorovana série:
m/z 91, 105, 119, ...

Pokud alkylovy retézec > 3C — ion m/z 92



| Amlytickémetody veforenznfanalize
UHLOVODIKY

= Aromatické uhlovodiky

[C7H7]+
100 2 Pentylbenzen
] CsHs-CH, + H]E
5o [C5H5]+ 1’ (\/\ M+o

T 65 O
15 20 AMlas 51 57 2o 788 g7 ‘ ( ) 128 134
o—F—+ e e e e e e e e g
110 120

— —
10 20 30 40 50 60 70 80 90 130 140 150 160

1001 1] [C,H;]Ethylbenzen

50 Q [CsHs]* J\O/I;'

0 . L1 A i 11y, st A B s 11 Avir | A
7 —— SRR ] — e+ —

L |
10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 120




L Ambombmotmmlmie
ALKOHOLY

= Alifatické alkoholy

* Jonizace je iniciovana na atomu kysliku —OH skupiny

* Molekularniion je obvykle o velmi nizké intenzité v
pripadé primarnich a sekundarnich alkoholi a zcela
chybi u terciarnich alkoholi

* Dominuji reakce a-Stépenim — rezonancné
stabilizovany ion [RCH=0OH]" je hlavnim produktem
— série iontu: m/z 31, 45, 59, ...

* Primarni alkoholy: m/z 31 (CH,="OH) — diagnosticky
lon; ztrata H,O; ztrata molekuly alkenu — napadné
lonty [M — 18], [M —46]*, [M - 74]", ...



ALKOHOLY
= Alifatické alkoholy

~ OCH -H,0
3 [M — 18]*
100- A a1 - Butanol
4 43
27
39
28 +e
1 26 74 M
o} .1=2= ; 15515751!9' ——— I ! | — 53!35 . '318‘40 — !4155 —— ‘ 5!75559 ———— 7.1.7.3 e
T T f T f T f T T | T T f Y N T

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

— (H,0 + 2 CH,=CH,)

+
[M —74] Oktanol
1004 56 - (HZO + CHZZCHZ)
41
- +
OCH, o [M- 46] ~H,0
50- o3 \/\/\/\/
39 [M —18]* M
15 19 ‘1 | 1 62 73 77, o1 97 101 112
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ALKOHOLY

= Aromaticke alkoholy
" Vysoka intenzita molekularniho iontu

* Nesubstituované benzylalkoholy produkuji
charakteristicky benzylovy ion m/z 91 a.-Stépenim

= U benzylalkoholii pozorovan McLaffertyho presmyk
zahrnujici fenylovy kruh

» Ztrata H,O je pozorovana predevsim u ortho-
substituovanych benzylalkoholu




ALKOHOLY

Benzylalkohol 2-Methylbenzylalkohol
- CHO - H,0
[M — 29]* [M—18]"
1004 ” M+ 100 10

108

HO/ \@

50+ 50 [CHAT i+

+
[CY H 7] 79{ 915 122
T A '
39 51 65 ‘
|

65
27
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~ Analytické metody ve forenzniamaljze
SLOUCENINY S HALOGENEM

= F Cl, Br, |
» ClI, Br: unikatni isotopicky profil

* F I: odvozeni z niz§Siho poméru [M+1] / [M], ktery je
dan skutec¢nosti, Ze F a I jsou monoisotopické
= Alifatické chloridy: pritomnost molekularniho iontu

pouze U monochloridu; s rostoucim poctem Cl atomi
se sniZzuje intenzita molekularniho iontu

= CI, F: ztrata HX




Propylfluorid
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L Ambombmotmmlmie
KNIHOVNY SPEKTER

* Hledani v knihovné spekter pomoci pocitace
predstavuje velmi uziteCny nastroj

* Vysledky jsou ziskany béhem nékolika sekund ve
srovnani s hodinami pri pouziti manualniho
vyhledavani operatorem




L Ambombmotmmlmie
KNIHOVNY SPEKTER

= NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library (¢asto jen
oznacovana jako NIST) — posledni verze NIST 08
(cena ~80 tis. K¢)

= Wiley Registry of Mass Spectral Data — posledni
verze Wiley 8t

= Wiley 8t"/NIST 08 — kombinace obou piedchozich
knihoven (cena ~190 tis. K¢)

= Mass Spectra of Flavors and Fragances of Natural and Synthetic
Compounds

= Mass Spectral Library of Drugs, Poisons, Pesticides, Pollutants
and Their Metabolites



| simceebemels
NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library

= Zdroj EIl spekter NST
* Posledni verze (NIST 08) obsahuje ~191 tis. spekter
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Zdroj: http://www.sisweb.com/software/ms/nist.htm
http://www.nist.gov/srd/nistla.htm



HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE

Interpretace API-MS
spekter



 Analytickémetody ve forenznianaljze
UvVOoD

* Hmotnostni spektra ziskana technikou LC-API-MS
(ale 1 GC-CI-MS) jsou generovana ,,mékkymi*
ioniza¢nimi technikami

* Neni pozorovana tak silna fragmentace jako v
pripadé EI

* Vznikaji ionty se sudym poctem elektronu, EE™,
oproti elektronove ionizaci, kde vznikaji ionty s
lichym poctem elektronu (OE™)




 Analytickémetody ve forenznianaljze
UvVOoD

* Tvrdé ioniza¢ni techniky (EI)

— 5 EEF + R
— > OF" + N

OE™

= Mékké ionizacni techniky (API, CI)

e EEC + N

X-> OF" + R

* Prednostné vznikaji ionty se sudym poctem elektronu
(EE™)

» Jonty s lichym poctem elektronti pouze vyjimecné (polyaromaty, organokovy)

E




ESI HMOTNOSTNI SPEKTRA
» Priklad: 3-Acetyldeoxynivalenol

* Elementarni slozeni: C,;H,,0,| M, =338
= |onizace: ESI* | mobilni faze: MeOH : 5 MM mraven¢an amonny (HCOONH,)

[M+H]* * 4 4 4 10 356.1728
S [M+NH,]*

A17 P

AP 361.1280
22 g
[M+Na]* A; .

» LR W
Ai38: |
[M+K]* \ 5 4021548 [M+HCOONH,+H]*

A 63 340.1457 ﬁa 21294378 1064
[M+HCOONH,+H]* H,,H,J,_Kﬁhtf,[Aw‘ww

L . el oy 4y “’\’,. !“ L dusay VR ‘j‘,,’ ’A" ' ' ——
300 340 380 420 460 m/z




ESI HMOTNOSTNI SPEKTRA
= Priklad: Alternariol

» Elementarni slozeni: C;,H;,Os| M, = 258
= |onizace: ESI- | mobilni faze: MeOH : 5 mM mraven¢an amonny (HCOONH,)

257.0453
M-HF 4 ¢ ¢ ] [IM-HE
Ai36:
[M+CI]- ¢
Ai46: [2M-H]-
[M+HCOO] ¥ [M+HCOO]- 515.0969
[M+CI]-  303.0505 [2M+HCOO]-
293.0235 320.0770 _ 5611035
Ai63 // [M+HCOONH 5[51'\2';?]
MHHCOONH T ok e HE o o
300 400 500 600



ESI-MS vs. EI-MS
= Priklad: Aflatoxin B,

* Elementarni slozeni: C;H,,0O,
= M, =312

~ 313.0747 o
[M+H]*
[2M+Na]
[M+NH,]* [2M+NH,]* -
330.1027
/ [M+Na]* \
v
335.0532 +« [M+HCOONH,+H]* 647.1136
376078 642.1572
o A— . ,IL, N TI". -




HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE

Metody pro indentifikaci a/nebo
kvantifikace analytu



METODY PRO IDENTIFIKACI A/INEBO
KVANTIFIKACI ANALYTU
= Softwarové aplikace umoznujici rychlé

vyhodnocovani dat ziskanych instrumentalnimi
technikami (— zvySeni efektivity)

» Jinymi slovy: Co c¢lovek vyhodnocuje hodiny, udéla
pocitac behem sekund

» V pripadé metod pro identifikacl je souéasti rovnéz
hledani v knihovné spekter

» V pripadé metod pro kvantifikaci nemusi byt
bezpodminecné nutné hledani v knihovné spekter



