5 —————
HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

MASS SPECTROMETRY (MS)

Alternativni nazvy (spojeni s GC, LC, CZE, ITP):
Hmotnostné spektrometricky (selektivni) detektor
Mass spectrometric (selective) detector (MSD)

Spektrometrie - metoda zaloZend na interakci zdieni a hmoty

Hmotnostni spektrometrie - metoda zaloZena na tvorbé iontu
pri interakci elektrického pole a analytu, které jsou nasledné
analyzovany (separovany, filtrovany) podle hodnoty m/z
pomoci elektrickych/magnetickych poli
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Princip MS: méreni a vystup méreni

1. | Tvorba ionti Iontovy zdroj Typ ionti:
- lonizace [+] nebo [-]
vicenasobné [+]
[M] ; fragmenty
Adukty
2. | Filtrace iontt Hmotnostni Rozsah, presnost,
- hmotnostni analyza | analyzator rozliSeni,
podle hodnoty m/z rychlost
3. | Méreni Cetnosti ionti | Detektor iontu Citlivost,
Zivotnost
4. | Hmotnostni spektrum | Zaznamové zarizeni | Automatické
- analyza informaci - procesni software | algoritmy,
knihovny
spekter
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Hmotnostni spektrum: formaty

Graficky - profilové nebo

A Tabelarni
centroidni (¢arove)
spektrum m/z | Intenzita | Relativni intenzita (%)
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Hmotnostni spektrum: obsazené informace

Molekulova hmotnost - (pseudo)molekularni ion
Elementarni sloZeni - presna hmota, izotopovy klastr
Struktura - fragmentace

Velikost naboje - vzdalenost iontu v klastru
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Aplika¢ni moznosti MS

Identifikace sloucenin

Molekulova hmotnost / elementdrni sloZeni / sumdrni vzorec

- témér absolutné pri dostatecné vysokém rozliSeni
Identifikace struktury

- v zavislosti na typu ionizace

- moznost fragmentace
Identifikace porovnanim spekter

- identifikace slouceniny na zakladé tvorby a

poméru Cetnosti ionti o urcitych hodnotach m/z
- aplikace spektralni knihoven

Kvantifikace slou¢enin

Univerzalni
- LOD se liSi podle schopnosti sloucenin poskytovat
za danych podminek ionty
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Historicky vyvoj MS - souhrn

Od katodové trubice k modernimu spektrometru
J.B. Fenn (1984)

LC-MS(ESI)

Spojeni iontoveé
mobility a MS

*2006

o* | TOF-MS

*1946

zaznamu
spekter

EW. Aston (1920)

VYSOKA SKOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE Izolaéni a separaéni metody 2018 - Jan Poustka

Fakulta potravinaiské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyZivy http://web.vscht.cz/poustkaj 6




Vznik a typy iontu

» VvzniK riznymi mechanismy - typ mechanismu zasadné
ovliviiuje vysledné spektrum

» 7 hlediska polarity vznikaji ionty nabité kladné nebo zaporné
(vZdy pouze jeden typ)
- rozliSujeme tak POZITIVNI a NEGATIVNI ionizaci

» z hlediska piivodni struktury vznikaji ionty:
a) molekularni: [M]* nebo [M]
b) pseudomolekularni a aduktové: [M+H]*, [M-H]", M+CH,]*
c¢) fragmentové: napr. [M-CH,]*
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Tonizace v plynné fazi (za snizeného tlaku = 104 torr = 102 Pa)

Elektronova ionizace (Electron lonization - El)

Princip: dochazi ke ztraté elektronu z elektroneutralni molekuly
A) ‘narazem’ elektronu (Electron Impact) mnebo jina teorie —
B) uvolnénim valen¢niho elektronu zachyceného proudem elektronu

- primarné vznikaji @ ionty: KATODA {viakno)
M + e (70eV) > M+ + 2e- tIIIXIﬁ
— vznika radikalkation
s lichym poctem elektronu

e M+ ~
M+ M M*—y| HMOTNOSTNI
ANALYZATOR

REPELER

- v pripadé nasledné fragmentace
existuji dva mozné mechanismy:
M* — EE* + R nebo M* - OE*- + N
— vznikne fragment se sudym poctem elektronii a radikal
nebo fragment radikalkation s lichym poc¢tem elektront
a neutralni ztrata

eludatz GC ANODA
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Tonizace v plynné fazi (za snizeného tlaku = 104 torr = 102 Pa)

Elektronova ionizace (Electron lonization - El)

Charakterizace:

‘tvrda‘ ionizace = spektrum bohaté na fragmentové ionty
— mohou chybét molekularni ionty

Pri pouziti EI miuzeme ze spektra urcit:

» molekulovou hmotnost / elementarni sloZeni / sumarni vzorec
- na zakladé presné hmoty
- na zakladé izotopového klastru molekularniho iontu
» Caste¢né az uplné identifikovat strukturu na zakladé fragmentace
> provést identifikaci pomoci knihovny spekter
- obsahuje EI spektra mérena pri standardni ionizacni energii 70 eV
» naboj ionti pri vicenasobném nabiti
- na zakladé rozdili v hodnoté m/z ionti v klastru

Aplikace: GC-MS
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Tonizace v plynné fazi (za snizeného tlaku = 104 torr = 102 Pa)

Chemicka ionizace (Chemical lonization - CI)

Princip: ionizace prostiednictvim reakéniho plynu (CH,)

\/

% reakéni plyn (pomér k analytiim cca 10%:1) podléha EI ionizaci a
jeho ionizované formy pak predavaji naboj analytim

- vznik @ iontua (Pozitivni CI):

KATODA (vlakno)
CH,+e —>CH,* + 2¢e mmﬁ
— vznika reakc¢ni ion | e

M+ CH;*— [M+ H]"+ CH,

o e .

o , o E[""*“]* _| HMOTNOSTNI

— vznika protonovana molekula & /W ANALYZATOR
A

- vznik ® iontd (Negativni CI):
M+e —>M-;[M-H]

eluatz GC ANODA reakEniplyn (CH,)
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Tonizace v plynné fazi (za snizeného tlaku = 104 torr = 102 Pa)

Chemicka 1onizace (Chemical lonization - CI)

Charakterizace:

‘mékka‘ ionizace = prevazuji molekulové ionty (PCI)
— fragmentové ionty vznikaji minimalné (PCI)

Pri pouziti CI miazZeme ze spektra urcit:

» molekulovou hmotnost / elementarni sloZeni / sumarni vzorec
- na zakladé presné hmoty
- na zakladé izotopového klastru molekularniho iontu

» naboj ionti pri vicenasobném nabiti
- na zakladé rozdila v hodnoté m/z ionta v klastru

Aplikace: GC-MS
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lonizace v kapalné fazi (za atmosférického tlaku - API)

Elektrosprej (Electrospray - ESP; Electrospray ionization - ESI)

Princip: ionizace vysokym napétim (= 2-5 kV) za sou¢asného zmlzovani

Metal Plate

~100 V
ESI Droplcts

Taylor Cone
Spray Needle % f
2:5kV / ‘?«%{9 @ Mass
&
@

Spectrometer

Coulomb fission

ESI Solution 906 ©)]

A
(43 ® @
o @@@ °®
\ ﬁf{; _
Red
1I'.\{):xcidati-:m Excess Charge on Surface 0;.’ uction
Rayleigh limit

Solvent and neutralized ions (]
'
Spray Current (i)
+ 2-5kV —
power supply
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lonizace v kapalné fazi (za atmosférického tlaku - API)

Elektrosprej (Electrospray - ESP; Electrospray ionization - ESI)

HPLC inlet

Nebulizer (sprayer)
Nebulizing gas ~ 7~ oy

ALK heater

Y 3

/ e Orying gas

Capillary

[M+H]*
[M+NH,]*
[M-HJ
[M+CH,;CO0]"

[M % zH] %%

tno = 50 — 400 °C (pridatné)
Napéti: 2 - 8 kV
Pritok m. f. 0,001 - 1 ml/min
Tekaveé prisady:

octan/mravencan amonny,
octova k., mravenci k.

Netékaveé prisady: fosfatové pufry
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lonizace v kapalné fazi (za atmosférického tlaku - API)

Elektrosprej (Electrospray - ESP; Electrospray ionization - ESI)

Charakterizace:

‘mékka‘ ionizace = spektrum obsahuje vétSinou molekularni
nebo pseudomolekularni ionty
=> mohou vznikat vicenasobné nabité ionty
= jsou ionizovany velké molekuly (biopolymery)

Pri pouziti ESI muzeme ze spektra urdit:

» molekulovou hmotnost / elementarni sloZeni / sumarni vzorec
- na zakladé presné hmoty
- na zakladé izotopového klastru molekularniho iontu

» naboj ionti pri vicenasobném nabiti
- na zakladé rozdili v hodnoté m/z ionti v klastru

Aplikace: LC-MS
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lonizace v kapalné fazi (za atmosférického tlaku - API)

Chemicka ionizace (Atmospheric Pressure Chemical lonization - APCI)

Princip: ionizace vvbojovou jehlou (= 5 kV) za soucasného zmlzovani
pri vysoké teploté (400 - 650 °C)

Vznik aduktovych iontu s ionty vzniklymi z prisad v mobilni fazi
Vznikaji ionty ‘malych‘ molekul

Charakterizace:

‘mékka‘ ionizace = spektrum obsahuje vétSinou molekularni
nebo pseudomolekularni ionty

Pri pouziti APCI muZeme ze spektra urcit:

> molekulovou hmotnost / elementarni sloZeni / sumarni vzorec
- na zakladé presné hmoty
- na zakladé izotopového klastru molekularniho iontu

» naboj ionti pri vicenasobném nabiti
- na zakladé rozdilia v hodnoté m/z iontia v klastru

Aplikace: LC-MS
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lonizace v kapalné fazi (za atmosférického tlaku - API)

Chemicka ionizace (Atmospheric Pressure Chemical lonization - APCI)

HPLC inlet

| [M+H]*

g Nebulizer (sprayer) [M + NH4]+
[M-H]

[M+CH,COOJ

Drying gas t~400 - 650 °C

/ Napéti (vyboj. el.): 2 - 8 kV
';"{ Priitok m. f. 0,2 - 2 ml/min

Nebulizing gas i

Vaporizer (heater|
/ P

\ | 7ékavé prisady:
Caphary octan/mravencan amonny,
octova k., mravenci k.

\ Netékavé prisady: fosféatové pufry

discharge
needle
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lonizace v kapalné fazi (za atmosférického tlaku - API)

Fotolonizace (Atmospheric Pressure Photoionization - APPI)

Princip: ionizace UV zarenim (= 10 eV) za souc¢asného zmlZzovani
pri vysoké teploté (400 - 650 °C)

Dochazi k selektivni ionizaci analyti
Charakterizace:

‘mékka‘ ionizace = spektrum obsahuje vétSinou molekularni
nebo pseudomolekularni ionty
— vhodna pro nepolarni a labilni slouCeniny

Pri pouziti APPI muzeme ze spektra urcit:

> molekulovou hmotnost / elementarni sloZeni / sumarni vzorec
- na zakladé presné hmoty
- na zakladé izotopového klastru molekularniho iontu

» naboj ionti pri vicenasobném nabiti
- na zakladé rozdilia v hodnoté m/z iontia v klastru

Aplikace: LC-MS

VYSOKA SKOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE Izolaéni a separa¢ni metody 2018 - Jan Poustka

Fakulta potravinafské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyZivy http://web.vscht.cz/poustkaj 18




lonizace v kapalné fazi (za atmosférického tlaku - API)

Fotolonizace (Atmospheric Pressure Photoionization - APPI)

HPLC inlat
I [M+H]*
Nebulizer {sprayer)
Nebuhzing gas P 2l [ M - H ] -
L Vaporizer (heater)
// : t ~ 400 — 650 °C
UV lamp / ;.E:. Drying gas

UV zareni ~ 10 eV

X Pritok m. f. 0,2 - 2 ml/min

Capillary

Dopant: toluen (T citlivost)
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Techniky primé ionizace vzorku

Princip: pusobeni ionizujiciho proudu kapaliny nebo plynu na vzorek

Vznika smésné spektrum vSech pritomnych sloucenin - pro zajiSténi reprezentativnosti
vysledku je nezbytné analyzovat homogenni vzorek nebo extrakt

Electrical
potential

DESI (Desorpcéni ESI)

Solvent

= Vacuum interface &

Nebu;iging \Charged solvent mass spectrometer
9 spray

. ° Analytes
Analyte %ﬁ
ion Desorption
Substrate
DART (Direct Analysis in Real Time)
Vacuum interface &
He/N,  Discharge chamber Heating Metastable Mass spectrometer
: HeN, \
R T
o EEER-, o %0l o % ¢ o..,in. TR Y —
n
lon/neutral
separation
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Techniky primé ionizace vzorku

Princip: pusobeni laserové paprsku na vzorek za pritomnosti absorbujici matrice

Vznika smésné spektrum vSech pritomnych sloucenin - pro zajiSténi reprezentativnosti
vysledku je nezbytné analyzovat homogenni vzorek nebo extrakt

MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization)

M CH;
P
Time-of-flight HO |l| o
Mass Analyser Ha
I l e C__}_,_‘_D
Ml o]
/Extractiongrid {I;H N “‘«0 -"/ -:‘-"""'

C
g a-cyana-4-hydroxycinnamic acid sinapinic acid {L—l
CCA CqpH7NOg SA CyqHq20s
r Dosor:bedspilime of peplides and small molecules proteins

/ matrix and analyte ions
.
2 & = Analyte

= Matrix

J
OH
‘ 3 ® = Cation (e.q. Na* or H*) = C’\\
P | OH
° e x"\. /"'0
& o= h =
Sample = L . : .. o.. . y | \
plate B o
-, e, 6 ‘P c®» .® . H

Pulsed laser beam

. L ]

O S B o s 3 3-hydroxypicolinic acid 3-indoleacrylic acid
¢ = S . o, @ ry
I .. oo 0. Boto . -’ ; ; - .. 1 |_|I'FA G%Hf,rdog | AA, F:1.:.I-I|gNDg
P 2 oligonucleotides organic polymers
% 'Q..'.o'.o..'.-' / ? ganic po

////
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R
Porovnani aplikovatelnosti ioniza¢nich technik

100 000 —
LC/MS - ESI
A
7
e
S 10000 —
@)
£
< LC/MS - APPI
S
S LC/IMS - APCI
i, 1000 —
®)
=
GC/MS - EI/CI
Nepolarni Polarita analytu Polarni
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