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Metody analvzy a detekce iontu v MS

Meéreni ionti (M/z) Detekce iontu
rozsah LOD-LOQ
rozliSeni dynamicky rozsah
spravnost urceni stabilita v ¢ase
rychlost méreni Zivotnost detektoru
RozliSeni
MS
analyzator
Rychlost < > LOD-LOQ
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Metody analvzy iontu v MS

» analyzu ionti provadime pomoci hmotnostniho analyzatoru

(alternativné se nazyva hmotnostni filtr nebo separator)

» hmotnostni analyzator = zarizeni, které rozliSuje ionty
podle hodnoty m/z

» parametry hmotnostnich analyzatori:
a) rozsah analyzovanych hodnot m/z
b) rychlost skenu a moznost prepinani riznych rezimi
C) rozliSovaci schopnost - rozliSeni hodnoty m/z

d) presnost urc¢eni hodnoty m/z
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Parametry MS analyzatoru

> rozsah analyzovanvch hodnot m/z:

a) spodni hranice: od technické ‘0¢ nebo od vyssi hodnoty

b) horni hranice: do definované maximalni hodnoty
(pro vicenasobné nabité ionty vyssi M)

> rychlost skenu a mozZnost prepinani ruznvch rezimu:

a) pocCet skenti za sekundu: <1 — nizka rychlost
1-10 — stiedni rychlost
10 - 500 — vysoka rychlost

b) mody méreni: plny sken, segment sken, SIM, SRM, MRM

¢) mody zobrazeni:
- TIC (total ion current) — celkovy proud ionta (v€etné Sumu)
pro zvoleny mod méreni
- RIC/EIC (reconstructed/extracted ion chromatogram)
— zaznam pro vybranou hodnotu m/z
- BPC (base peak chromatogram) — zaznam pro zakladni (nejintenzivnéjsi)
m/z spektra v kazdém bodé chromatogramu
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Parametry MS analyzatoru

» rozliSovaci schopnost (resolving power - RP) :

(rozliSovaci schopnost hmotnostniho analyzatoru nebo spektrometru)
» dvé rizné definice — zaleZi na typu hmotnostniho analyzatoru

» jde o vyjadreni miry schopnosti hmotnostniho analyzatoru rozlisSit
blizké hodnoty m/z — tj., jaky nejmenSi rozdil umi rozlisit,

relativni udaj vztazeny k velikosti m/z 1.0+
1. definice pro dva ionty: 0.8
RP=m,/(m;-m,);z,2,=1
- piky m; a m, maji 10 % prekryv 064
pri stejné vySce
0.4 (50% Max = FWHM)
2. definice pro jeden ion:
RP=m/Am (alt.t/2At - TOF) 0.2+ 107% velef
- FWHM (full width at half maximum) \y (57 of Max
pro odpovidajici m/z 0.0 T -
1000.0 1001.0 1002.0 1003.0
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Parametry MS analyzatoru

> rozliSeni (resolution - R = 1/RP):
(rozliSeni hmotnostniho analyzatoru nebo spektrometru)

» dvé rizné definice — zalezi na typu hmotnostniho analyzatoru

> jde o vyjadreni miry schopnosti hmotnostniho analyzatoru

rozliSit blizké hodnoty m/z — tj., jaky nejmensi rozdil umi
rozlisit, relativni udaj vztazeny k velikosti m/z

R =(m, - my) / m; vyjadifujeme v ppm pro odpovidajici m/z

Jednotkové ” ” FWHM n
rozliSeni 10 000
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Parametry MS analyzatoru

> spravnost uréeni hodnoty m/z (mass accuracy):

> vyjadiuje miru shody mezi naméfenou (EXPERIMENTALNI)
a vypoctenou (TEORETICKOU) hodnotou m/z

» jde o relativni vyjadreni miry schopnosti hmotnostniho
analyzatoru urcit spravnou hodnotu m/z

Vyjadreni spravnosti uréeni m/z:
ppm = 10° (M/Zgxp - M/zrgoR ) | MIZreor
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Parametry MS analyzatoru

Priklady vztahii mezi hodnotou parametri a velikosti m/z
1. RozliSovaci schopnost (RP) = 50000
(Casto uvedeno jako rozliSeni FWHM 50000)
- pro m/z = 1000 rozlisSime ionty s odchylkou +0,01 (1000/50000 = 0,02)
- pro m/z = 100 rozliSime ionty s odchylkou +0,001 (100/50000 = 0,002)

2. RozliSeni (R) pro RP 50000 je 20 ppm (tj. 1/50000 = 20.10-5)

3. Spravnost ur¢eni hodnoty m/z

a) ppm = 106. (266,16315 — 266,16304) / 266,16304 = + 0,41 ppm
b) ppm = 106. (266,16187 — 266,16304) / 266,16304 = - 4,40 ppm
c) ppm = 108. (266,17087 — 266,16304) / 266,16304 = + 29,4 ppm
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Metody analvzy iontu v MS

Princip MS analyzatoru

> analyza iontii probiha za nizkého tlaku (< 10 Pa)
» MS analyzator urcuje hodnotu m/z

» kombinace nékolika MS analyzatori (vicestupnova MS)

Fvzikalni principy analvzy iontu

J/

¢ zakriveni drahy letu iontii v magnetickém nebo elektrickém poli
- magneticky nebo elektrostaticky analyzator

¢ ruzna stabilita oscilaci ionti v dvoj- nebo trojrozmérné kombinaci
stejnosmérného a vysokofrekvencniho stridavého napéti
- kvadrupdl nebo iontova past - Q, IT

¢ ruzna doba rychlosti letu ionta - analyzator doby letu — TOF

* ruzna frekvence harmonickych oscilaci - Orbitrap

¢ rizna absorpce energie pri cykloidalnim pohybu iontii v kombinovaném
magnetickém a elektrickém poli - iontova cyklotronova rezonance — ICR
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Principy MS analyzatoru

Magnetické
sektory
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Principy MS analyzatoru

Sektory s dvoji fokusaci — elektrostaticka + magneticka
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Principy MS analyzatoru

Kvadrupél: a) primy (Q) b) sféricky - 3D past (IT)
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Principy MS analyzatoru

Kvadrupol: ¢) segmentovany - linearni iontova past
2D past (IT)
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Principy MS analyzatoru
Analyzator doby letu - Time Of Flight (TOF)
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Principy MS analyzatoru
Analyzator doby letu - Time Of Flight (TOF)

VIDEO

Ukazka Ion Mobility (Travelling wave)
- TOF MS (s reflektronem)
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Principy MS analyzatoru

Iontovy rezonancni cyklotron s Fourierovou transformaci
Excitation induced current (FT_ I C R)

detector plates
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ime-domain frequency-domain Mass Spectrum
@ | pectrum spectrum

Detection oscillating R-F electric field F AND
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Principy MS analyzatoru
Elektrostaticka orbitalni past - ORBITRAP

Undamped harmonic oscillator
‘ / {normal operation) mz+kz=0
Forced, undamped harmonic oscillator

r at resonance a,. = @
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Principy dalSich ¢asti MS
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Porovnani parametru MS analyzatoru

ANALYZATOR Max. RP | Spravnost | Rozsah Rychlost Cena
FWHM ppm m/z skenu
Magneto-sektorovy 10° <5 104 nizka vysoka
Q 103 nizka 103 stfedni nizka
IT 103 nizka 104 stfedni stfedni
TOF 104 <5 104 velmi vysoka | stredni
Orbitrap 10° <3 103 nizka vyssi
FT-ICR 106 <1 104 nizka vysoka
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Realizace vicestupnové (vicenasobné) MS

» vicestupnova nebo vicenasobna hmotnostni analyza
= multistage nebo multiple MS

— MS/MS = MS? = tandemova MS; MS/MS/MS = MS?

Princip: v prvnim stupni vybirame primarni (rodicovské) ionty,
které se v kolizni cele rozpadaji na sekundarni
(dcerinné) ionty, které jsou analyzovany v druhém stupni
[parent ions — daughter ions]

Technicka realizace:

a) v prostoru — sériova kombinace stejnych nebo ruznych
hmotnostnich analyzatori (QqQ, Q-TOF)
(Fetézeni experimentii v prostoru)

b) v ¢ase — probiha v jednom hmotnostnim analyzatoru
prostiednictvim ¢asovanych zmén parametra (IT)
(Fetézeni experimentii v Case)
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Realizace vicestupnové (vicenasobné) MS

a) MS? v prostoru

b) MS? v dase

g fogd 11 S? 1 R

e By e iy
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Realizace vicestupnové (vicenasobné) MS

Redukce Sumu s po¢tem MS analyz — zvySeni S/N
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Realizace vicestupnové (vicenasobné) MS
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Realizace vicestupnové (vicenasobné) MS

Dostupné mody méi‘eni pri pouiiti tandemové MS
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Detekce iontu v MS

Detektor iontii v MS zaznamenava pocty iontii,
které projdou hmotnostnim analyzatorem

» dopadajici ion indukuje elektron(y), jejichZ proud se zesiluje
dopady na dalsi plochu elektronasobice
(HED - high energy dynodes)

a) dynody destickové
b) dynody kontinualni - trubice (primé, zakrivené)
c) dynody paraleni - mikrokanalova desti¢ka

Parametry: zesileni, Zivotnost, detekce [+] iontii,
detekce nezadoucich fragmentii,
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Detekce iontu v MS
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Detekce iontu v MS

Mikrokanalova desticka
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