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1. Uvod do hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je fyzikalné-chemickd metoda,
pomoci které muizeme urcit hmotnost atomd, molekul a jejich ¢asti
po jejich prevedeni na kladné nebo zadporné ionty. Diky této metodé
mulzZeme urcit strukturu analyzovanych latek anorganického a
zejména organického plvodu.

Hmotnostni spektrometrie se od ostatnich bézné pouzivanych metod
organické spektralni analyzy li§i tim, Ze vzorek neabsorbuje
infraervené ani ultrafialové zafeni a ani radiové viny z
elektromagnetického spektra. Na rozdil od infradervené
spektroskopie (IR) nebo nukledrni magnetické rezonance (NMR), kde
obé metody identifikuji slouceniny se specificitou srovnatelnou s
hmotnostni spektrometrii, MS je destruktivni metoda analyzy coz
znamend, Ze po MS analyze nelze jiz vzorek ziskat zpét. Na druhou
stranu je MS mimoradné citliva metoda a na ziskdni relevantnich
informaci o struktufe analytu vyzaduje méné vzorku nez IR nebo
NMR.

Historie hmotnostni spektrometrie saha ke konci 19. stoleti, kdy
Eugen Goldstein pozoroval zareni, pfi elektrickém vyboji v plynu za
snizeného tlaku, putujici zanody ke katodé, opacné jako tomu je pfi
negativné nabitém katodovém zareni. Pozorované pozitivné nabité
zafeni pojmenoval jako anodové nebo-li kandlové zareni. Némecky
védec Wilhelm Wien obijevil, Ze silné magnetické resp. elektrické pole
dokaze toto zareni vychylit a v roce 1899 sestrojil zafizeni s kolmym
elektrickym a magnetickym polem. Takové pole bylo schopné rozdélit
pozitivné nabité ¢astice na zakladé jejich poméru ndboje k hmotnosti
(Q/m). Wien také zjistil, Ze pomér zavisi na povaze plynu
vystavenému elektrickému vyboji. Ndasledné zdokonaleni Wienovi
prace snizenim tlaku vedlo ke vzniku prvnich hmotnostnich
spektrograf(.

Zprvu se hmotnostni spektrometrie vyuzivala jako metoda umoznujici
méreni izotopového zastoupeni rlznych prvkd. Vroce 1922 ziskal
Nobelovu cenu za chemii Francis William Aston, poté co objevil a
popsal stabilni izotopy velkého mnoiZstvi neradioaktivnich prvk(.
Pomoci hmotnostniho spektrometru také zjistil a publikoval hmotnost
izotopu '’C. Tato hodnota se pozd&ji stala referenéni pro méfeni
atomové hmotnosti a nahradila predesly standart izotopu *°0. Diky
dalSimu zlepSeni rozliSovaci schopnosti u hmotnostni spektrometrie,
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Obr. 2. Francis W. Aston

Obr. 3. Hans G. Dehmelt

Obr. 4. W. Paul



bylo moziné jiz ve 40. letech plné vyuZit tuto
metodu v analytické chemii pfi kvalitativni
analyze benzinl a pozdéji i ktypové analyze
rGzné slozitych smési a ropnych frakci. V 50. a
60. letech byla vyvinuta nova technika pro
hmotnostni spektrometrii tzv. technika iontové
pasti, za kterou ziskali Nobelovu cenu v roce
1989 Hans Georg Dehmelt a Wolfgang Paul.
Dalsi Nobelova cena byla udélena v roce 2002

Obr. 5. John B. Fenn Johnovi Bennettovi Fennovi za vyvoj ionizace Obr. 6. Koichi Tanaka
elektrosprejem (ESI) a Koichi Tanakovi za vyvoj jemné laserové desorpce a MALDI techniky
(tyto techniky budou popsany pozdéji v kapitole metody ionizace).



2. Zakladni soucasti hmotnostniho spektrometru

Dnes pouzivané hmotnostni spektrometry obsahuji 5 zakladnich casti: Misto pro vstup
vzorku, iontovy zdroj, analyzator hmotnosti, detektor a pocitac. (Obr. 7)
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Obr. 7. Blokovy nakres hmotnostniho spektrometru

Nedilnou soucasti kazdého takového pfistroje je vakuovy systém (soustava vakuovych pump)
a iontovd optika slouzici k fokusaci a urychleni vzniklych iontll. Aby mohl byt vzorek
analyzovan, je nutné ho v misté vstupu prevést do plynného skupenstvi. Tato podminka
drive zna¢né omezovala analyzu, nebot slou¢enina musela byt termicky dostate¢né stabilni,
avSak vyvoj modernéjsich pfistroji umoznil mérit i latky termicky labilni nebo castecné
tékavé. Ddle také lze propojit vstupni zafizeni s vystupem kolony plynového nebo
kapalinového chromatografu, nebo také s vystupem z kapilarni elektroforézy, coz umoziuje
analyzovat separované slozky soustavy. Nasleduje ionizace vzniklého plynu, béhem které
ziskavaji molekuly, respektive jejich ptislusné ionty dostatecné mnoizstvi energie, diky niz
muze dojit k jejich fragmentaci za vzniku jednodussich iontll, neutralnich molekul a radikald.
Béhem ionizace dochazi i kurychleni iontd vstupujicich do hmotnostniho analyzatoru.
Hmotnostni analyzator je v podstaté zafizeni vyuzivajici silné magnetické nebo elektrické
pole, které je schopné zménami trajektorii rozdélit smés iontl na zakladé poméru hmotnosti
(relativni atomova hmotnost) k po¢tu elementarnich nabojd iontd m/z. Jednotlivé ionty dale
dopadaji na detektor, za vzniku analogového signalu. Ten se nasledné digitalizuje a prevadi
do pocitace, kde se pomoci programového vybaveni zpracuje do podoby hmotnostniho
spektra.

Hmotnostnim spektrem oznacujeme zapis relativniho zastoupeni rozdélenych iontd
charakteristickym pomérem hmotnosti k ndboji. Vzhledem ktomu, Ze béhem ionizace
vznikaji majoritné jednonasobné nabité ionty s nabojem rovnajicim se z = 1, pomér
hmotnosti a ndboje vyjadfuje hmotnost pfislusného iontu. Kazdy hmotnostni spektrometr
musi byt také vybaven vakuovou aparaturou, diky niZ je mozné v analyzatoru, popripadé
v iontovém zdroji dosahnout velmi nizkého tlaku v rozmezi 10 a7 10° Pa (10” az 10°® Torr).



Tento nizky tlak je esencialni, nebot brani nezadoucim srazkam iontd a neutralnich molekul
v dobé mezi ionizaci a detekci ionta.

Nutno podotknout, Ze se hmotnostni spektrometrie znacné lisi od ostatnich spektralnich
metod, které méri absorpci nebo emisi elektromagnetického zareni v zdvislosti na jeho
energii. Tvar hmotnostnich spekter neni mozné predpovédét kvantové-chemickymi vypocty
a jejich interpretace se fidi hlavné empirickymi zkusenostmi. Vzhled — kvalita hmotnostniho
spektra zde zavisi mnohem vice na parametrech pfristroje, nez pti jinych spektrdlnich
metodach. Spektra té samé latky mohou byt znacné odlisna v zavislosti na ionizac¢ni technice,
usporadani jednotlivych ¢asti pfistroje ¢i vyuZiti rGznych technik podporujici fragmentaci
iontd. V hmotnostni spektrometrii probihaji vSechny déje v silné zfedéném plynu (danou
latku lze analyzovat a identifikovat jiz p¥i hmotnostech mensich nez 10*%g) a vzniklé
spektrum je vysledkem mnoha konkurencénich po sobé jdoucich monomolekularnich reakeci.
MuZeme tedy fict, Ze hmotnostni spektrometrie zavisi na chemické reaktivité. Vzhledem
k tomuto faktu a kinformacim vySe uvedenym se hmotnostni spektrometrie nezafazuje
mezi spektralni metody. Na druhou stranu diky ziskanym informacim pfti studiu rlznych
struktur latek, moznosti jejich identifikace a separace se hmotnostni spektrometrie bézné
interpretuje spole¢né se spektralnimi metodami.



3. Ionizace a metody ionizace

Jak jiz bylo reCeno, molekuly analyzované latky musi byt prevedeny na pfislusné ionty,
k tomuto Ucelu slouZi iontovy zdroj. Pro ionizaci dané latky je potfeba prekonat jeji tzv.
ionizacni energii, ta se pro organické latky pohybuje v rozmezi 7 — 16 eV. Dale je nutné
zarucit, aby pfi daném zpUsobu ionizace bylo moZné reprodukovat zastoupeni jednotlivych
iont( vstupujicich do analyzatoru hmotnosti. U¢innost ionizace je extrémné nizka - pouze
0,01 % molekul vstupujicich do iontového zdroje je prevedeno do iontového stavu.
V soucasné dobé existuje velké mnoiZstvi zplsob(, jak lze analyzovanou latku ionizovat. |
presto neexistuje univerzalni ionizaéni technika pro vSechny latky. Samotny vybér
konkrétniho typu ionizace zavisi na typu latky a na pozadavcich kladenych na analyzu.
Jednotlivé zplsoby ionizace lze rozliSit na zakladé skupenstvi, v némz ionizace probiha, a
mnozstvi energie dodavané iontovym zdrojem do procesu. Nejbéznéjsi je ionizace latek
v plynném skupenstvi. Termolabilni nebo netékavé Iatky lze ionizovat bud v pevném
skupenstvi (vznikne plazma iontl) nebo jako kapalné latky v médiu, ale také v podobé eluatu
z kapalinové chromatografie. Podle mnozZstvi dodané energie rozdélujeme ionizacni techniky
na mékké a tvrdé.

U mékké techniky je prebytek dodané vstupni energie maly a vznikly ion se fragmentuje jen
s malou pravdépodobnosti. U tvrdé techniky je pouZito velké mnoiZstvi energie, ktera
vyrazné prevysSuje ionizacni energii molekuly a tento energeticky prebytek (rotacné —
vibracni energie) se eliminuje fragmentaci primdrniho iontu.

Vzhledem k velkému mnozZstvi druh(l ionizace se budeme vénovat pouze nékterym — tém
nejCastéji vyuzivanym: Elektronova (EI) a chemicka ionizace (Cl), Chemicka ionizace za
atmosférického tlaku (APCI), Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI), Ostfelovani
vzorkd rychlymi atomy (FAB), lonizace laserem za ucasti matrice (MALDI) a lonizace
elektrosprejem (ESI). Prehled téchto nejcastéji pouzivanych metod ionizace je uveden v
tabulce ¢. 1

Orientacni pravidlo urcujici miru tvrdosti ioniza¢ni techniky:

ESI < MALDI ~ APPI < APCI < FAB < ClI < EI

- tvrdost techniky »

nejmekci nejtvrdsi

Volba ionizacni techniky se fidi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi analytu jako jsou: tékavost
latky coZ souvisi s jeji polaritou, tepelna stabilita latky, velikost molekuly (mol. hmotnost).
Pro analyzu tékavych, termicky stabilnich latek s molekulovou hmotnosti do 1 000 g.mol™
jsou vhodné tvrdé techniky (El, Cl). Vyhodou téchto technik je jejich vysoka citlivost a
existence rozsahlych knihoven spekter. V ptipadé termolabilnich nebo netékavych sloucenin,
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nebo sloucenin s vysokou molekulovou hmotnosti je vhodné pouzit mékké techniky. Kritéria

pouziti jednotlivych ionizacnich technik vyjadfuje ve zjednodu$ené formé obrazek 8.

Tabulka €. 1. Nejznaméjsi ionizacni techniky v hmotnostni spektrometrii

loniza¢ni lonizacni

Tlak viontovém Citlivost

Pouziti

metoda Cinidlo zdroji
El elektrony 10 -10° torr ng—pg analyza hlavné termostabilnich
50-70eV tékavych, nizkomolekulovych a
nepolarnich latek, v kombinaci GC/MS
Cl reakéni plyn  ~ 1 torr ng—pg analyza hlavné termostabilnich
a elektrony tékavych, nizkomolekulovych a
nepolarnich latek, v kombinaci GC/MS
FAB atomy Xe, 103 - 10" torr pg—ng analyza hlavné termolabilnich,
Ar polarnich a vysokomolekulovych latek
ESI elektrické atmosféricky ng—pg analyza hlavné termolabilnich,
pole netékavych a polarnich latek, ¢asto
v kombinaci HPLC/MS a CE/MS
APCI koronovy atmosféricky ng—pg analyza relativné termolabilnich,
vyboj netékavych a stfedné polarnich latek,
¢asto v kombinaci HPLC/MS a CE/MS
APPI fotony (UV) atmosféricky ng—pg analyza relativné termolabilnich,
10,6 eV nepoldrnich az stfedné polarnich
latek, ¢asto v kombinaci HPLC/MS a
CE/MS
MALDI fotony z 10°-10" torr pug —ng analyza hlavné termolabilnich,
laseru poldrnich a vysokomolekulovych latek
100 000 MALDI ESI
z
=
2
% 10 000
T FAB
(]
3
g APPI
£ 1000 -
S El APCI
)
®
o
=
100
Nepolarni Velmi polarni

Polarita analyzované latky

Obr. 8. Rozsah poufziti riznych metod ionizac¢nich technik.
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Dalsim dulezitym faktorem je volba polarity ionizace. To plati zejména pro mékké techniky.
Nejcastéji pouzivanou je ionizace v pozitivnim modu, pfi které vznikaji kvazimolekulové ionty
[M+H]". lonizace v negativhim modu je vyuZivana u latek podléhajicich snadné deprotonaci
(karboxylové a sulfonové kyseliny, polyhydroxy slouceniny, nitroslouc¢eniny, apod.). Pro
studium nekovalentnich interakci je asi jedinou vhodnou metodou ESI. V pfipadé, Ze
analytem je smés latek, je témér nutné pouzit metodu kompatibilni se separaénimi
technikami, jako jsou GC, HPLC, CE nebo SFC.

3.1. Elektronova ionizace (EI - Electron Jonisation)

Elektronovd ionizace patfi mezi jednu z nejstarSich, nejpropracovanéjsich a v soucasnosti
stdle pouzivanou metodu. Radime ji mezi tvrdé ionizaéni techniky, pfi nichZ interaguje
vysokoenergeticky proud elektron( sanalyzovanou latkou v plynném skupenstvi. Proud
elektron ziskdme zahfatim resp. rozzhavenim wolframového nebo rheniového vldkna
(katody), ten nasledné dopadda na anodu. Mluvime tedy o katodovém zareni a jeho kineticka
energie se da plynule regulovat napétim pfivadénym na katodu v rozmezi od 5 do 100 eV.
(Obr. 9) Elektrony s energii presahujici ionizacni energii molekul (7-16 eV) jsou schopné
vyrazit (pozn.: tento termin neni presny, protoZe ke skutecnému stretu elektron(i nedochdzi)
elektrony z molekuly, zejména elektrony z nevazebnych elektronovych parQ. Vznika kation
s lichym po&tem elektron’ — kationradikal M** neboli molekulovy ion.

Schéma vzniku molekulového ionu:
M+e — M+ 2e

Pfednostné dochazi ke ztraté nejméné vazaného elektronu v molekule tj. jednoho elektronu
s nejvySe obsazeného molekulového orbitalu (HOMO). Obecné poradi jak se elektrony
vlivem El uvoliuiji je:

nevazebny (volny)

elektronovy par > T-vazebny par > G-vazebny par

Jestlize energie dodana elektrony presahne energii nejslabsi vazby v molekule, mize dojit
k roztrzeni vazby a nastava fragmentace. Jako jeji vysledek vznika mensi nabita castice
(fragmentovy ion, napf. kation B' nebo kationradikal C**), neutrdini &stice Y, popfipadé
radikdly X°. S fragmentaci také souvisi riziko, kdy méize dojit k Gplnému rozpadu primérniho
molekulového iontu, ten poté neni moziné pozorovat ve vysledném hmotnostnim spektru.
V takovém pripadé nékdy postaci snizit energii ionizujicich elektronl, ¢imz se docili zvySeni
intenzity molekulového iontu.



Zakladni schéma fragmentace:

B* + X’
/

M**

S oty

Cim vy$3i bude energie elektront ne? disocia¢ni energie, tim vy$si bude pravdépodobnost, Ze
dojde v molekule k fragmentaci. Protoze chceme docilit, aby proces fragmentace probihal
jako monomolekulova reakce, je nezbytné pracovat pod velkym vakuem fadové 10° a7 10°®
torru. Tim zamezime vzdjemnym srazkam iont a molekul.

Pfi El se standartné pouziva energie elektroni 70eV. Takové mnoZstvi energie nam zajisti
vznik maximalniho poctu iontli a také zabezpeci rozsahlou fragmentaci.

Alternativou vyrazZeni elektron( z cilové molekuly je jejich zachyceni. V takovém pripadé
vznikd molekulovy ion s lichym poétem elektron(l a zdpornym nabojem — anionradikal M™".
Pravdépodobnost zachyceni elektronu je vsak pfilis malda a tento jev nastane pouze
v pfipadé, Ze se vanalyzované molekule nachdzi elektronegativni funkéni skupina (napf.
halogeny). Energie ionizujicich elektront je fadové nizsi nez pti standartnim El a nepfesahuje
hodnotu 15 eV. Déle se do ionizacniho zdroje zavadi tzv. brzdny plyn, ktery zpomaluje
dopadajici elektrony a tim zvysSuje pravdépodobnost jejich zachyceni.

Schéma vzniku anionradikdlu:

M+e — M’

m <— permanentni magnet
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. Re nebo W
(kolrgt())rgskLO)VInU . — Zhavena katoda
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: 09 290000
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|
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vakuum \ M
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Obr. 9. Schéma pfistroje s elektronovou ionizaci.

vstup
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Metoda elektronové ionizace (El) se dneska vyuziva pti analyze tékavych, nepolarnich a
nizkomolekulovych latek hlavné ve spojeni s plynovou chromatografii (GC).

3.2. Chemicka ionizace (CI - Chemical Ionisation)

Chemickou ionizaci fadime mezi mékké metody ionizace a ¢astecné predstavuje analogii
ionizace elektronovym impaktem. Konstrukce iontového zdroje chemické ionizace je
prakticky totozna s El, diky ¢emuzZ dnes velmi ¢asto dochdzi ke kombinaci a vyuZiti téchto
dvou metod podle potieby. (Obr. 10) Stejné jako u elektronové ionizace dochdzi i zde
k ionizaci diky elektronim z rozzhavené katody, avsak energie téchto elektron( je mnohem
vétsi a mlze dosahovat 300 Ci vice eV. Tyto energeticky bohaté elektrony vsak neplsobi na
analyzovanou latku pfimo. Primarné atakuji reakcni plyn, ktery je privadén do ionizacni
komory spolecné s analytem. Abychom predesli nezadoucim srazkam ionizujicich elektront a
vzorku, je nutné zajistit, aby koncentrace vzorku vic&i reakénimu plynu byla vyrazné nizsi
(zpravidla nepfesahne vice nez 0,01 %). Tlak pfi tomto zplsobu ionizace je oproti El relativné
vysoky, v rozmezi 50 — 150 Pa (0,5 — 1 torr).

vstup reakcm{o plynu m <— permanentni magnet

vstup vzorku ~O

: o | 1= Re nebo W
(kolmtc)) pakrovmu o) _— zhavena katoda
obrazku) Q0 proud elektron
vytésnujici Q 8 /

do analyzatoru

elektroda Q | vstup
I ) '
(repeller) \ Q o ° ! ‘ ‘

[M+H]"

vakuum \
~1 torr \ \ fokusacni elementy

extrakéni mfizka

Q - analyt \
* anoda

Q - reakéni plyn ’
CH, isobutan, NH3 E ~— permanentni magnet

Obr. 10. Schéma pfistroje s chemickou ionizaci.

Jak uz bylo feCeno, samotna ionizace probiha diky reakénimu plynu v pfistroji, jehoz vybér
zavisi na typu analyzované latky. Nejcastéjsi volbou byva metan, isobutan nebo amoniak,
mulzZeme ale pouzit i propan, vodik, dusik, pary vody nebo metanolu nebo néktery ze
vzacnych plyng.

Pfi ndrazu ionizujiciho elektronu na molekulu reakéniho plynu (napf. metanu), dochazi ke
vzniku kationradikdlu CH4"", ktery diky vy3simu tlaku interaguje s daldimi molekulami za
vzniku stalych kationtl CHs" a C;Hs".
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CHy + € —> CH,™" + 26 — CH3"+ H’
CH,*" + CHy; — CHs" + CHy’

CHs*" + CHy —> CoHs" + Hy + H°

CHs" + M —— [M+H]" + CH,4

Pozorované ionty: [M+H]* ((M+CHs]", [M+C,H5]")
Analogicky vznikaji kationty i dalSich reak¢énich plyng.

i-C4Hip + € —> i-C4Hyp"" + 26
i-C4Hqo" "+ i-C4H1g — i-C4Hg" + i-C4Hg + H,

i-CsHgt + M —— [M+H]" + i-C4Hg
Pozorované ionty: [M+H]"
NH3 +e —> NH3+' + 2¢e
NH3+. + NHy — NH4+ + NHj3’
NH4+' + NH3 —— N2H7+
NH,t + M — [M+H]* + NH;
Pozorované ionty: [M+H]", [M+NH,]*

Tyto kationty se poté chovaji jako silné Bronstedovy kyseliny a pfi kontaktu s molekulami
analyzované latky odevzdaji svilj proton za vzniku kationtu [M+H]® a neutrdlni molekuly.
Tuto schopnost reakéniho plynu odevzdat proton, mlZeme charakterizovat jako tzv.
protonovou afinitu Epa. Ta je definovdna, jako zdpornd hodnota zmény enthalpie u
vSeobecné protonacni reakce. Volné preloZeno, jedna se o energii uvolfujici se pfi adici
protonu na cilovou molekulu.

M+ HY === [M+H] Epa =- AH
Protonové afinity rdznych reakénich plyna jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka €. 2. Vybrané termo-chemické udaje o iontech vybranych molekul v plynné fazi.

Reakéni plyn  IE (eV)® Epa (k).mol™)® Reakéniplyn IE (eV)®  Epa (k).mol™)°

methan 12,6 543 dusik 15,6 494
propan 10,9 625 amoniak 10,0 854
isobutan 10,7 677 voda 12,6 691
vodik 15,4 422 methanol 10,8 754

°. hodnoty pfevzaté z literatury’
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Jestlize ma ionizujici plyn vysokou hodnotu Epy (amoniak, aminy), nedochazi prednostné
k protonaci ale k adi¢ni reakci plynu na molekulu analytu. Vznikne adukt molekulového iontu
napt. [M+NH,]", ten se §tépi na ion [M+H]" a neutralni molekulu reak&niho plynu (NH3).

Kationtovy komplex [M+H]" pfedstavuje charakteristicky molekulovy ion ve spektru positivni
chemické ionizace (PICI). Takové ionty maji mnohem nizsi prebytek vnitfni energie a
nedochazi u nich k dalsi fragmentaci. Diky tomu je mozné chemickou ionizaci vyuzit u latek,
které pri klasické elektronové ionizaci neposkytuji molekulovy pik. Relativni hmotnost
kationtu [M+H]" je o jednotku vy3si neZ molekulovd hmotnost vychozi analyzované latky
pfed ionizaci a oznacuje se jako kvazimolekulovy ion.

Chemicka ionizace umoznuje tvorbu kladné i zaporné nabitych iontl. Negativni chemicka
ionizace (NICI) se uplatiiuje predevsim u sloucenin obsahujicich kyselé funkéni skupiny nebo
elektronegativni prvky napf. halogeny.

3.3. Ostirelovani vzorki rychlymi atomy (FAB - Fast Atom
Bombardement)

Ostrelovani vzorkl rychlymi atomy (FAB) jak to uz naznacuje ndzev, zahrnuje bombardovani
roztoku analytu v matrici za vakua paprskem rychle se pohybujicich atom(, nejcastéji
xenonovych nebo argonovych atom( s energii v rozmezi 4 — 10 keV. Toto ostfelovani ma za
nasledek prenos energie z atoma Xe (Ar) do matrici, coz vede k preruseni intermolekularnich
vazeb a k desorpci analytu do plynné faze a jeho ionizaci. Technika FAB je nizko fragmentacni
(mékka) ioniza¢ni technika a byla Siroce vyuZivana pro ionizaci velkych poldrnich molekul.
Obecné dava piky primarné intaktnich protonovanych molekul [M+H]" s malou fragmentaci.
FAB lze také pouzit ke generovani negativné nabitych iontd [M—H] . Nejéasté&ji pouzivanymi
matricemi jsou alkoholy zejména: glycerol, 4-nitrobenzylalkohol nebo triethanolamin.

3.4. lonizace elektrosprejem (ESI - ElectroSpray Ionization)

Tato metoda, fazend mezi mékké techniky, umozZnuje praci s kapalnou fazi za
atmosférického tlaku, diky cemuz je mozné ji spojit s kapalinovou chromatografii. Je urena
pro stfedné polarni az iontové latky, u nepoldrnich sloucenin ji nelze aplikovat. ESI zarucuje
velmi Setrny zpUsob ionizace, pfi které mizeme analyzovat latky labilnich slouc¢enin nebo
také biomolekuly. Za vyvoj metody ESI a naslednou analyzu biomakromolekul ziskal v roce
2002 John B. Fenn Nobelovu cenu za chemii.

12



Obr. 11. Obrazek elektrospreje z kiemenné kapilary — prevzaté z literatury.’

Analyzovana latka rozpusténa v mobilni fazi se kontinudlné pfivadi do pristroje pres uzkou
kapildru s vnitfnim prdmérem pfiblizné 0,1 mm. Optimalni pritok kapildrou je v mezich 1 —
100 pL/min. U usti kapilary detekujeme napéti v rozmezi 3 — 5 kV, to vytvafi elektrostatické
pole a zpUsobuje, Ze je mobilni faze rozprasena (nebulizovana) za vzniku aerosolu nabitych
kapek roztoku analytu. (Obr. 11) Nebulizaci také pomaha tzv. zmlZujici plyn, nejcastéji dusik.
Po rozprdseni jsou nabité kapicky vystaveny suSicimu plynu — zahratému dusiku, jenz
pomaha odpareni rozpoustédla. Tim dochazi ke zmenseni rozméru kapek, pricemz hustota
naboje se zvySuje az do kritické velikosti. Jestlize se vyrovnaji odpudivé sily mezi stejné
nabitymi ¢asticemi a silami zodpovidajici za povrchové napéti, nastava dosazeni Rayleigho
limitu stability, coZ ma za nasledek tzv. coulombickou explozi. (Obr. 12) Plvodni kapka
,exploduje”, pficemzZ vznikd mnoZstvi mensich identickych kapek. Tento déj se neustdle
opakuje az do doby, kdy se z vysoce nabitych kapek neuvolni samotné ionty do plynné faze.
Uvolnéné ionty jsou nasledné vtazeny do kapilary, odkud vstupuji do hmotnostniho
analyzatoru.

sprejovaci kapky s nadbytkem odparovani rozpoustédla zmen$ovani kapek [M+H]+
kapilara \ naboje na povrchu — Rayleighlv limit stability — Coulombické Stépeni l
+ T+
"
= +-—— O ++++ @
Q w tq _+y + Q + - N 9 ®
o+::+++6:++_b++++ it Oo Q +|:(>£- tt.:> + @ @D
LinateTs I L0y + 9090 + e en p ¥ X
4__+_+OJr AN + o\ o +@+ ) )
+ +
: analyt uvolfieni iontd analytu
+ =

zdroj vysokého napéti

Obr. 12. llustrace zobrazujici tvorbu mikroskopickych kapicek obsahujicich analyt a tvorbu
iontd analytu.

Vlastni konstrukce iontovych zdroji (ESI) se znacné lisi, ale vSechny funguji na stejnych
zasadach. Priklad konstrukce ESI iontového zdroje uvadi obrazek 13.

Elektrosprej neni ionizacni metodou sam o sobé a popisuje proces, pfi kterém ionty prechazi
z kapalného skupenstvi do plynného. Skute¢na ionizace je déj acido-bazicky a nabité ¢astice
analyzované latky musi byt pfitomny uz vrozpoustédle. lonizace tedy nastava bud
protonizaci anebo deprotonizaci analytu.
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Obr. 13. Blokovy nakres ortogonalni konstrukce iontového zdroje ESI.

V pozitivnim méddu, ktery se vyuziva nejcastéji, se do mobilni faze privadi mensi mnozstvi
kyseliny mravenci, octové nebo trifluoroctové, slouZici jako zdroj protond. Tyto protony se
vaii na nukleofilni misto v analyzované molekule a vznikd nabity komplex [M+H]’, ten je
charakteristicky pro mensi molekuly do hmotnosti 1000 Da. Vétsi molekuly jsou casto
schopné pfijmout vice jako jeden proton a vznikaji vicendsobné nabité ionty [M+H,]**,
[M+H3]** (obecné [M+H,]™). Tato skute¢nost umoziiuje detekei latek s vysokou molekulovou
hmotnosti napfiklad polypeptidd a bilkovin, a to az do hmotnosti 100 000 Da. Kromé
protonu mlzZe analyt vytvaret aduty také s alkalickymi kovy (lithium, sodik, draslik),
popfipadé s amonnym kationtem. V negativnim mddu analyzovana latka ztraci vlastni proton
z molekuly a vznika iontovy komplex [M—H] . Struény pfehled typickych iontd vytvafenych
v iontovém zdroji ESI udava tabulka ¢. 3.

Ve spektru se zpravidla nenachazeji (poptipadé jen velmi zfidka) piky fragmentovanych
iont(l. Jestlize bychom chtéli dosdahnout spektra svétSim zastoupenim fragmentovanych
iontd, je nutné zvysit napéti viontovém zdroji. Fragmentace muzeme také docilit interakci
nabitych ¢astic sreakénim plynem (napf. argonem) pfi tandemovém usporadani
hmotnostnich analyzatorl. Rozpoustédla pouZita v ESI jsou obvykle roztoky vody s tékavymi
organickymi rozpoustédly, nejcastéji metanolem nebo acetonitrilem. Jak jiz bylo
vzpomenuto, do této smési se pridava také mensi mnozstvi kyseliny, ktera slouzi jako zdroj
ionizujicich protonu, kromé toho také zvysuje vodivost mobilni faze.

14



Tabulka ¢. 3. Typické ionty vytvarené v ESl iontovém zdroji.

Pozitivni ionty Negativni ionty

[M+H]", [M+Na]’, [M+NH.]*, [M+AIK], [M=H]", [M+HCO,] ", [M+CH3CO,],
[M=H,+Alkq.1]", [2M+H]", [2M+AIK]* [M+CI], [M+A] , [M=H,+Alk..1] ,
[M+rozp+H]*, [M+rozp+Alk]* [2M-H]~, [M+rozp-H]~,

Kat®, [Kath+Ana]" A, [Katn.1+An]~

Kat = kation, A = anion, rozp = rozpoustédlo, Alk = alkalicky kov

Praci pfi atmosférickém tlaku v pribéhu ionizace provazi problém dosazeni vakua
v hmotnostnim analyzatoru. Toho lze docilit pouZitim jedné ¢&i vice vakuovych vyvév
v rliznych c¢astech hmotnostniho spektrometru. Jednotlivé ¢asti jsou od sebe oddélené tzv.
skimmery.

3.5. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI - Atmospheric
Pressure Chemical Ionization)

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku patii mezi mékké metody ionizace a lze ji
povazovat za prechod mezi chemickou ionizaci a ionizaci pomoci elektrospreje. ZpUsob
ionizace je analogicky, avsak Setrnéjsi nez u Cl, usporadani iontového zdroje je obdobné jako
u ESI. (Obr. 14)

™
sprejovaci kapilara — zdroj vysokého napéti
/7 zmlzujici plyn (nebulizace)
i ohfev
\
tvorba aerosolu,
vypaiovani rozpustédla
i analytu skimmer
N atmosfericky tlak y
vybojova elektroda kapilara vstup
(jehla) / do analyzatoru
\ ® ®o o <I/-\ —m /
D:—*e ® ©. 0 20900000000 000000
o o © = —
® o ® I -
koronovy 4
vyboj [M+H] ohfaty susici plyn (dusik) | vakuum

Obr. 14. Ortogonalni konstrukce APCl iontového zdroje.
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Analyzovana latka v rozpoustédle se privadi prostrednictvim uzké kapilary s pratokem od 0,2
do 2 ml/min. Usti kapilary koné&i v iontovém zdroji, teplota uvnitf zdroje m@ze dosahovat 300
— 600 °C. Vznika aerosol a pfi tak vysoké teploté se mobilni faze bleskové odpafi. K tvorbé
aerosolu dopomaha také zmlzujici plyn a k odpareni rozpoustédla pfispiva susici plyn, v
obou ptipadech to je dusik stejné jako u ESI. Hlavnim rozdilem oproti ESI je vSak fakt, Ze
k ionizaci nedochazi pouzitim vysokého napéti (v kapilare). Odpareny analyt spolu
s rozpoustédlem je nasledné vystaveny koronovému vyboji z jehlové (vybojové) elektrody
s napétim cca 2 — 8 kV. (Obr. 15)

ohfev
sprejovaci kapilara /
( - o ’
O 0o 7 @ |
O O O - @@ @
O o 9 y ® "o
I : _— : [V+H]
analyt \
ohfev vybojova elektroda
(jehla)
v napéti: 2 - 8 kV
atmosfericky tlak korgnoy y P
vyboj

Obr. 15. Detail oblasti koronového vyboje v APCl iontovém zdroji.

Koronovy vyboj je schopen ionizovat molekuly rozpoustédla, ale i béZznych plynd pritomnych
ve vzduchu, protoZe cely proces probihd za atmosférického tlaku. Vznikaji pfi ném primarni
ionty odvozené od dusiku, vody, molekul rozpoustédla (Obr. 16), ale i riznych jinych molekul
vyskytujicich se v mobilni fazi. Mechanismus ionizace samotného analytu se podoba
chemické ionizaci a je zaloZen na protonové afinité. Molekuly vody nebo rozpoustédla (napfr.
metanol, acetonitril) maji relativné vysoké a soucasné blizké hodnoty protonové afinity,
proto jsou schopné zachytit jakykoliv volny proton ptitomny v plynu. Jestlize se ndsledné
takto vznikld protonizovand molekula dostane do kontaktu s molekulou analyzované latky,
kterd ma vétsi protonovou afinitu (resp. je vice bazickd), dojde k transferu protonu za vzniku
charakteristického kvazimolekulového iontu [M+H]".

lonizace za normalniho tlaku (101kPa; 758 Torr), zabezpecCuje vysokou miru srazek
jednotlivych ¢&astic, jinak feceno vysokou efektivitu ionizaéniho procesu. Atmosféricky tlak
ma vsak i nékolik nevyhod. Prvni je samotny iontovy zdroj — vybojova elektroda je u APCI
esencialni, nebot béiny zplsob tvorby ionizujicich elektron’ pomoci Zhaveného
wolframového nebo reniového vldkna by vedl| k jeho prepaleni. Druhou pfekdazkou je teplota,
které je vystavena analyzovana latka. Organické latky jsou Castokrat termolabilni a pfi
vysokych teplotach slouZicich na odpafovani mobilni faze milZe dochazet krozkladu
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analyzované molekuly. V neposledni rfadé je to rozdil tlaki mezi ionizacnim zdrojem a
hmotnostnim analyzatorem. Stejné jako u ESI se i zde vyuZivaji vakuové vyvévy v oddélenych
segmentech a skimmery oddélujici tyto sektory.

koronovy

vyboj \

analyt

€]
N, O, H,O
| 292 M0 — @@@@
@ @
[M+H]

vybojova elektroda
(jehla)

B Avas G o

M ' M+HT';

atmosfericky flak > C H.O £H3O )C 2
H,O"* [M+H]*

Obr. 16. Chemické promény v koronovém vyboji

Pfi APCl je fragmentace vzniklého tzv. kvazimolekulového iontu [M+H]' méné
pravdépodobna ze stejnych dlivodd, jako je tomu pfi chemické ionizaci. Fragmentaci vsak Ize
uméle indukovat vy$sim napétim na elektrodé. Termickym rozpadem molekuly dochazi také
k fragmentaci plvodni molekuly a i kdyZz se m(iZe tento rozpad jevit jako Skodlivy prvek, je
mozné ho v nékterych pripadech vyuzit pro jeho reprodukovatelnost pfi kvantitativni analyze
latek.

Spektra lze zmé&fFit v pozitivnim i negativnim médu s molekulovym iontem [M+H]" anebo [M—
H] . V negativnim mddu je také mozny vznik aduktu [M+X] . V praxi je tato metoda ionizace
pfi atmosférického tlaku vysoce kompatibilni s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC). Analyzovat latky lze do hmotnosti 2 000 Da a to u# v mnozstvi femtograma (10™°g).
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3.6. Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI - Atmospheric
Pressure Photoionization)

Fotoionizace za atmosférického tlaku predstavuje dalsi z mékkych ionizacnich technik.
Nalezneme uni podobné uspofddani iontového zdroje jako u chemické ionizace za
atmosférického tlaku. (Obr. 17) Mobilni faze spolu s rozpusténym analytem je privddéna
kapilarou, na jejimz uUsti se nachazi vyhfevné ¢lanky vytvarejici aerosol. Na vzniku aerosolu se
také podili zmlzujici plyn, zatimco na jeho odparu susici plyn (zahfaty dusik). Pary
rozpoustédla aanalytu jsou nasledné vystaveny ionizujicim fotonidm emitovanych
z kryptonové vybojky, které indikuji sérii reakci vedoucich k ionizaci analyzované latky. Jedna
se tedy o modifikaci klasické metody APCI, uniZ je namisto vybojové elektrody pouZita

vybojka.
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Obr. 17. Schematicky nakres APPl iontového zdroje.

Kryptonova vybojka je schopna emitovat fotony s energii 10 eV, coZ odpovida vinové délce
UV zareni. Tato energie muZe ionizovat velkou ¢ast organickych sloucenin, pficemz
nepresahuje ionizacni energii jednotlivych slozek vzduchu (dusik, kyslik), nebo nejbéznéjsich
rozpoustédel (voda, methanol, acetonitril). Analyzovana latka muizZe tedy byt ionizovana
pfimo emitovanymi fotony vyrazenim elektronu z molekuly za vzniku molekulového ionu
M**. Vznikly molekulovy ion ndasledné reaguje s molekulami rozpoustédla a abstrahuje
z ného proton, pfi¢emz vznika kladné& nabity iontovy komplex (kvazimolekulovy ion) [M+H]".

M + hv — M" + e

M*™+ S —— [M+H]* + [S-H]
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PFima ionizace (direct APPI) je provazena nizkou ucinnosti, coz lze z ¢asti vysvétlit absorpci
foton( molekulami rozpoustédla a jejich fotoexcitaci. Pro dosazeni vyssi ucinnosti se zavadi
do mobilni faze spolec¢né s analytem tzv. dopant (dopant APPI). Jedna se o latky, které musi
byt fotoionizovatelné a schopné ionizovat molekuly analytu. Mezi nejuzivanéjsi dopanty patfi
toluen (E; = 8,83 eV) a aceton (E; = 9,70 eV). Pokud je dopant v relativné vysokém poméru
vic¢i samotnému analytu, narGsta ucinnost ionizace 10 az 100 nasobné.

D + hv. — D' + e
D*"+ M —— [M+H]* + [D-HJ’
D"+ M — M +D

Vznik kationradikadld M* anebo protonovanych molekul [M+H]* zavisi na ionizaénich
energiich a protonovych afinitach jak molekul analytu, tak isloZzek rozpoustédia.
Kationradikal vznikd prednostné v rozpoustédle s nizkou protonovou afinitou (halogenovana
rozpoustédla, cyklohexan, ...), zatim co rozpoustédla s vyssi protonovou afinitou (metanol,
acetonitril) budou poddajné k protonovému transferu.

Pokud molekula analytu nese elektronegativni funkéni skupinu, miZzeme méfit spektra APPI
i v negativnim médu s kvazimolekulovym iontem [M-H] .

APPI je pomérné moderni metoda vyuZivana pfi ionizaci predevsim nepolarnich sloucenin
s molekulovou hmotnosti pfiblizné do 2000 Da, napf. flavonoidl, steroid(, pesticidd
a polyaromatickych uhlovodik.

3.7. lIonizace laserem za ucasti matrice (MALDI - Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionization)

Metoda ionizace MALDI se ukazala jako velmi uUcinna pro analyzu nékterych velkych
biopolymerd - zejména v kombinaci s hmotnostnim analyzatorem doby letu neboli
priletovym analyzatorem (TOF - Time-Of-Flight), ktery mda v podstaté teoreticky
neomezeny rozsah m/z.

MALDI-TOF hmotnosti spektrometrie je univerzalni analytickd technika slouZici k detekci a
charakterizaci smési hlavné velkych organickych molekul napf. biopolymerd a syntetickych
polymer(. Tato ioniza¢ni metoda je zaloZend na laserem indukované desorpci matrice
malych organickych molekul, kterd zpUsobi uvolnéni analytu tak, aby se velké, krehké
molekuly analytu dostaly do plynné faze ve formé iontd, aniz by byly fragmentovany nebo
rozkladany. MALDI je povaZovana za velmi Setrnou mékkou techniku ionizace, ktera ionizuje
celou molekulu analytu. Klicovym v tomto procesu ionizace je pouziti matrice. Matrice je
nizkomolekulovd organickd latka, kterd usnadiiuje ionizacny proces. Struktury nékolika
béZnych prikladd matric uvadi obrdzek 18. Spolecné pro vSechny matrice je pfitomnost
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konjugovaného m-systému (zvyraznéno Zluté), ktery je schopen absorbovat energii ve formé
UV svétla a rozptylit molekuly analytu do plynné faze.

N O HO
\ H 0]
HO 7 on HO on OH
OCHj,
CHCA DHB SA
kyselina a-kyano- kyselina 3,5-dimethoxy- kyselina
4-hydroxyskoficova 4-hydroxyskoficova 2,5-dihydroxybenzoova

Obr. 18. Struktury nejcastéji vyuzivanych matric.

Odsolené roztoky matrice a analytu (nutny prebytek matrice — az 5000 : 1) se nanesou na
malou kovovou desticku zndmou jako ter€ova nebo spotovaci deska (tercik). (Obr. 19)
Teréova deska je obvykle vyrobena z lesténé nerezové oceli a ma policka tzv. spoty pro
pouziti nékolika rliznych vzorka.

Obr. 19. Tercova nebo spotovaci deska firmy Applied Biosystem.

Analyt se nejcastéji nanasi pipetou na teréovou desku rozpustény v rozpoustédle spolu
s matrici. (Obr. 20) V ptipadé pritomnosti anorganickych soli (napr. z pufr) ve vzorku je
nutné vzorek predem zbavit téchto soli odsolenim. Existuje nékolik technik na odsoleni
vzork(. Rovnéz existuje nékolik zplsobU nanaseni vzorku a matrice na teréovou MALDI
desku.

Rozpoustédlo se nechd odpafit z roztoku vzorku a matrice a zanechd za sebou pevny
kokrystalizovany vzorek na desce, ktera bude analyzovdna. Po vloZeni do spektrometru se
prostor kolem tercové deska uvede do vakua a vzorek se zasahne pulsnim UV laserem
obvykle s vinovou délkou 337 nm (dusikovy laser). Délka pulsu se bézné pohybuje v rozsahu
0,5 — 20 ns. Kromé dusikového laseru, ktery je cenové nejptiznivéjsi, se pouziva také Nd:YAG
laser s vinovou délkou 355 nm, nebo nejnovéji infraCerveny Er:YAG laser s vinovou délkou
2,94 um avsak diskuze o jejich vyhoddch a aplikacich jsou mimo rozsah tohoto textu. Energie
laseru je absorbovdna molekulami matrice, kdy probéhne jejich razantni ablace z povrchu
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vzorku, a tim se molekuly analytu spolu s matrici dostanou do plynné faze. BEéhem procesu
ablace jsou molekuly analytu ionizovany, obvykle protonovym pfenosem z blizkych molekul
matrice. (Obr. 21)

\ odsolena smés

teréova deska analytu a matrice

Obr. 20. Nanaseni vzorku analytu a matrice na teréovou desku pro MALDI MS
spektrometr.

Pfi MALDI ionizaci vznikaji pfevazné kvazimolekulové ionty [M+H]*, nebo [M-H]~, ionty
[M+2H]**, [M+Nal’, [M+K]" a jiné. Tyto generované ionty analytu v plynné fazi mohou byt
analyzovany nejcastéji praletovym (TOF) analyzatorem.

analyzator

\\
\\ \\
N

SRR > ™~ fokusac¢ni elementy
+ (* T extrakéni mrizka
+
@— [M+H]
D> \ionizace analytu \ oblak desorbovanych

D5 o ] iontd analytu a matrice
O - ionizace matrice

o O o O O ter€ova deska
000 QL0000 _/

O - analyt - matrice

Obr. 21. Znazornéni vlivu laserového zareni na vzorek s matrici za Ucelem ionizace.

Na rozdil od jinych forem ionizace MALDI nabizi fadu vyhod, jako napfiklad elektronova
ionizace (El). Jeji zavedeni spolu s ESI ionizaci umozZnilo studium molekul, které byly dfive
neanalyzovatelné v plynné fazi, protoze byli netékavé, polarni nebo pfrilis velké. Technika
MALDI je povazovana za metodu mékké ionizace, coz znamend, Ze po ionizaci molekulové
ionty zUstavaji neporusené. To umozZnuje analyzovat pomoci hmotnostni spektrometrie i
smési sloucenin. KdyZ jsou pozorovany pouze molekulové ionty, hmotnostni spektrum
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ukazuje sloZzeni této smeési, pricemz jednotlivé slozky jsou usporadanych pomérem jejich
hmotnosti k naboji. To by nebylo mozné nebo velmi obtizné v ptipadé, Zze by hmotnostni
spektrum obsahovalo fragmentové ionty. Dalsi vyhoda MALDI spociva v moznosti skladovani
a archivace vzorkd. Tim, Ze na terCové desce se po naneseni vzorku analytu s matrici a
odpareni rozpoustédla vytvori vrstvicka pevného vzorku a laserové svétlo sviti jenom na
velmi malém procentu vzorku, vétsina vzorku zlstavd nedotéena a je mozné ji skladovat
(napt. pod inertni atmosférou, za chladu, ...) a opétovné pouzit na méreni. MALDI nabizi
univerzalni molekuldrni analyzu s rozsahlymi aplikacemi nejenom v chemii a biochemii, ale
také v biologii, farmacii, medicing, primyslu atd. Kromé klasickych stanoveni proteind,
peptidl, oligosacharid(, oligonukleotidd, metabolitd nebo i mensich molekul se dneska
vyuZivaji napf. pro identifikaci mikroorganismu jako bakterii, kvasinek a plisni izolovanych
z rlznych biologickych materialt, pro stanoveni biomarkerd mnohych onemocnéni apod.
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4. Hmotnostni analyzatory a detektory

K separaci jednotlivych iontd v hmotnostnim analyzatoru dochdzi na zadkladé jejich poméru
hmotnosti k naboji. Teoreticky by signal, ktery vznikd po dopadu iontl se stejnou efektivni
hmotnosti m/z na detektor, mél mit velmi Gzky interval a tyto signdly by ve vysledném
spektru vypadaly spiSe jako cary. Ve skutecnosti vsak ma takovy signal tvar rozsifujiciho se
piku (vétSinou Gaussovy kfivky) a to z dlivodu odliSné rychlosti (pfipadné sméru) stejnych
iont( pfi prGletu analyzatorem. Mira rozliSeni piku pro konkrétni ion souvisi s kvalitou
hmotnostniho analyzatoru. Rozsifeni (Sitka) jednotlivych pikQ charakterizuje nejdllezité;si
vlastnost spektrometru — rozliSovaci schopnost. RozliSovaci schopnost (= Resolving Power,
RP) vyjadfuje miru vzajemného odliseni dvou sousednich iontl s rozdilnym pomérem m/z.
Kvantitativné to mudZeme vyjadfit jako pomér hmotnosti piku m;, ktery se z 10 % (popfipadé
z5 %) prekryvd se sousednim pikem shmotnosti m,, a rozdilem hmotnosti téchto
sousednich iontd Am respektive m;—m ,. (Obr. 22a) Vztah potom lze zapsat jako:

my

RP=2m =

my
my - my

Jestli-Zze je tedy RP = 1 000, dokazeme rozlisSit sousedni ionty s10% prekryvem pika
s hmotnosti 100 a 100,1. Pro RP = 100 000 by bylo mozné takto odliSit ionty s hmotnostmi
100 a 100,001. Toto vyjadreni se dneska pouzivd jenom zfidka a vyhradé u sektorovych
pfistrojd s magnetickym analyzatorem.

Am = my - my

1,00 . 1,00
0,75 5 5 0,75
0,50 | | 0,50 —f-1------ A
0,25 | | 0,25
0,10 ~{-4----f----- fmeees \" : 0,10-4----f----------- M
: v :
i el _—ea ; T
my myp m4
a) m/z b)
Obr. 22. RozliSovaci schopnost spektrometru vyjadren zpisobem a) nebo b).
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V soucasnosti uzivany zpUsob vyjadreni rozliSovaci schopnosti spektrometru je zaloZen na
poméru hmotnosti urc¢itého iontu m k Sifce piku daného iontu Am v urdité vysce, nejcastéji
50 % Amj ;. (Obr. 22b) Vztah poté vypada nasledovné:

my
Amyp

RP =

Hmotnostni spektrometry mlZeme délit na pristroje svysokym a nizkym rozliSenim. U
pfistroja s nizkym rozliSenim se RP pohybuje v rozmezi 600 — 3 000, zatimco u pfistroja
s vysokym rozliSenim od 25 000 az 150 000. To znamena, Ze dva sousedni ionty lze rozlisit
s presnosti na 5 az 6 desetinnych mist. Tohoto se v praxi vyuZiva jen pfi molekuldch s malou
az stfedni molekulovou hmotnosti, nebot s narlstajici hodnotou poméru m/z by musela
narUstat i rozliSovaci schopnost. Napfiklad, aby bylo mozné rozlisit 2 piky iontl s 10%-nim
prekryvem, pfi¢emz jeden z téchto pikl leZi pfi m/z = 10 000 a hmotnost druhého piku se lisi
o 2 desetinné mista (0,01 hmotnostni jednotky), musela by rozliSovaci schopnost pfistroje
byt az 1 000 000, coZ je pro soucasné spektrometry neredlna hodnota. Proto se musi RP
vztahovat k urcité hodnoté nebo rozsahu m/z. Podminkou pro vypocet RP je zaznam spektra
v tzv. profilovém (kontinudlnim) maddu, z kterého je mozné zméfrit Sirku pikd (vice v kapitole
6).

Dalsim parametrem urcujicim kvalitu hmotnostniho analyzatoru je tzv. pfesnost (spravnost)
uréeni hodnoty m/z (= Mass Accuracy). Ta slouZi k ¢iselnému vyjadreni spravnosti uréeni m/z
iontu pfistrojem. Pfesnost méfeni vypovidda o chybé, resp. rozdilu mezi méfenou
(experimentdlni) a vypocitanou (spravnou) hodnotou efektivni hmotnosti.

(M/2)exp - (M/Z)teor
(m/ Z)teor

. 108

presnost uréeni m/z =

Je to bezrozmérna veliCina vyjadfena v jednotkdach ppm. Uvadi se se znaménkem, diky
némuz zjistime, jedna-li se o negativni nebo pozitivni odchylku. Jestlize je presnost méreni
vysoka (< 5 ppm), miZeme spolehlivé urcit presné elementarni sloZeni, resp. sumarni vzorec
analyzované latky.

Vysoka rozliSovaci schopnost spektrometru a vysoka presnost méreni ndm umoznuje zjistit
hmotnost molekulového nebo fragmentovaného iontu a odlisit tak latky s velmi blizkou
hmotnosti, jako napfiklad propanal CH3CH,CHO (m/z = 58,04187) a butan C4Hip (Mm/z =
58,07825).

Hmotnost iontu lze vyjadfit dvéma zplsoby. Bud pomoci atomové hmotnostni konstanty
(také oznacovana jako unifikovana atomovd hmotnostni jednotka u nebo dalton Da), ta je
definovéna jako 1/12 hmotnosti izotopu 2c jehoz hmotnost se konvencéné rovna 12,000 000
Da. Hmotnost iontu vyjadiena pomoci této jednotky je tzv. relativni hmotnost. Druhy,
jednodussi zplsob vyjadieni hmotnosti iontu nam umoznuje hmotnostni (nukleonové) cislo.
Toto Cislo uddvd soucet protonl a neutronl vdaném iontu, respektive v jadre iontu.
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Hmotnost protonl a neutronll se povaZuje za jednotkovou a vypocitat ji lze tak, Ze se
relativni atomova resp. molekulovd hmotnost iontu zaokrouhli na celou jednotku hmotnosti.
Takovy zpuUsob je sice jednodussi, avSak poskytuje jen malou rozliSovaci schopnost a

umoziuje ur¢it hmotnost dvou rozdilnych iontl s pfesnosti na 1 Da (tedy rozdil jedné
nukleonové ¢astice).

Hmotnostni analyzator patfi mezi zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru. Jeho ulohou je
rozdéleni vzniklych iontl afragmentl na zakladé jejich rozdilné hmotnosti. Typ
hmotnostniho analyzatoru urcuje kvalitu a cenu hmotnostniho spektrometru.

4.1. Magneticky sektorovy analyzator s jednoduchou a dvojitou
fokusaci ionti

Tento analyzator je jeden z nejstarsich disperznich pristroji umoznujici rozdéleni iontd na
zakladé jejich efektivnich hmotnosti m/z. Obsahuje magnet tvofici statické magnetické pole,

skrz které prolétavaji kladné nabité ionty, ptricemzZ se separuje celkovy iontovy paprsek na
samostatné iontové paprsky s individualnim pomérem m/z. (Obr. 23)

\ ‘l
\
\

tézsi atomy
& &+ amolekuly
detekior —  m———

Obr. 23. Nakres magnetického sektorového analyzatoru s jednoduchou fokusaci iont(

Kladné nabité ionty s hmotnosti m a nabojem zjsou urychlovany zdpornym elektrickym
potencialem (napétim) V. lonty nasledné vstupuji do homogenniho magnetického pole
s indukci B, kde se jejich draha zakfivuje a opisuji trajektorii o poloméru r.

Urychlenim ziskaji ionty potencialni energii Ep, rovnajici se kinetické energii E, takze plati:

2
m. Vv
EK= 2

‘ Ep=Z.V ’
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resp.

m.v2

2

EK:Ep:Z. V=

Kde v pfedstavuje rychlost daného iontu v magnetickém poli po urychleni. Upravou tohoto
vztahu pro rychlost v potom ziskame:

2o 2.V y= \ /LY
m 3 tedy

Na kaZdou nabitou d¢astici v magnetickém poli plsobi dostfediva sila Fp zplsobena
magnetickou tzv. Lorentzovou silou F;. Tato sila je kolma na vektor rychlosti a zpUsobuje, zZe
dany ion pfi letu opisuje drahu kruZnice s polomérem r. Z pohybu iontu po kruhové draze
vyplyva, Ze dostrediva sila Fp je v rovnovaze s odstfedivou silou Fo. Tento vztah zapiSeme

jako:
F =B.z.v Fo=m;"2
F.=Fp=Fo
B.z.v= m}v2
Po odvozeni pro m/z:
m/z = B‘}r

Jestlize tedy dosadime za rychlost v vySe upraveny vztah, ziskdme rovnici:

_ B.r _ B.r
m/z = v =

2z.V
m

Z tohoto vztahu lze vyjadrit zakladni rovnici pro magneticky analyzator:

/Z =
m/z oV

B?. P2 |

Na jejimz zakladé mUZeme popsat zavislost efektivni hmotnosti m/z na experimentalnich
parametrech. Hmotnost m se udava v relativnich jednotkach, naboj z pfedstavuje nasobek
naboje jednoho elektronu, respektive pocet elementarnich naboji. Polomér r je neménny,
z rovnice tedy vyplyva, Ze jestlize chceme, aby jednotlivé ionty s rlznymi hodnotami m/z
postupné dopadaly na detektor, musime ménit bud’ velikost magnetické indukce B nebo

26



velikost urychlovaciho napéti V. Mluvime potom o magnetickém anebo elektrickém
(napétovém) skenovani, v praxi se mizeme setkat s obéma metodami.

Elektrické skenovani vsak provazi nékolik nevyhod. Velikost urychlujiciho napéti ovliviiuje
celkovy pocet a fokusaci iontd dopadajicich do Stérbiny detektoru, proto je zména velikosti
tohoto napéti pfi skenovacim procesu znaéné omezena.

Magnetické skenovani je vyhodnéjsi z hlediska skenovani celého hmotnostniho rozmezi pfi
konstantni hodnoté V. Drobnou nevyhodou je pouze kvadraticka zavislost poméru m/z na
hodnoté B, kterd zpUsobuje, Ze piky iontl s vyssi efektivni hmotnosti se ve spektru jevi blize
u sebe nez piky nizsich hodnot. Tento problém lze vyresit striktné stabilizovanym napajenim
elektromagnetu elektrickym proudem.

loty v iontovém zdroji vznikaji na rlznych mistech a pohybuji se urcitou rychlosti jesté pred
samotnym urychlenim. Po urychleni vstupuji skrz Stérbinu do magnetického sektoru
s malymi rychlostnimi rozdily a s urcitou smérovou divergenci. Konkrétni svazek iont( se
stejnou efektivni hmotnosti m/z se po proleténi magnetickym pdlem soustiedi do jednoho
bodu tzv. ohniska, kde se nachdzi detektor. Jednd se o smérovou fokusaci magnetického
pole. Tyto hmotnostni spektrometry fadime mezi pfistroje s jednoduchou fokusaci. (Obr. 24)

\ \ magneticky / N
\ analyzator

~— iontovy zdroj /
Obr. 24. Priklad jednoduché fokusace

Takové pristroje maji jen malou rozliSovaci schopnost, zpravidla se RP = 300 — 3000. Nizka
rozliSovaci schopnost je zpUsobené tim, Ze ionty po smérové fokusaci maji stale rdzné
hodnoty kinetické energie.

Kinetickou energii tedy rychlost iontll lze sjednotit pomoci elektrostatického analyzatoru.
Tento pomocny disperzni prvek je tvofen dvéma zakfivenymi (cylindrickymi) elektrodami, ty
jsou pripojeny na zdroj vysokého napéti. lonty vstupujici do elektrického sektoru maji
kinetickou energii Ex = E, =z . V a tedy opét plati:

m.v2

2

EK:Ep:Z. V=
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Odvozenim pro rychlost v:

2z.V
m

Elektrické pole pUsobi na kazdou nabitou castici dostredivou silou Fp, ta je zpUsobena
elektrickou silou Fr = z . E, kde E je intenzita elektrického pole. | tato sila je kolma na vektor

sily se rovna velikosti odstredivé sily Fo. Jestlize se Fo = Fp, mUZeme odvodit nasledujici:

[FE=Z.E] [Fo= ’”;VZ]

FE=FD=FO

Z této rovnice vyplyva, Ze polomér kruhu, ktery bude castice opisovat pfi konstantni intenzité
elektrického pole E, zavisi jen na akcelerujicim napéti V a to nezavisle na rliznych efektivnich
hmotnostech m/z. Pfi stdlém poloméru r Ize ménit velikost urychlujiciho potencialu V tak,
aby stérbinou proletély jen castice s poZzadovanou rychlosti (kinetickou energii), zatimco
ostatni Castice narazi do stén elektrod. Do magnetického sektoru ndsledné vstupuje
energeticky sjednoceny iontovy svazek a aZ tady dochazi k rozdélovani iontl na zakladé

poméru m/z.

elektrostaticky _x.ff'”'___- | | | magneticky
analyzator e analyzator
- ™ T i
- ’“"f___ N
s PR
S L vakuum
rd / o ]
;A S
A /
/ s

€« - - - - e -

. extrakéni mrizka
. skimmer
—~— iontovy zdroj detektor —=

Obr. 25. Schéma magnetického sektorového analyzatoru s dvojitou fokusaci iontu

s usporadanim (E-B).
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Hmotnostni spektrometry s elektrostatickym analyzatorem umoznujici rychlostni fokusaci
oznacujeme jako pfistroje s dvojitou fokusaci. Usporadani elektrického sektoru je variabilni.
MuzZeme se tedy setkat s,normalnim“ usporadanim (E-B) nebo ,opacnym®” (B-E), kde se
elektrostaticky analyzator nachazi az za magnetickym. Pomocny elektricky sektor dokaze
vyrazné zvysit rozliSovaci schopnost pfistroje k hodnotam RP > 10 000.

4.2. Kvadrupdlovy analyzator

Kvadrupdlovy analyzator umozriuje separaci iontl v zavislosti na hodnotdch m/z pomoci
elektrického pole bez pouziti magnet(. Elektrické pole vytvari €tyfi pravidelné usporadané
paralelni valcovité elektrody s délkou priblizné 15 cm. Na jednu dvojici protilehlych elektrod
je aplikované kladné jednosmérné napéti +U a stfidavé vysokofrekvencni napéti +Vy,, na
druhou dvojici stejné velké, zaporné, jednosmeérné napéti —U a stfidavé vysokofrekvencni
napéti —Vy.. Stfidavé napéti je definovano pribéhem Vyr =V, .cosw .t, kde w je uhlovd
frekvence. Toto stfidavé napéti je od zaporného fazové posunuto o 180° a ma radoveé 6-krat
vétsi amplitudu jako kladné nebo zdporné jednosmérné napéti: V, > |U| (napr U = 400 V
a Vo= 2500 V). Obé napéti se na kazdé dvojici elektrod skladaji (v tomto pripadé by napéti
oscilovalo mezi hodnotami +2 900 V aZ -2 100 V). Stfedovd osa, do které vstupuji ionty
ziontového zdroje a sméfuji kdetektoru, je udriovdna na nulovém potencialu.
Vysokofrekvencni stfidavé napéti Vyr byva také oznacovano jako radiofrekvencni (Vge), nebot
jeho frekvence se pohybuje fadové v jednotkdch megahertz.

Mechanismus tohoto analyzatoru nejlépe vysvétlime, kdyz rozdélime elektrody na kladné a
zaporné. Pokud by byly dvé protilehlé elektrody (v ose X) pfipojené pouze na zdroj kladného
jednosmérného napéti, pak by kladné ionty jakékoliv hmotnosti byly odpuzovany od téchto
elektrod a prosly by pfimo mezi nimi. Abychom dokdzali separovat tézsi ionty od lehcich,
potfebujeme na elektrody aplikovat stfidavé napéti. To méni svoje znaménko (polaritu)
v zavislosti na ¢ase a frekvenci oscilovani. Pokud je toto napéti kladné, ionty budou stale
odpuzovany. Jakmile ale napéti zacne prechazet do zaporné pulperiody oscilace a zaporna
hodnota tohoto napéti prevysi hodnotu jednosmérného napéti, elektrody se stanou docasné
negativni (tj. prepdluji se). Kladné ionty budou kzadpornym elektroddm pfitahovany a
eventualné mohou do jedné z nich narazit. Fakt, zda ionty do elektrody narazi, zavisi od jejich
hmotnosti, velikosti naboju, sily elektrického pole a frekvenci oscilovani stfidavého napéti.
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ionty z iontového ionty se stabilni trajektorii
zdroje do detektoru

Obr. 26. Schématicky diagram kvadrupdlového analyzatoru.

lonty s vétsi efektivni hmotnosti m/z maji vétsi setrvacnost, takze reaguji na zménu polarity
jen velmi malo a dokazi stabilnim oscilacnim pohybem projit az k detektoru (nez se jejich
drdha vyrazné vychyli, polarita se znovu zméni na kladnou a jsou opét odpuzovany). Leh¢i
ionty jsou naopak vice ovliviiovany zménami polarity stfidavého napéti a opisuji nestabilni
oscila¢ni drahy. Maji mensi setrvacnost, takZe snaze zméni smér k zdporné elektrodé.
Opakovanymi zménami polarity napéti narlsta amplituda kmitavého pohybu iontl, dokud
nenarazi do jedné zelektrod. Skrz kladné elektrody se k detektoru dostanou jen ionty
s relativni hmotnosti vétsi, nez je urcitd hodnota m/z, proto nazyvame kladné elektrody high

mass filter (filtr tézsi hmotnosti). lonty timto ,filtrem“ bud’ projdou, nebo narazi do jedné
z elektrod.

Kdyby byl druhy par protilehlych elektrod (v ose Y) ptipojeny pouze na zdroj zdporného
jednosmérného napéti, pak by byly kladné ionty k témto elektrodam pfitahovany nezavisle
na jejich efektivni hmotnosti. Aplikovanim stfidavého napéti, zacinajiciho v zaporné
pllperiodé oscilace se nic nezméni. Jakmile ale toto napéti prejde do pozitivni pllperiody a
hodnota tohoto napéti prevysi hodnotu jednosmérného napéti, stanou se elektrody docasné
pozitivni. Tézké ionty vzhledem ke své vysoké setrvacnosti, jez byly pritahovany k zapornym
elektroddm, nedokazi rychle reagovat na zménu polarity elektrod a opisuji nestabilni
oscilacni drahy, az nakonec do jedné zelektrod narazi. Lehci ionty vSak dokazi rychle
reagovat na zmény polarity stfidavého napéti a opisuji stabilni oscila¢ni drahy, diky nimz se
dostanou az k detektoru. Z tohoto divodu se zaporné elektrody nazyvaji low mass filter (filtr
malych hmotnosti). Kladné ionty timto ,filtrem” projdou jen do urcité efektivni hmotnosti
m/z.

Spojenim téchto ¢tyr elektrod ziskdme dvojity hmotnostni filtr (double mass filtter). Kladné
ionty se pohybuji po stabilnich nebo nestabilnich prostorovych (spiralovitych) drahach. Pfi
urcitém pomeéru obou aplikovanych napéti projde filtrem pouze uzky pds iontl s urcitou
hodnotou m/z. Postupnou zménou jednosmérného napéti U a stfidavého napéti Vi od nuly
po maximalni hodnotu (pfi zachovani konstantniho poméru U/Vgr) dokdZzeme proskenovat
celé spektrum efektivnich hmotnosti.
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Kvadrupdlovy analyzadtor pracuje pfi vysoké rychlosti a hmotnostni spektrum se
zaznamendva v pribéhu zlomkd sekundy. Tato rychlost ma velky vyznam pfi kombinaci
hmotnostni spektrometrie s chromatografickymi metodami, kde je moiné zaznamenat
nékolik hmotnostnich spekter jednoho chromatografického piku. Analyzator je schopny
méfit spektra iontl do efektivni hmotnosti m/z = 4 000, avSsak ma celkem malou rozliSovaci
schopnost. Vyhodami jsou nizka cena, potreba nizSiho vakua (oproti sektorovym
analyzatordm) vrozmezi 102 az 10° Pa a moznost tandemového usporadani MS/MS
(nejcastéji triple quadrupole).

4.3. lontova past

Hmotnostni analyzatory zalozené na principu iontové pasti funguji na podobném principu
jako kvadrupodlové hmotnostni filtry — vyuZivaji proménlivé elektrické pole na zachyceni
kladnych iont(. Obdobné také vyuZivaji stfidavé radiofrekvencni napéti, diky nému byvaji
oznacovany jako radiofrekvencni pasti nebo Paulovy pasti podle svého vynalezce Wolfganga
Paula, ktery za vyvoj této metody ziskal v roce 1989 Nobelovu cenu za fyziku.

Radiofrekvencni pasti se skladaji ze 3 elektrod s hyperbolickym profilem: stfedni =
prstencové (kruhové, ring) elektrody a dvou protilehlych vypuklych (koncovych, endcaps)
elektrod, které tvofi dno a zaklop iontové pasti. (Obr. 27) Tyto dvé elektrody obsahuji otvory
pro vstup iontd z iontového zdroje a vystup k detektoru. lonty se po vstupu do pasti pohybuiji
v prostoru mezi témito tfemi elektrodami. Vtomto prostoru pUsobi proménlivé elektrické
pole, jez zadrZuje vSechny ionty rlznych hmotnosti, pficemZ se tyto ionty pohybuji po
stabilnich oscilujicich drahach (Lissajousovy kfivky). Zménou amplitudy vloZzeného napéti se
oscilujici drahy stavaji nestabilnimi a ionty se postupné vypuzuji z pasti smérem k detektoru
v poradi narustajicich efektivnich hmotnosti m/z.

Hlavnim rozdilem oproti kvadrupélovému filtru je, Ze ionty dopadajici na detektor nemaji
stabilni trajektorii letu, nybrZ nestabilni drahu. Kromé toho iontové pasti nevyzZaduji
pritomnost jednosmeérného napéti (i kdyz i to se mlize pouzit). Vnitini tlak byva radové vétsi
nez u kvadrupdlu tj. 1 — 0,1 Pa. Vyssi tlak je zpUsoben pritomnosti helia, které stabilizuje
pohyb iontl viontové pasti a tim i zvySuje rozliSovaci schopnost samotného pfistroje.
Analyzatory na principu iontové pasti mohou skenovat efektivni hmotnosti iontl do hodnot
m/z 2000 srozliSovaci schopnosti RP < 10 000. Tuto rozliSovaci schopnost lze zvysit
zmensenim rychlosti skenovani — tedy rychlosti, pfi niz budou jednotlivé ionty z pasti
vypuzované.
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Obr. 27. Schéma iontové pasti.

lontova past umoziuje spojeni s plynovou a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii jako
i tandemové usporadani analyzatord MS — MS, aZ v nékolika sériich. Tohoto se vyuziva pfi
sledovani fragmentacnich cest a objasfiovani slozitych struktur organickych latek.

4.4. Priletovy analyzator (TOF - Time-Of-Flight)

Praletovy hmotnostni analyzator neboli analyzator doby letu vyuZiva k ur¢eni hmotnosti ¢as,
za ktery ionty preleti vzdalenost od vstupu do analyzdtoru k detektoru. Prvni koncepty
metody TOF vznikly uz ve 30. letech 20. stoleti a v prlbéhu dalSich let vyvoj rychle
postupoval. Koncem Sedesatych let vSak zacaly byt vytlaCovany cenové dostupnéjsimi a v té
dobé také presnéjSimi kvadrupdlovymi filtry. Opétovny zajem o tento typ analyzatoru
podminil aZz vyvoj ioniza¢ni metody MALDI a jejich vzajemné propojeni. Prlletovy analyzator
mUze byt linedrni (Obr. 28) nebo s reflektronem (rTOF). (Obr. 29)

pulzni urychleni iontd

il
i
15'25'(1' D ¥ 0% o° o ° -
odpuzovaci | | | ‘
elektroda % T
_| T | s letova trubice detell(tor

vstup iontd
Obr. 28. Schéma linearniho TOF analyzatoru.
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Linearni prlletovy analyzator se sklada z akceleracnich elektrod, evakuované letové trubice a
detektoru. Letovd trubice méfi obvykle 100 — 200 cm. lonty jsou urychlovany pulzné
v periodickych svazcich elektrickym potencidlem Vo velikosti v rozsahu 15 — 25 kV na
stejnou hodnotu kinetické energie Ek:

m.v2

2

EK=EP=Z. V=

Urychlené ionty vstupuji uzkou Stérbinou do letové trubice, kde se pohybuiji rliznou rychlosti
v zavislosti na efektivnich hmotnostech m/z a dopadaji v rlizném ¢ase na detektor. Cas t, za
ktery ion dopadne na detektor je definovany vztahem:

-+
kde I je délka letové trubice a v je rychlost iontu. Rychlost v odvodime jako:
-1
ST

Dosazenim rychlosti v do rovnice pro vypocet kinetické energie Ex a naslednou Upravou
ziskame vztah:

m. P

22

=z.V

Upravou rovnice pro pomér hmotnosti k ndboji m/z dostaneme rovnici:

2V. 1 |

‘ m/z = 2

Z tohoto vztahu vyplyva, Ze pfi konstantni délce letové trubice a neménném urychlovacim
napéti bude ¢as, za jaky ion dopadne na detektor, zavisly od jeho efektivni hmotnosti m/z.
Volné rfeceno, ¢im je ion lehdi, tim kratsi bude ¢as jeho letu trubici analyzatoru k detektoru.

Linearni usporadani analyzator TOF je spojeno s nizsi rozliSovaci schopnosti predevsim
z dlvodl prostorového rozprostfeni a odliSnych velikosti kinetickych energii iontd pred
akceleraci. RozliSovaci schopnost Ize zvysit pomoci tzv. iontového zrcadla, neboli reflektronu
(uspotadani prliletového analyzatoru s reflektronem — rTOF). (Obr. 29) lontové zrcadlo je
v podstaté elektrické pole, jehoz intenzita je vétsi nez intenzita akceleracniho pole. lonty jsou
timto polem postupné zpomalovany rlzné dlouhou dobu v zavislosti na jejich pocatecni
co ionty dosahnou nulové kinetické energie, jsou z tohoto elektrického pole vypuzovany
smérem k detektoru se stejnou kinetickou energii, s jakou do tohoto pole vesly. Dochazi vsak
k prodlouzeni casu letu iontl. Touto Casovou fokusaci se zmensuje rozdil pocatecnich
kinetickych energii iontd a zvysSuje se rozliSovaci schopnost az nékolikanasobné oproti
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pavodnimu linedrnimu usporadani. PouZiti reflektronu dokaze vyrazné zvysit rozliSovaci
schopnost pfristroje az k hodnotdm RP > 15 000. DalSim prodlouZenim letové trubice je
mozné jesté vice zvysit rozliSovaci schopnost pfistroje.

detektor
AN
I I
J_I_ N R o _i i | | |
pulzniurychleni| f T o R R 1 S e
iontd e
I ] \\ /I /’
b
Q2 Q-0 —T T <|J
| |
| |
odpuzovact T letova trubice — reflektron (iontové zrcadlo) 23 kV

elektroda vstup iontd

Obr. 29. Schéma priletového analyzatoru s reflektronem (rTOF).

Na rozdil od ostatnich typl hmotnostnich analyzator(i neni metoda TOF omezena maximalni
hodnotou efektivni hmotnosti a je prakticky vyuzivana az do 1 000 000 Da. Této skutecnosti
se vyuziva pfi studiu biopolymerd svysokymi molekulovymi hmotnostmi zejména
v kombinaci s ioniza¢ni technikou MALDI nebo ESI.

Principialné jinym druhem analyzator( jsou iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou
transformaci (FT-ICR), elektrostaticka orbitalni past — Orbitrap a analyzatory iontové
pohyblivosti. Nicméné diskuze o jejich technickych podrobnostech je mimo rozsah tohoto
textu.

4.5. Tandemové usporadani MS/MS

Tandemové usporadani analyzatorl v hmotnostni spektrometrii se pouziva k detailni
charakterizaci analytu. Toto usporadani obsahuje minimalné dva analyzatory nejcastéji
spojené tzv. kolizni celou. Technika MS/MS (resp. MS") zabezpetuje vicestupriovou tvorbu
iontll, jejich analyzu a fragmentaci. Nejvétsi vyznam ma pravé pfi studiu fragmentd a
fragmentacnich cest. K fragmentaci mezi jednotlivymi analyzatory dochazi bud samovolnym
rozpadem (vlivem vnitfni energie) nebo za pomoci kolizniho plynu (napf. vzduchu nebo
nékterého ze vzacnych plyna).

Tandemové usporadani MS umoznuje selektivné analyzovat vybrany ion tzv. prekurzorovy
(zkoumany) ion, znéhoZz vznikaji fragmentové ionty. Obvykle dochazi kvybéru
prekurzorového iontu v prvnim analyzatoru, ten je podroben fragmentaci v kolizni cele.
Nasleduje analyze fragmentovych tzv. produktovych iontl v druhém analyzatoru. Ty jsou
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zaznamenavany a mohou byt opét podrobeny dalsi fragmentaci. Tato metoda vyrazné
ulehCuje urceni struktury latky, diky ¢emuZz se dnes uplatiuje ve strukturni analyze
sloucenin.

Tandemovd MS" technika nejastéji vyuZivd kvadrupdlové filtry nebo iontové pasti
s usporfadanim za sebou (Triple Q), analyzator s dvoji fokusaci a kvadrupdlovymi filtry,
kvadrupdl — TOF, TOF — TOF atd. UmozZnuje také spojeni s plynovou nebo kapalinovou
chromatografii, takZe lze separované analyzovat vSechny slozky smési. Tandemové
hmotnostni spektrometry nasly uplatnéni nejenom ve strukturni analyze, ale také
v kvantitativni analyze.

4.6. Detektory.

Detektory jsou soucasti vSech hmotnostnich spektrometrli vyjma iontové cyklotronové
rezonance s Fourierovou transformaci (FTICR) a Orbitrapu, kde je detekce provadéna primo v
analyzatoru. lontovy tok prochdzejici Uzkou vystupni Stérbinou hmotnostniho analyzatoru je
velmi maly a proto je potrebné jej zesilit. V detektoru dochazi k jeho prevedeni na elektricky
signal a zesileni. Detektorem v hmotnostnich spektrometrech byva nejcastéji elektronovy
nasobi¢, fotonasobi¢, nebo tzv. Faradayova klec, nicméné diskuze o technickych
podrobnostech rliznych metod detekce iontl jsou mimo rozsah tohoto textu.
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5. Hmotnostni spektrum

Hmotnostni spektrum vyjadfuje pomérové zastoupeni jednotlivych iontl vzniklych po
ionizaci a pfipadné fragmentaci analyzované latky. Toto spektrum podava dilezité informace
o strukture analyzované latky, pfedevSim vyjadifuje molekulovou hmotnost, z které je
mozné nasledné uréit i sumarni vzorec analytu. V pfipadé pouziti El ionizace je moziné
vzajemné porovndvat hmotnostni spektra se spektry v standartnich databazich, diky ¢emuz
Ize dané latky identifikovat.

Hmotnostni spektrum tvofi soufadnicové osy X a Y. Na vodorovné ose X se nachazeji
hodnoty efektivnich hmotnosti m/z a svisla osa Y reprezentuje intenzitu (odezvu)
jednotlivych pikl v procentech. Tvar pik( pfipomina Gaussovu kfivku a pokud hmotnostni
spektrum zlstane v takovéto podobé zachované, hovorime o profilovém (kontinualnim)
spektru. Z profilového spektra je mozné vycist jednotlivé Sirky pikl. Toto spektrum muze byt
intenzita zodpovida vySce nebo ploSe. Touto Upravou spektra ziskame tzv. histogram.
Hmotnostni spektrum se nasledné normalizuje — absolutni hodnoty intenzit se prfevedou na
relativni vrozmezi 0 az 100 %. Nejintenzivnéjsi pik se nazyvd zdkladni pik (base peak) a
intenzity ostatnich pikl jsou vztazeny vici nému.

Molekulovy ion vznika vyrazenim jednoho elektronu z molekuly analyzované latky — jedna se
tedy o molekulu s kladnym nabojem a neparovym pocétem elektrond, tzv. kationradikal M**.
Pfitomnost molekulového iontu v hmotnostnim spektru umoznuje urcit relativni
molekulovou hmotnost analyzované latky. Pfesnost s jakou lze urcit relativni hmotnost
molekuly, urcuje rozliSovaci schopnost hmotnostniho spektrometru. Dnesni pfistroje dokazi
zmérit hodnotu hmotnosti s presnosti na pét nebo Sest desetinnych mist. U pfistroji s nizsi
rozliSovaci schopnosti se stanovuje pouze hmotnostni (nukleonové) cislo molekulového
iontu. Pfitomnost a intenzita molekulového piku zdavisi od struktury analyzované latky a typu
ionizacni metody.

Abychom mohli konkrétni ion definovat jako molekulovy, musi splnit nasledujici podminky:

Molekulovy ion musi mit nejvétsi hmotnost z daného hmotnostniho spektra. Pfitom se
prihlizi na pfitomnost: izotopovych iontd [M+1]*", [M+2]*", aduktl s protonem [M+H]", s
kationy napt. alkalickych kovl, stfibra, amonného kationtu [M+Kat]®, s molekulami
rozpoustédla (voda, acetonitril, atd.), ale také na produkty ionto-molekulovych reakci napft.
[M+CH5CO]". Kromé& adukt(i se musi pfihlizet také na negativni ionty, napt. ion [M-H] . Adukt
[M+H]" je charakteristicky pro vét$i poéet (mékkych) ionizaénich technik, ¢asto je oznaovan
jako kvazimolekulovy ion. Na obrazku 30 (ESI-MS) vidime rGzné typy aduktl a rozdily
v efektivnich hmotnostech.
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Obr. 30. Priklady uzite¢nych adukt( pro interpretaci ESI-MS

Pokud analyzovana organicka latka obsahuje pouze béziné prvky (H, C, O, S, N, halogeny) a
v jeji struktufe se nenachazi dusik, hmotnostni ¢islo molekulového iontu bude sudé. Stejné
tak bude hmotnost iontu suda, jestlize se v molekule nachazi sudy pocet dusikatych atom.
Pokud se ve struktufe nachazi lichy pocet atomi dusiku, bude i hmotnostni dCislo
molekulového iontu liché. Tento fakt oznacujeme jako tzv. dusikové pravidlo a plati jen pro
molekuly s bézné se vyskytujicimi prvky. Pravidlo se nevztahuje na organokovové slouceniny,
nebot nékteré kovy maji liché hmotnostni éislo.

Mezi molekulovym iontem a fragmentovymi ionty musi existovat logickd spojitost.
Fragmentové ionty vznikaji po odstépeni radikall nebo neutrdlnich molekul napt. alkylové
skupiny [M-15]%, vody [M-18]"", karbonylu [M-28]"" apodobnych. Pfi¢emZ vylu€ujeme
nepravdépodobné fragmenty s rozdilem hmotnosti od potencidalniho molekulového iontu
vintervalu 4 — 14, 21 — 25 anebo hodnoty 37, 38 apod. Jestlize tato podminka neni splnéna,
uvazovany pik nereprezentuje molekulovy ion. V takovém pripadé se s nejvétsi
pravdépodobnosti jednd o hmotnostni spektrum dvou nebo vice latek.

Mezi intenzitou molekulového piku a strukturou analyzované latky existuje primy vztah. Plati
tedy, Ze s rostoucim poctem cykld a nenasycenych dvojnych vazeb intenzita molekulového
piku roste. PFi elektronové ionizaci klesa intenzita molekulového piku v poradi: aromat a
nenasyceny heterocyklus > konjugované olefiny > cykloalkany > thioly > sulfidy >
nerozvétvené uhlovodiky > ketony > aminy > estery > ethery > karboxylové slouéeniny >
rozvétvené uhlovodiky > alkoholy. Intenzita molekulového piku s vétvenim retézce v dané
homologické radé klesa.

5.1. Izotopové ionty v hmotnostni spektrometrii

Konstantni zastoupeni stabilnich izotopl v pfirodé se odrazi i na hmotnostnim spektru
analyzované latky. Jednotlivé prvky obsahujici jeden nebo vice tézsich izotopl provazeji ve
spektru molekulovy ion i ionty jeho fragment(. Doprovodné piky izotopovych iont(
odvozené od molekulového iontu se oznacuji [M+1]", [M+2]"(popfipadé vy3simi Cisly).

Pfehled relativniho zastoupeni stabilnich izotopl béZnych elementld uvadi tabulka ¢. 4.
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Relativni intenzita téchto pikl a jejich zastoupeni zavisi od sumarniho (molekulového) vzorce
analyzované latky. S vétsi molekulovou hmotnosti (resp. s vétsim poctem atoma v molekule)
narUsta intenzita, ale i pocet pikl izotopovych iont(.

Tabulka €. 4. Relativni zastoupeni stabilnich izotop( béZnych element.

Element M M+1 M+2 M+4
izotop % izotop % izotop % izotop %
vodik H 99,985 ’H 0,015 - - - -
uhlik 12¢ 98,892 3¢ 1,108 - - - -
dusik 14N 99,635 BN 0,365 - - - -
kyslik o 99,759 Y0 0,037 8o 0,204 - -
fluor O 100,00 - - - - - -
kiemik g 92,18 29gj 4,71 30g; 3,12 - -
fosfor 31p 100,00 - - - - - -
sira 32g 95,018 3g 0,750 g 4,215 36 0,107
chlor 3l 75,40 - - e 24,60 - -
brom Br 50,57 Sy 49,43 - - - -
jod 127) 100,00 - - - - - -

Jako vzorovy piiklad miZeme uvést izotopy uhliku °C a *C s pomérovym zastoupenim
v pfirodé 98,9 % : 1,1 %. (Obr. 31) V pripadé molekuly obsahujici 10 atomU uhliku je relativni
intenzita piku pro molekulovy ion M normalizovand na 100 %. Intenzita piku pro M+1 je
pFiblizné 10-ti ndsobna, mazeme vidét i pik iontu M+2 odpovidajici pfitomnosti 2 atom@ **C
vtéto molekule. Ve slouceniné, kterd by obsahovala 60 uhlikovych atomu, je opét
normalizovana intenzita piku M na 100 %. Intenzita piku M+1 je vSak témér 60-ti nasobna
s intenzitou 65 %. Mimo to mizZeme vidét rostouci intenzitu piku iontu M+2. Ve spektru vsak
mUlzZeme pozorovat i dalsi izotopové ionty s narGstem molekulové hmotnosti 0 3, 4 a 5
Dalton(. Tento jev lze vysvétlit rostouci pravdépodobnosti, s jakou se mizZe nachazet izotop
3¢ v molekule. Analogicky je mozné sledovat narQst intenzity (resp. také poctu) izotopovych
pikd i u latek obsahujicich 100 ¢i vice uhlika.

100 100 100 10097,2
c C1o Ceo Coo
12C:1SC
98,9% :1,1% 65,0
46,8
0.5 14,9
10,8 4.2
1.1 05 | %602 | 30
T T T T T T [ 1T T o
X x+2 x+4 x+6 X x+2 x+4 x+6 X x+2 x+4 x+6 X x+2 x+4 x+6

Obr. 31. Pomérné zastoupeni izotopl uhlika.
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Podobné tomu je i u chlorovanych uhlovodikil. Pomér pfirozenych stabilnich izotopd *Cl a

*Cl je 75,4 % : 24,6 %. V hmotnostnim spektru bychom méli vidét normalizovany pik pro

molekulovy ion s 100 % a pik izotopového iontu M+2. Pokud by se v uhlovodiku nachazely 2

nebo vice atom chléru pravdépodobnost, Ze jeden z téchto atomd bude izotop, narlsta a

ve spektru bychom pak nasli izotopové ionty s hodnotami M+2, M+4 atd. Intenzita by rostla

umérné k poctu chlorovanych atomu. Tuto skute¢nost lze pozorovat i u ostatnich uvedenych

priklad( bromu a siry (respektive u kazdého prvku, ktery neni monoizotopicky). Obr. 32.

100
Cl
35¢1: 37¢l
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Pomér intenzit pik( jednotlivych iontovych izotopl Ize zjistit pomoci koeficientu
binomického rozvoje (a+b)", kde a a b pFedstavuji relativni zastoupeni téZ$iho a leh&iho
izotopu a exponencidl n je pocet pojednavanych atom( v molekule. Napf. u molekuly
obsahujici 2 atomy siry s relativnim pomérem stabilnich izotopu 325 2 35 95,02 % : 4,22 %

zapiSeme vztah:
(a+b)>=a’+2ab+b’
(95,02 + 4,22)* = 9028,8 + 801,97 + 17,81
Pomér vyjadrime jako:

9028,8 : 801,97 : 17,81
M: M+2 : M+4

A intenzitu pikd dopocditame:

hodnoté 9028,8 odpovida 100 %
potom 801,97 odpovidd 8,9 %
a 17,81 potom 0,2 %.

Intenzita piku s m/z M+4 je vUci zakladnimu piku pfilis mala (0,2 %) a v hmotnostnim spektru
se neobjevi. (Obr. 32)

Vypocet sumarniho (molekulového) vzorce pattfi kddlezitym atributdm, které
z hmotnostniho spektra mlZeme ziskat. U pfistroju s nizkou rozliSovaci schopnosti lze
sumarni vzorec vypocitat vyhodnocenim poméru intenzit pikd izotopovych iont(
vici intenzité piku molekulového iontu. Takové vyhodnoceni je pomérné komplikované, a
jelikoz dnes jiz vSechnu vypocetni cinnost vykonavaji pocitate, nebudeme se této
problematice blize vénovat. U pfistroje s nizsim rozliSenim je mozné urcit pocet atomu uhliku
s presnosti = 1.

Priblizny pocet atom( uhliku ve slouceniné Ize ziskat ze vztahu:
C,= ——— .100

Pfesné elementarni sloZeni a eventualné i molekulovy vzorec Ize urcit pomoci pfistroju
s vysokou rozliSovaci schopnosti (RP = 10 000 — 25 000) a presnosti méfeni m/z < 3 ppm na
zakladé molekulové hmotnosti a zastoupeni izotopU. Diky presné Ciselné hodnoté hmotnosti
molekulového iontu je mozné uréit kombinaci a podet atom@ a tim i sumarni vzorec. Cim
presnéjsi je méreni, tim leh¢i a jednodussi bude uréeni sumarniho vzorce. Podobné mizeme
urcit sumarni vzorec a elementdrni sloZzeni i u viech fragment(, ¢ehoz se prakticky vyuziva
pfi studiu fragmentovych cest a celkové struktufe analyzované latky.
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5.2.Zakladni pravidla fragmentaci pri ionizaci EI

Fragmentace je proces, pfi kterém vznikaji jednodussi stépené castice tzv. fragmenty, diky
pretrzeni chemickych vazeb v molekulovém iontu, disledkem ¢ehoZ vznika sekunddrni ion
(vyjimecné dalsi kationradikal) a k nému komplementarni radikal nebo neutralni molekula.
Fragmentace je zavisld od energie, kterou méla molekula pred ionizaci, zpisobu ionizace,
mnozstvi dodané energie ionizaCnim procesem a tlaku, pfi némz dochazi k ionizaci. VSechny
tyto podminky ovliviiuji mnozstvi prebytecné energie ziskané molekulou, tato energie pak
urcuje, do jaké miry bude k fragmentaci dochdzet. V nasledujici ¢asti se budeme vénovat
fragmentaci pti elektronové ionizaci (El).

Aby byl ion detekovatelny a viditelny v hmotnostnim spektru, musi mit dostate¢né dlouhou
Fivotnost. lon s délkou Zivotnosti del$i ne? 10*s ozna¢ujeme jako stabilni. Opakem jsou ionty
nestabilni — s délkou Zivotnosti kratdi nez 10° s. Takové ionty vznikaji a zanikaji jesté
v ioniza¢nim zdroji a v hmotnostnim spektru se neprojevi. lonty s délkou Zivota v rozmezi
10" a7 10°® se rozpadaji bud v ioniza&ni komote, nebo pfimo v hmotnostnim analyzatoru a
oznacuji se jako metastabilni ionty. V ptipadé, Ze se takovy ion rozpadne v prostoru mezi
ionizacni komorou a magnetickym (resp. elektrickym) polem v tzv. oblasti bez pole (field free
region), proleti &ast svoji drahy jako ion splvodni hmotnosti m;* a druhou ¢&ast jako
fragmentovany ion s mensi hmotnosti m,". Nové vznikly fragment m;" si rozdéli ptivodni
kinetickou energii s odstépenou castici ms. V hmotnostnim spektru se tento metastabilni ion
projevi zdanlivou (neskutecnou) hmotnosti s difuznim (roztahnutym) pikem. Metastabilni
ionty oznacujeme symbolem m*. Hmotnost takovéhoto iontu charakterizuje vztah:

2
mj

my

m’ =

Metastabilni ionty se Casto vyskytuji pfi aromatickych slouéenindch a poskytuji dllezité
informace ke studiu fragmentacnich cest analyzované latky. Jsou relativné ¢astymi jevy pfi
elektronové ionizaci a Casto se tvofi v procesech MALDI. Bez ohledu na to, jak jsou tyto ionty
tvoreny, jejich fragmentacni rozklad po opusténi iontového zdroje je procesem
unimolekularniho rozkladu. Fragmentace metastabilnich iontd je v soucasné dobé
pozorovana jenom ve spojeni s magnetickymi sektorovymi analyzatory nebo v driftové
trubici ndstroji MALDI-TOF, které jsou Siroce pouzivany k uréeni sekvenci peptidd.

Intenzita kazdého piku v hmotnostnim spektru narlstd jednoduchosti vzniku daného iontu a
nékterého z elektront v molekule (¢im je hodnota dodané energie nizsi), tim snaze dojde
kjeho wvzniku. lonizacni potencidl elektron( roste v poradi: Nevazebné elektrony
heteroatom( < konjugované m elektrony < nekonjugované m elektrony < o elektrony
jednoduchych vazeb C-C < o elektrony vazeb C—H. Nejpravdépodobnéji tedy vznika kladny
naboj na heterocyklu nebo v misté ndsobné vazby s heteroatomem. Intenzita piku
molekulového iontu narlstd s jeho stabilitou. Stabilita cyklickych sloucenin je vétsi nez u
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acyklickych a vyrazné narlstda delokalizaci kladného ndboje (konjugace m elektron()
v molekule. Dikazem zvysené stability zplsobené rezonanci mohou byt piky aromatickych
iontl s nabojem z = 2, které v hmotnostnim spektru poskytuji necelé hodnoty m/z v pripadé
liché hodnoty m.

Jednoduché alkany jsou naopak silné nachylné k fragmentaci, nebot nej¢astéjsim zplsobem
ionizace je uvolnéni o elektronu z kovalentni vazby C—C. Sigma vazba s jednim elektronem je
vysoce nestabilni a podléha stépeni. Na obrazku 33 muizZeme ilustrovat vzorovy priklad.

100
| iS__ zakladni pik
() _
o
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S 57
c i
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© 50—
@ | 29
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| 15 ‘ ‘ 72
||I ‘ ! il | | | 1 I|.
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Obr. 33. Hmotnostni spektrum 2-methylbutanu s El.

Pfi El ionizaci mGze dojit v molekule 2-metylbutanu k uvolnéni elektronu na kterémkoliv
atomu uhliku za vzniku molekulového iontu M**. Vzhledem k mnoZstvi dodané energie
ionizujicich elektront (70 eV) a pfitomnosti pouze jednoduchych o vazeb dochazi k efektivni
fragmentaci za vzniku nékolika fragmentovanych ¢astic. Dlkazem nestability molekulového
iontu je také jeho pik s nizkou intenzitou, ktery v hmotnostnim spektru vidime u hodnoty
m/z 72. (Obr. 33) Odstépenim metylového radikdlu mlze vzniknout sekundarni n-butylovy
kation nebo primarni isobutylovy kation se stejnou efektivni hmotnosti m/z 57. (Schéma 1)

AP

fragmenty pozorované v spektru

fragmentace ) N )\ +
+ N + +.~ CH3

e© 269
m/z 43(ZP) m/z 57 m/z 57 m/z29 m/z15
(M-29) (M-15) (M-15) (M-43)  (M-57)
. 'CH3 ‘CH3 )‘ /.\/

Schéma 1. Schéma El ionizace a fragmentace 2-methylbutanu.

ProtoZe vime, Ze sekundarni kation je stabilnéjsi nez primarni, bude pravdépodobnéjsi vznik
piku sekundarniho butylového kationtu. Zakladni pik s relativni intenzitou 100 % patfi iontu
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s hodnotou m/z 43. Jedna se o nejvice zastoupeny a tedy nejstabilnéjsi stépny ion, ktery
vznikad eliminaci etylového radikalu. Fragmentovy pik s hodnotou m/z 42 muze vzniknout
ztratou vodikového radikdlu z iontu s m/z 43. Ztratou dal$iho vodikového radikalu vznika
relativné stabilni allylovy kation s m/z 41. (Schéma 2) Dlkazem etylového kationtu je pik
s hodnotou m/z 29 a malo vyrazny pik s m/z 15 je zase dikazem methylového kationtu.

P

Schéma 2. Ztrata vodikového radikalu iontu m/z 43.

+ _H° +o _H' +
CHsCHCH; ——— [CH3CHCH,| ———— CH,CH=CH,

m/z 43 m/z 42 m/z 41

Fragmentacni procesy neprobihaji podobnym zplsobem jako béiné reakce v organické
chemii. NejCastéji dochazi k odtrzeni neutrdlniho fragmentu — radikdlu nebo jednoduché
molekuly. Castym jevem jsou tzv. presmyky. Mechanismy fragmentace m(Zeme rozdélit
podle zplsobu jejich iniciace bud’ radikalovym centrem (nesparovanym elektronem) nebo
nabojovym centrem. Prenos elektrond ve schématech se znaci podobné jako v organické
chemii: jednoelektronovy proces jednoduchou Sipkou a prenos celého elektronového paru
dvojitou Sipkou.

Stépeni o vazby

Stépeni jednoduchych vazeb je typické predeviim u alkan(, méné ¢asté pak u nasycenych
sloucenin s heteroatomy ve své strukture. K samotnému sStépeni dochazi v disledku vysoké
nestability chemické vazby tvorené jednim elektronem. Mechanizmus je iniciovany
radikadlovym centrem, pfi némz vznika kation a neutralni radikal.

a-Stépeni

K a-Stépeni dochazi nejcastéji prfi odstépeni nevazebného elektronu z heteroatomu. Jedna se
o mechanizmus iniciovany radikalovym centrem. Heteroatom s lichym poctem elektront se
snazi o tvorbu nové (ndasobné) vazby pomoci nesparovaného elektronu. Vazba mezi a-f
uhlikem se homologicky 3t&pi za vzniku neutralnich radikald R* a kationtu H,C=X", resp.
*CH,-X. (Schéma 3) o-Stépeni je typické pro aminy, thioly, alkoholy, ketony pfipadné
halogenidy.

Ot—étépenl' . oo 00
> N T O

/\/Q*QOZV
Schéma 3. Priklad a—Stépeni.

Benzylové stépeni za tvorby tropyliového iontu

Substituované alkylbenzeny poskytuji intenzivni pik s m/z 91 odpovidajici sedmiclennému
rezonanc¢né stabilizovanému tropyliovému kationtu. (Schéma 4) Pik tropyliového kationtu je
typicky pro vSechny slouceniny obsahujici benzyl a jeho intenzita klesa s rostouci délkou
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alkylového retézce. Ke stépeni dochazi mezi a-B uhlikem od benzenového jadra a naslednym
pfesmykem vznika stabilizovany kruh. Tropyliovy kation byvd castokrat doprovazen
pentadienyliovym kationtem sm/z 65 vzniklym po odstépeni acetylenu z plvodniho
kationtu.

+e
erm H ~ + - H H
CH, L (\
a-Stépeni ‘)
benzylové Stépeni

m/z 91
Schéma 4. Benzylové stépeni a vznik tropylioveho iontu.
Mc Laffertyho presmyk

McLaffertyho presmyk patfi mezi nejznaméjsi priklad pfesmyku v hmotnostni spektrometrii
iniciovany radikalovym centrem. (Schémata 5 a 6) Pfi tomto presmyku dochdzi k pfenosu
vodiku z y uhliku (C4) na heteroatom (resp. i uhlik) pfes nenasyceny Sesti¢lankovy tranzitni
stav, pficemz vznika neutralni molekula a kationradikal. Reakce se hodné vyskytuje u alkend,
imind a predevsim u karbonylovych sloucenin. Po vzniku kationradikdlu dochazi
k tautomernimu prfesmyku vodiku z y uhliku na heteroatom a k preskupeni vazeb, pfitom
kladny naboj z heteroatomu muZe migrovat nebo zlstat na ném. Pohyb naboje zavisi od
typu heteroatomu a navazanych substituent(i v molekule. Vysledkem presmyku je v pripadé
nepohyblivého ndboje kationradikal a odstépend nenasycend neutralni molekula, v pripadé
migrujiciho naboje a, nenasycena sloucenina obsahujici heteroatom jako kationradikal.

+eo +e +e
R R R
1 - | .
o} , , OH 0
a) H” R R
+e +e +e
R._Ys R._Y R._YH
A& |5 — Y
b) HO R “R'

Schéma 5. a) Priklad MclLaffertyho presmyku keton(; b) vsSeobecnd schéma
McLaffertyho presmyku.

Kromé ziskanych znalosti o molekulové hmotnosti a hmotnosti fragmentd v pfipadé pouZiti
hmotnostni spektrometrie s ionizaci EI miZeme namérena spektra latek softwarové
porovnat s knihovnami namérenych spekter (NIST — National Intitute of Standards and
Technology, Mass Spectral Library; Wiley Registry of Mass Spectral Data). To mlzZe vyrazné
pomoci pfi interpretaci spekter a uréeni struktury analytu. V dnesni dobé databdaze obsahuji
stovky tisic spekter i s fragmentacemi. Spektra namérena s ionizaci El (70 eV) jsou viceméné
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nezavisla na experimentalnich podminkach méreni. Na obrazku 34 je uveden pfiklad nahledu
do této databaze.
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Obr. 34. Nahled do databaze MS spekter NIST

Na rozdil od El MS spekter knihovny spekter mékkych ionizacnich technik jsou méné rozsahlé
a nejsou univerzdlné pouzitelné. Vzhled MS spektra velmi silné zavisi na experimentdlnich
podminkach méreni (typ a energie ionizace, usporaddani iontového zdroje, typ a konstrukce
analyzatoru, sloZeni analyzované smési — tvorba adukt(, apod.). U mékkych technik vétSinou
nejsou pritomny fragmentové ionty. Na rozdil od EI MS spekter, kde fragmentové ionty
vyrazné pfispivaji k uréeni struktury analytu, u mékkych ionizaénich technik MS" spektra také
silné zavisi na experimentalnich podminkach a typu pfistroje. Proto interpretace téchto
spekter si vyZzaduje individudlni pfistup operatora pfistroje. Vyjimkou jsou databaze molekul
z urcitych specifickych oblasti (analyza proteind a peptidd, oligosacharidd, apod.), kde je
pristrojové porovnavani s existujicimi knihovnami ¢asto pouzivané.

45



6. Spojeni hmotnostni spektrometrie a separacnich technik

Hlavni vyhodou spojeni hmotnostni spektrometrie a separacnich technik je, Ze v ramci jedné
analyzy miZzeme smés latek zaroven separovat separacni technikou vhodnou pro danou
smés (GC, LC, CE atd.) a posléze identifikovat jednotlivé slozky nezndmé smési.

GC/MS byla prvni chromatografickou metodou spojenou s MS. Maly pratok nosného plynu
v GC zabezpecoval spolehlivé fungovani iontového zdroje v MS. Nejcastéji se vyuzZivalo
elektronové a chemické ionizace, analyzatorem byl Q nebo IT, dnes i TOF. Pro analyzu
GC/MS se hodi zejména latky termicky stabilni, tékavé, méné polarni a s nizkou
molekulovou hmotnosti. V nékterych pripadech lze prevést netékavou latku na tékavou
derivatizaci (napr. mensi karboxylové kyseliny prevést na estery). Jednd se o Siroce
vyuzivanou techniku vhodnou pro analyzu slozitych smési (tékavé prirodni latky, tékavé
polutanty, forenzni analyza, ...).

LC/MS je schopna podat informace o strukture latek, jeZ jsou polarnéjsi, termicky méné
stabilni a maji vyssi molekulovou hmotnost neZ je tomu u GC/MS. Kionizaci se vyuZivaji
Setrnéjsi metody jako ESI nebo APCI, pfipadné APPI pfi nepolarnich a labilnich slouc¢eninach.
Jako hmotnostni analyzatory jsou u LC/MS béZzné vyuZivané kvadrupodlové filtry, iontové pasti
a TOF. Je moiné i tandemové usporadani (napf. Q-TOF). Nevyhodou spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii oproti GC/MS je vysoky rozdil tlakd na rozhrani
s hmotnostnim analyzatorem. Spojeni LC a MS umozniuje identifikaci i stopovych mnoZstvi
latek ve sloZitych smésich s vyuZitim vtémér vSech oblastech védy, vyzkumu, primyslu,
zdravotnictvi, statni spravy apod.

CE/MS neboli spojeni kapilarni elektroforézy shmotnostni spektrometrii mlze byt
alternativou k HPLC, umozZiuje totiz separaci iontovych latek. Neni vsak tak bézna jako LC
nebo GC/MS.

SFC/MS vyuziva superkritickou fluidni chromatografii ve spojeni s MS. Tato metoda je
vhodna pro polarni i nepolarni latky rozpustné v rozpoustédlech pro SFC (napt. CO,). SFC/MS
je vdnesni dobé stale pomérné malo vyuzivanou metodou.
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7. Obrazova priloha - priklady hmotnostnich spekter

Obrazova priloha obsahuje priklady hmotnostnich spekter namérenych na pfistrojich
vyuzivajicich ioniza¢ni techniky El, ESI a MALDI.

Priklad 1.

Hmotnostni spektrum acetaldehydu s monoizotopickou hmotnosti 44,03.
Pristroj: GC-MS HP 7890 A s 5975C Series GC/MSD (Q, Agilent)

lonizacni technika: El

El MS a porovnani s knihovnou spekter (obrazek dolu)

Scan 894 (6.364 rmin): PROUEKT__101. D data s (864 O
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Priklad 2.

Hmotnostni spektrum ethanolu s monoizotopickou hmotnosti 46,04.
Pfistroj: GC-MS HP 7890 A s 5975C Series GC/MSD (Q, Agilent)
lonizacni technika: El

El MS a porovnani s knihovnou spekter (obrazek dolu)

Scan 1216 (8.622 rrin): PROUEIKT._101.Didata.rrs (<1190) O
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Priklad 3.

Hmotnostni spektrum acetonu s monoizotopickou hmotnosti 58,04.
Pristroj: GC-MS HP 7890 A s 5975C Series GC/MSD (Q, Agilent)
lonizacni technika: El

El MS a porovnani s knihovnou spekter (obrazek dolu)

Scan 1343 (9.512 rrin): PROQUEKT._101.D\data.rrs (1327) O
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Exact Mass: 58,04
4000 Molecular Weight: 58,08
2000
o T ‘\“ T T %9 T 1325\9 T T @7'0 T T T 28\1'0
20 40 [Se] 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
A ==
Abundance
#2110 Acetone
43.0
8000
S8000
4000
2000 150
o u“,““ ““""""""""""""""""""‘“HH‘HH‘HH‘HH‘H
20 <40 [Se] 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
A ==
v,
Priklad 4.

Hmotnostni spektrum propan-2-olu s monoizotopickou hmotnosti 60,06.
Pfistroj: GC-MS HP 7890 A s 5975C Series GC/MSD (Q, Agilent)

loniza¢ni technika: El

El MS a porovnani s knihovnou spekter (obrazek dolu)

Abundance
Scan 1382 (9.786 min): PROJBEKT_101.Dhdata.ns <1373) O
a5.0
OH
o A
G000 Chemical Formula: C3HgO
Exact Mass: 60,06
Molecular Weight: 60,10
2000
ol 0 eeo 2o 2810
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
A ==
Abundance
#288: Isopropyl Alcohal
as5.0
8000
6000
4000
2000
19.0‘ ‘
o
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
A==
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Priklad 5.

Hmotnostni spektrum 2-methylfuranu s monoizotopickou hmotnosti 82,04.
Pristroj: GC-MS HP 7890 A s 5975C Series GC/MSD (Q, Agilent)

lonizacni technika: El

El MS a porovnani s knihovnou spekter (obrazek dolu)

Scan 1713 (12107 rrin): PROUJEKKT._101.D\ datarrs (<1700) O
a1

8000 @\
SO00
3.1 Chemical Formula: CsHgO
4000 Exact Mass: 82,04
Molecular Weight: 82,10
2000
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
A ==
Abundance
#1144 Furan, Z2aretind-
820
8000
53.0
SO00
4000
27.0
‘
20 a0 [Se) 80 100 120 140 1680 180 200 2220 240 280 280
A ==
Priklad 6.

Hmotnostni spektrum pent-3-en-2-onu s monoizotopickou hmotnosti 84,06.
Pfistroj: GC-MS HP 7890 A s 5975C Series GC/MSD (Q, Agilent)

lonizacni technika: El

El MS a porovnani s knihovnou spekter (obrazek dolu)

Scan 2363 (16.665 rrin): PROQJEKT._101.D\data.ns
9.1
9000 (0]

8000 M

6000 Chemical Formula: CsHgO
5000 411 Exact Mass: 84,06
4000 Molecular Weight: 84,12

| 96.0 133.0 207.0 253.0 281.0
@b =20 0 A=s0 =0 =20 R0
20 40 [Se] 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

A ==

#F1386: 3Fenten2-one, (-

20 40 [Se) 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

A ==
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Priklad 7.

Hmotnostni spektrum toluenu s monoizotopickou hmotnosti 92,06.
Pristroj: GC-MS HP 7890 A s 5975C Series GC/MSD (Q, Agilent)
lonizacni technika: El

El MS a porovnani s knihovnou spekter (obrazek dolu)

Scan 2379 (16. 777 mn): PROUJEKT_ 101. D data.ns (2415) O

91

-1

CH3

Chemical Formula: C;Hg
Exact Mass: 92,06
Molecular Weight: 92,14

208.0 289.0

A ==

91

e
100

—
120

L B e e L e s e L e e e | T
140 160 180 200 220 240 260 280

FH23O5: TAuene

A ==

Priklad 8.

T
100

T
120

T T T T T
140 1680 180 200 2220 240 280 280

Hmotnostni spektrum 4-methylpent-3-en-2-onu s monoizotopickou hmotnosti 98,07.
Pristroj: GC-MS HP 7890 A s 5975C Series GC/MSD (Q, Agilent)
lonizacni technika: El

El MS a porovndni s knihovnou spekter (obrazek dolu)

Abundance

551

Scan 2528 (17.822 rrin): PROQUEKT._101.D\ datarrs ((2498) O
83.1

T
HaC™

Chemical Formula:
CgH100
Exact Mass: 98,07
Molecular Weight: 98,14

1329 208.0 269.0

A =z

T
120

L e e e LI e e LA e e e | T
140 160 180 200 220 240 280 280

H3178: 3FPenten2-one, dretihni-

A =z

o
100

T
120

— T T T T T T
140 160 180 200 220 240 280 280
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Priklad 9.

Hmotnostni spektrum benzaldehydu s monoizotopickou hmotnosti 106,04.
Pristroj: GC-MS HP 7890 A s 5975C Series GC/MSD (Q, Agilent)

lonizacni technika: El

El MS a porovnani s knihovnou spekter (obrazek dolu)

Scan BO92=2 (21.777 ) FROES<T. 101 . MDA data s 3103 &
106.0

7

5000] Chemical Formula: C7HgO
acoo] Exact Mass: 106,04
300 s1.0 Molecular Weight: 106,12

“ ‘ | ‘ | 17Ee  ooso =530 =saa =a3.0

ol ‘ i ‘\ ‘ ,

T T T T T T T T T T T
Z0 a0 60 SO 100 120 1490 1680 180 200 220 =240 2e0 280 3800 Z20 340

T T T T T T T T T T T
= o) a0 [="a) 20 00 120 1E0 1680 180 200 220 =240 260 2580 300 320 340
A =

Priklad 10.

Hmotnostni spektrum chloroformu s monoizotopickou hmotnosti 117,91.
PFistroj: GC-MS HP 7890 A s 5975C Series GC/MSD (Q, Agilent)

lonizacni technika: El

El MS a porovnani s knihovnou spekter (obrazek dolu)

Abundance

Scan 473 (2.906 min): Ig'RCBDJEKTi()SO,D\data,mS —a64a) (-)
=

Zggg CHCl,

7ooo Chemical Formula: CHCI3

o000 Exact Mass: 117,91

Sooo Molecular Weight: 119,37

4000
3000 “46.9
2000

100032 o.0
o | ) . ‘\ so0.2 7O 11 o21.2 106.8 119.8 130.7139.6148.2
T T T T T T T T

T T T T
30 40 50 [S1e] 7O 80 20 100 110 120 130 140

m/=——=
Abundance

HB8888: Trichloromethane
83.0

9000
8000
rgelele]
S000
5000
4000
3000 47 .0
2000

1000 3%-©

s8.0 70O.0 1L 1180
T T T T
30 ao s0 so 7o s0 20 100 110 1z20 130 140
m/=——=
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Priklad 11.

Hmotnostni spektrum 4-methoxybenzofenonu s monoizotopickou hmotnosti 212,08.
Pristroj: Trace GC ULTRA — ITQ 1100 GC/MS (ITQ, Thermo Scientific)

lonizacni technika: El

GC chromatogram

TIC MS
90 VA1-a

40 17.91

Relative Abundance
@
3

14.39
432 518 578 6.38 6.87 7.38 7.95 845 8.97 10.15 1048 1158 1170 11.83 13.87 =
14.45 NL:

4.04 452 592 6.50 6.96 7.66 8.22 854 919 1011 1075 1142 1221 13.00 1352 1433 | \J471 1535 17.29 17.96

O o e L L e L ) e
1 2 3 4 5 6 10 12 13 14 15 16 17 1

Time (min)

El MS

IVA1-a #852 RT: 11.59 AV:1 SB: 238 10.57-12.66 NL: 7.19E4 O
T: + ¢ Full ms [40.00-550.00]

5
e T O O
957 ~
1 (6]

905 Chemical Formula: C44H;,0,
E Exact Mass: 212,08

soé Molecular Weight: 212,25
754

855

\,
e

o
o

o
S

. Mt Nahled do databaze NIST

o
o

Relative Abundance
S~ [$))
(&) o

I
S

w
S

N
a

77.09

N
<]

)

107.12

o

51.09

92.14

b ‘ 1| 20405 26795 20816 31500 saper  STIO sansp asigp 46991 50479 saosy

AN i Ak A A R it ) LAl LA A Lo Lead Ay iy s Lt LT LA Ml A A Ry Ky A A A LA M W s A LA Ly LChd Akl Al A A RS Wt st s g

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
miz

5

w
a
LTt T Tl Ton T el

o
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Priklad 12.

Hmotnostni spektrum cyklohexanon-oximu s monoizotopickou hmotnosti 113,08.
Pristroj: Trace GC ULTRA — ITQ 1100 GC/MS (ITQ, Thermo Scientific)

loniza¢ni technika: El
GC chromatogram

RT: 0.00 - 18.04
18.00 NL:
100 1778 (|6.58E6
90 IC MS VA10-a
80
3
e 70
©
2 60
5
£ 50
(]
2 40
k|
3 30
o 20 15,52
1443 1,4'96
10 1048 1155 1169 12,00
o 4.8 596 663 7.71 7.96 |\ 986 "7 .
8.10 NL:
100 5.98E5
90 m/z=
54.50-55.50+
80 58.50-59.50+
70 71.50-72.50+
112.50-113.50
60 MS VA10-a
50
40
30
20
10
463 5.15 572 759 7.89 |\ 841 873 9.93 1057 11.69 1246 1399 1512 1633 1698 1745
O e e e o LA B S e
12 13 16
Time (min)

IVA10-a#453 RT: 8.10 AV:1 SB: 34 7.97-825 NL: 2.68E5
T: +c Fullms [40.00-550.00]
1

Cr

1005 12.98
Chemical Formula: CgH44NO
Exact Mass: 113,08
Molecular Weight: 113,16 Nahled do databaze NIST

98.08
8
2
©
E 72.13
3
Qo
<
o
2
s
@ 79.12

w‘\H ‘ 147.03 181.02 210.05 22490 25294 284.91 20988  342.89 383.81 42889 45675  507.00 522.91

L L I I B L L B R B R I R L A L B R R A B A RS R ARARE LARAS LRARE LA AR RAAR! RARA) RAAS) NSRS LA Anind it

100 150 200 250 00 350 400 450 500 550

m/z
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Priklad 13.

Hmotnostni spektrum benzilu s monoizotopickou hmotnosti 210,07.
Pristroj: Trace GC ULTRA — ITQ 1100 GC/MS (ITQ, Thermo Scientific)
lonizacni technika: El

GC chromatogram

RT: 000-1803
1 1381 N 234E7
TIC MSNVAT1-a
g
o]
P 17.97
1753
17.02
1647
1 1565
429 504 600 668 742 811 872 986 1041 11.08 1169 1235
1 1381 N 20867
miz=
49505050+
50.50-51.50+
76.50-77.50+
104.50-106.50+
106.50-106.50 VB
NAl1-a
1
406 440 511 620 717 820 891 969 1055 1123 11.80 1226 1430 1513 1720 17.96
T T T T T T T T T[T T T T T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T T I T T T T T T T I T I T T I T T I T T I T T T T I T [ i T T I T T T T T IT 1TTTT]
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 M 2 13 14 15 16 17 18
Time (min)
NVAT1< #1106 RT: 1381 AV: 1 SB: 15 13761387 NL: 943E6 O, 0O
T: +cFul ms [40.00-550.00]
10501
1 < O
Chemical Formula: C44H40,
Exact Mass: 210,07
Molecular Weight: 210,23
Nahled do databdze NIST
§ 7719
9
:
5122
1
1 20995 -
7420|782 15210
| 7420 12705 152 19407 | 21605 25298 281.00 V698 581 38289 43079 44776 4AR88 537.96
At A N e e e e e e e e
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
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Priklad 14.

Hmotnostni spektrum aduktu anthracenu a maleinanhydridu s monoizotopickou hmotnosti
276,08.

Pristroj: Trace GC ULTRA — ITQ 1100 GC/MS (ITQ, Thermo Scientific)

lonizacni technika: El

GC chromatogram

RT: 0.00- 1804
1632 NL: 7.28E6
1007 TIC MBNAl4a
80
§ mz
¢ 4]
§ ]
20
] 510 670 814 883 8%
32 NL: 3.14E6
100, miz=
] 88.50-80.50+
o] 100.50-101.50+
g 177.50-178. 50+
1 178.50-179.50+
o 2755027650 NS
i VAlda
40
20 16.17
1 1571
] 495 643 721 831 89 1038 1150 1201 1393 14.95 \ 1648
L R R A L L R R L MO L ] R LA R ha Al Rl L LA B Ml Ll RS L) R RNl aaal A LAY LS Aaad) SR LAl et
) 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Timre (min)
El MS
O
(0]

NA14-e#1396 RT. 1632 AV: 1 N= 241E6

T. +cFul s [40.00-550.00] Q
1 17806 O O

Chemical Formula: C1gH,03
Exact Mass: 276,08
Molecular Weight: 276,29

Nahled do databaze NIST

8.8.%.8.8.3. .8 8.8

101
g 101.16 15213 2758
{1 7618 ‘ 13514 ‘ ‘H 2> ‘ 32691 40496 42890
1 i “l ; NH‘ \H‘ N \‘H. g u“.\-‘“ M‘H [T 1‘ ) “\ “H I H‘ s 2‘48"92\“\\ S ‘h ?"1?%.‘ M‘Hi\u “u.haﬁfq‘)u T, ‘i‘.‘ \H‘ - ‘i‘-‘ : ‘?51‘(1‘3 . ‘50‘25‘13 ‘52‘8% ‘
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

mz
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Priklad 15.

Hmotnostni spektrum benzofenonu s monoizotopickou hmotnosti 182,07.
Pristroj: Trace GC ULTRA — ITQ 1100 GC/MS (ITQ, Thermo Scientific)

loniza¢ni technika: El
GC chromatogram

RT: 000-18.04
1277

a

Relative Abundance

1802

N= 1.87E7
TIC M5B NVA20a

,9.0.8.8.8.883888038888838858

428 579 684 751 885 8% 1048 1170
1277 NL: 1.50E7
mz=
49.50-50.50+
50.50-51.50+
76.50-77.50+
104.50-105.50+
180.50-181.50+
181.50-18250 M
NA2Oa
404 448 603 748 914 1002 1097 11.74 ‘L‘BQB 14.33 16.82 17.82
L R B L L L R L L ey Ly L L Ll Rl L L L R L L Ay L L ) R LR AL LA LAY A BRI LA
2 4 6 8 10 12 14 16 18
Time (min)
El MS
NA0< #9687 RT: 1277 AV: 1 SB: 20 12701286 N 37956 o
T: +cFul s [40.00-550,00]
10505
o o150
%5
0 Chemical Formula: C43H100
851 Exact Mass: 182,07
g Molecular Weight: 182,22
807 9
755
707
E 7712
o
507
¢
® 45;
3 o
357
o
25 5112
207
157
105 15211
5 | 76217813
ER ‘\‘H‘Szﬂg‘ 12614 ‘\h‘ .|, 20701 2489 28204 32695 3ARP 40591 45100 479.80 52863
L A A s N S I S ) B ) N B O N EO B B B
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
mz
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Priklad 16.

Hmotnostni spektrum benzoinu s monoizotopickou hmotnosti 212,08.
Pristroj: Trace GC ULTRA — ITQ 1100 GC/MS (ITQ, Thermo Scientific)
lonizacni technika: El

GC chromatogram

RT: 0.00-18.00
13.80 N 1.22E7
TIC MSNVA21-a

=

L2.8.888883888c3888883868

Relative Abundance

552 640 784 885 895 1048 1169 1213

13.80 N_: 1.00E7

mz=

50.50-51.50+
76.50-77.50+
78.50-79.50+
104.50-105.50+
105.50-106.50+
106.50-107.50 M5
NA21-a

13.71 L4:B 1545 1781
T AN B U

411 538 602 803 84 1002 11.24 11.77
A A ) N A A AR A MM AR A LM UMMM AR MRS LA T ]

2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tirre (rin)

El MS
NVA21-641103 RT: 1379 AV: 1 SB: 31 1367-1393 N 30566
T +cFul s [40.00-550.00] oH
1005 10602 O
o
907 o)
857 Chemical Formula: C4H120, N&hled do databaze NIST
a}i Exact Mass: 212,08
7&§ Molecular Weight: 212,25
709 7711
65
§ =
50
2 4
- IE
B o
o
257
2075112 Mt i viditelny
= neni viditelny
0.
5 16501 1989
o il | 11510 JOOM1 TR 22108 26695 20496 34791 37291 3073 467.90 409L2 53981
T I L L L L D L L L L L L L L L L L L L L L L L L
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
mz
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Priklad 17.

Hmotnostni spektrum benzo[b]thiofen-1,1-dioxidu s monoizotopickou hmotnosti 166,01.
Pristroj: Trace GC ULTRA — ITQ 1100 GC/MS (ITQ, Thermo Scientific)

lonizacni technika: El

GC chromatogram

RT: 000- 1801
1800 NL:
1007 17,69 51766
: TIC MSDSa
807
¢ 4]
g 1
20
. 428 597 674 815 _
1263 NL:
1007 21566
] =
a0 108.50-109.50+
] 136.50-137.50+
] 137.50-138 50+
&0 165.50-166.50
f VSDSa
40
20
§ 537 617 684 7.98 895 1029 1128 11.80 1316 1380 1667 1782
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T | 1 T T I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tirre (rvir)
El MS

DSc#9%64 RT 1263 AV: 1 SB: 18 12571272 N 821E5
T: +cFul s [40.00-550.00]

1 19696 9,0

&
Y
Chemical Formula: CgHgO,S

Exact Mass: 166,01
Molecular Weight: 166,19

Nahled do databaze NIST

K{II

8.8.%.8.8,.3 .8 8.8

109.01 o
16588
] 8014
10-| 5008
. ‘\ H\Hm‘”\ . ‘ wll ‘\ I} 19805 22300 25297 31495 341.91 38687 404 42088 49270 53507
L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L e L
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
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Priklad 18.

Hmotnostni spektrum 7-hydroxy-4-methyl-2H-chromen-2-onu s monoizotopickou
hmotnosti 176,05.

Pristroj: Trace GC ULTRA — ITQ 1100 GC/MS (ITQ, Thermo Scientific)

lonizacni technika: El

El MS
VA #1238 RT: 1492 AV: 1 SB: 70 14731534 N= 3.1564
T: +cFul s [40.00-550.00] (@) (0] OH
1005 14805
3 A
%
g&g 17600 Chemical Formula: C1gHgO3
85; ’ Exact Mass: 176,05
80 Molecular Weight: 176,17
e
.
651
@ &
g o
[} i
B 55
3 ]
< 504
[T
2 457
o ]
@
35
= 1.1
0]
157 11907
10 &5
55113 | 77
€ \‘\ \MHM L., H \ \‘\ T ﬁm 23‘\1\97\3\501 X095 33096 3699‘\‘3?\5?74(?%4\319\1461% 4\%\)89 5\123454090
il 1l Il il \ \ Al o T H 1, . " \ ] I Il . wloulbog, )y 1l
et P T e e e e e e s e e e e e e e e e ey
m 1(1) 150 200 250 300 350 400 450 500 50

mz

Priklad 19.

Hmotnostni spektrum aminokyseliny Argininu s monoizotopickou hmotnosti 174,11.

Pristroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)
loniza¢ni technika: ESI, pozitivni méd

[W+MS2 (175.11) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Arginine-HCI poz 175 MT100_IntProduct_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 1.566 cp.

1566 NH 752

o i
1.4e64
HoN HMOH

1.3e6 NH2

1.2¢6- Chemical Formula: CgH14N4O>
Exact Mass: 174,11
Molecular Weight: 174,20

1.1e6

1.0e6

9.0e5

8.0e5

7.0e5

Intensity, cps

6.0e5

5.0e5

4.0e5

116.2

3.0e5

2.0e5

130.0 158.0

]
)

1.0e5
00 4 1328 140.2441.0 157,

?

100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175
m/z, Da

18
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Priklad 20.

Hmotnostni spektrum 11-Keto-B-boswellic acid s monoizotopickou hmotnosti 470,34.

Pristroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)
loniza¢ni technika: ESI, negativni mod

B .MS2 (469.09) CE (-50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of 11-keto-b-BSWA neg from100_InitProduct_Neg.wiff (Turbo Spray)
8.9e6 -
8.5e6 :
8.0e6
7.5e6
7.0e6
6.56

6.0e6

5.566 ] .
o Chemical Formula: C3gHy604

5.0¢6 Exact Mass: 470,34

Molecular Weight: 470,69
4.5¢6

Intensity, cps

4.0e6 1
3.5e6 1
3.0e6 1
2.5e6
2.0e6 391.0
1.5e6
1.0e61 407.2
5.0e5

0.0 T T Y

376.0
197.2 231.0 269.0 2812  303.0.308.8 339.0.3530.3532 "\ 3H3041 42324350 4510

Max. 8.9e6 cps.

469.0-

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
m/z, Da

460

loniza¢ni technika: ESI, pozitivni méd

W +MS2 (471.31) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of 11-keto-b-BSWA poz from100_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray)

1.20e6

1.15e6 4
1.10e6 4
1.05e6
1.00e6
9.50e5
9.00e5
8.50e5
8.00e5
7.50e5
7.00e5
6.50e5
6.00e5
5.50e5
5.00e54105.2
4.50e5

Intensity, cps

4.00e5
3.50e5
3.00e5 265.2
2.50e5
2.00e5
1.50e5

1.00e5

69.2

87.2

5.00e4 | b g 2 i) 50_3/25 83.0.2

Max. 1.2e6 cps.

471.2

0.00p s AN ATTTRIN oo PN ‘ ' 1 ‘
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

m/z, Da

2972 3332 4072 4530
| 288 10 3503604 | 394 ) arrg 4

460

60




Priklad 21.

Hmotnostni spektrum 3-Acetyl-11-keto-B-boswellic acid s monoizotopickou hmotnosti
512,35.

Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

loniza¢ni technika: ESI, negativni mod

W -MS2 (511.13) CE (-50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of 3Ac-11-keto-b-BSWA neg from100_InitProduct_Neg.wiff (Turbo Spr... Max. 1.0e7 cp$.

1.0e7 511.0<

9.5e6
9.0e64
8.5e6
8.0e64 )'L

7,506 o
7.0e6

6.5e6

6.0¢61 Chemical Formula: C3,H4g05
5506 Exact Mass: 512,35
5.066] Molecular Weight: 512,73

4.5e6

Intensity, cps

4.0e6

3.5e6

3.0e6

2.5e6

2.0e6

1.5€6

1.0e6

5.0e5

0.0 T T T 4512

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
m/z, Da

lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

B +MS2 (513.29) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of 3Ac-11-keto-b-BSWA poz from100_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spr... Max. 2.4e6 cps.
119.2
2.4e6
2.3e6
2.2e6+
2.1e6
2.0e6
1.9e6
1.8¢6- 513.2
1.7e6+
1.6e6+ 1212
1.5e6+
14061072
1.3e6+
1.266+

135.2

145.p

Intensity, cps

1.1e6- {§9.2
1.06- 134b
9.0e5- 1152
8.0e5+

7.0e5
6.0e5
5.0e5

2330 269.2 307.2
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Priklad 22.

Hmotnostni spektrum Clenbuterolu s monoizotopickou hmotnosti 276,08.
Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

B +MS2 (276.80) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of CLE 277 poz MT100_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 2.7e7 cp$.
2.7¢7 132.2 203.2 OH H
2,667 Cl N \K
2.4e74
€ HoN
2.2e74 cl
Chemical Formula: C4,H4gCIoN,O
2.0e7+ Exact Mass: 276,08
Molecular Weight: 277,19
1.8e7+
168.2
1.6e7
@
g
= 1.4e7-
£
2
2
£ 1.2e74
140.2
1.0e74 104.2 b
! 16
259.2
8.0e6
277.2
6.0e64
4.0e6
195.2
3.2 151.2
2.0e6 116.2 1862
113.2 127.2 41.2 532 1612 174.2
02[2 - - 2211
04 ‘ ‘ Y ‘ At LA <102 ‘ A ; : ‘ : :
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
m/z, Da

Priklad 23.

Hmotnostni spektrum Denatonium benzoatu s monoizotopickou hmotnosti 325,25.
PFistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

[ +MS2 (325.15) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Denatonium_InitProduct_Pos.wilf (Turbo Spray) Max. 2.66 cp$.

91.2
2.6e6

0]

2.4e6-1 H Q o
N
o

2.0e6+
Chemical Formula: CpqHpgN,O*
1.8¢6 Exact Mass: 325,23

Molecular Weight: 325,48
1.6e6-

1.4e6
814
1.2e6+

Intensity, cps

1.0e6

8.0e5

6.0e5

325.2

4.0e5

2.0e5

0.0 sﬂL 1088 1122 1178 132.2 1482 1600 205.2
9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 200 300 310 320 33
m/z, Da
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Priklad 24.

Hmotnostni spektrum Bilobalidu s monoizotopickou hmotnosti 326,10.
Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

loniza¢ni technika: ESI, negativni mod

B .MS2 (325.10) CE (-50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Bilobalid_InitProduct_Neg.wiff (Turbo Spray) Max. 5.6e4 cps.
325.2
5.5e4

5.0e4 163.0

4.5e4

4041 Chemical Formula: C15H1gOs

Exact Mass: 326,10
3504 Molecular Weight: 326,30

3.0e4

Intensity, cps

2.5e4

2.0e4+

1.5e4+

1.0e4- 106.0

192.8 251.2

5000.0

1.0 |[197.2 207.2

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
m/z, Da

Priklad 25.

Hmotnostni spektrum Chrysinu s monoizotopickou hmotnosti 254,06.
Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, negativni mod

W _VS2 (252.86) CE (-50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Chrysin_initProduct_Neg.wiff (Turbo Spray) Max. 1.6e6 cps.

1,606 2530

1.5e6

1.4e6

1.3e6

1.2e6+

1.1e6+ )
Chemical Formula: C15H19O04

1.066 Exact Mass: 254,06

9.0e5 Molecular Weight: 254,24

8.0e5

Intensity, cps

7.0e5+
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4.0e5
3.0e5+

2085163.0 5.0

1.0e5+ 143.0
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119.0 _145.2

ool 770790 892 920000 AT 40 1390}1;1 . 18501608 ;g 1808 1852 497, 2252
14 70 80 90 100 110 120 130 140 150 _ 160 170 _ 180 150 200 ~ 210 220 230 240 250

m/z, Da
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Priklad 26.

Hmotnostni spektrum Sanguinarinu s monoizotopickou hmotnosti 332,09.
Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

B +MS2 (332.08) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Sanguinarine poz_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 2.0e6 cps.
2,066 3320

1.9e6
1.8e6

1.7e6+

1.6e6

1566 Chemical Formula: CoH14NO4*
Exact Mass: 332,09

Molecular Weight: 332,33

1.4e6+

1.3e6

1.266

1.1e6+

1.0e6+

Intensity, cps

9.0e5
8.0e5
7.0e5
6.0e51
5.0e5

4.0e5

3.0e54 274.2

2,065+ 246.2 304.2 317.2

2442

1.0e54 302. 330
230.2_232.0 7.2 2592 2612 52 -
ook 220 AR 218243 w72 PafS 2m2z, 272,288 3008, a0,
220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 205 300 305 310 315 320 325 330 335
m/z, Da

Priklad 27.

Hmotnostni spektrum Chelerytrinu s monoizotopickou hmotnosti 348,38.
Pistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni mod

W +iS2 (348.12) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Chelerytrine poz_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 5.6e6 cps.
348.0
5.5¢6]
0 \
C ON= OCHs
5.006-| (0]
4.5e6
Chemical Formula: C1HgNO4*
4,066 Exact Mass: 348,12
Molecular Weight: 348,38

3.5e6
«
S 3.0e6-
=
‘»
2
g
£ 2566

332.0
2.0e6
290.2
304.2
1.5e6
3p3.0
1.0e6 318.0
5.0e5 316.0 330.0
315.04,
287.2288.0 ol o 302.
0.0p 2842 301.0. 305.2 <
280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350

m/z, Da
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Priklad 28.

Hmotnostni spektrum Gentamycinu C; s monoizotopickou hmotnosti 477,32.
Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

B +MS2 (478.28) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Gentamicin C1_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray)

5.9e4 8224

5.5e4

5.0e4

4.5e4

4.0e4

3.5e4

3.0e4

Intensity, cps

2.5e4
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1.5e4 02.2

1.0e4+

5000.0 319.4

336.4 3442

Max. 5.9e4 cps.

0 H,N
(o]

HO NHCH;
HoN NH;

Chemical Formula: Cy1H43N50;
Exact Mass: 477,32
Molecular Weight: 477,60

OH

HaCHN

4784

461.0

0.0 T T T T T T T
300 310 320 330 340 350 360 370

380

3% 400 410 420 430 440 450 460 470 480
m/z, Da

Priklad 29.

Hmotnostni spektrum Gentamycinu C; s monoizotopickou hmotnosti 463,30.
Pistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni mod

322.0
1.00e57

9.50e4

9.00e4

8.50e4

8.00e4

7.50e4

7.00e4

6.50e4

6.00e4

5.50e4

5.00e4

Intensity, cps

4.50e4

4.00e4

3.50e4

3.00e4

2.50e4

2.00e4

1.50e4

1.00e4

5000.00

305.0 330.0

W +MS2 (464.29) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Gentamicin C2_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray)

Max. 1.0e5 cps.

o H,N
o
HO NH,
HO oﬁo
HoN NH,

Chemical Formula: CpoH4¢1N507
Exact Mass: 463,30
Molecular Weight: 463,58

OH

H3CHN

347.0
n T

0.00] ¥ T T T
300 310 320 330 340 350 360 370

m/z, Da
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Priklad 30.

Hmotnostni spektrum Lovastatinu s monoizotopickou hmotnosti 404,26.
Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

B +MS2 (405.36) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Lovastatin_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray)

1866 199.0

1.8e6
1.7e6
1.6e6
1.5e6
1.4e6 173.2
1.3e6 1282
1.2e6
1.1e6
1.0e6

105.2
9.0e5

Intensity, cps

8.0e5

7.0e5

6.0e5

5.0e5

4.0e5

3.0e5

225.;

2.0e5

120

m/z, Da

Max. 1.8e6 cps.

Chemical Formula: Cy4H3¢05
Exact Mass: 404,26
Molecular Weight: 404,55

300 320 340 360 380 400

Priklad 31.

Hmotnostni spektrum Meldonia s monoizotopickou hmotnosti 146,11.
Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni mod

58.2
1.25e6

1.20e6
1.15e6
1.10e6
1.05e6
1.00e6
9.50e5
9.00e5
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8.00e5
7.50e5
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6.00e5
5.50e5
5.00e5
4.50e5
4.00e57
3.50e5
3.00e5
2.50e5
2.00e5
1.50e5
1.00e5
5.00e4

Intensity, cps

42.2

W +\IS2 (147.14) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Meldonium_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray)

Max. 1.3e6 cps.

Chemical Formula: CgH44N,0,
Exact Mass: 146,11
Molecular Weight: 146,19
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Priklad 32.

Hmotnostni spektrum Sulforafanu s monoizotopickou hmotnosti 177,03.
Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)
lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

B +MS2 (178.09) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Sulforaphane poz_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray)

3.2e6

3.0e6
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2.4e6
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Chemical Formula: CgH44NOS,
Exact Mass: 177,03
Molecular Weight: 177,28

114.2
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0.0
51

52.8) 50.0,53-
60

o

70

80

758 81.2 852 89.0.906 980 1032 1150 11§ 144.2

90 100 110 120 130 140 150 160 170
m/z, Da

180

Priklad 33.

Hmotnostni spektrum Glukorafaninu s monoizotopickou hmotnosti 436,04.
PFistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)
lonizacni technika: ESI, negativni mod

W _\IS2 (435.87) CE (-50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Glucoraphanin neg_InitProduct_Neg.wiff (Turbo Spray)
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Chemical Formula: C4,H2oNO4(S3
Exact Mass: 436,04
Molecular Weight: 436,49
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Priklad 34.

Hmotnostni spektrum Solaninu s monoizotopickou hmotnosti 868,50.
Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

B +MS2 (868.41) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Solanine_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 1.6e5 cps.

398.4
1.6e5+ H :
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Q
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HO OH
OH OH
OH o OH
Chemical Formula: C45H73NO15

Exact Mass: 867,50
Molecular Weight: 868,07
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Priklad 35.

Hmotnostni spektrum Silibininu s monoizotopickou hmotnosti 482,12.
PFistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, negativni mod

W _\IS2 (480.88) CE (-50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Silibinin MS_InitProduct_Neg.wiff (Turbo Spray)

Max. 2.4€6 cps.
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Chemical Formula: Cp5H2,014¢
Exact Mass: 482,12
Molecular Weight: 482,44
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Priklad 36.

Hmotnostni spektrum Oseltamiviru s monoizotopickou hmotnosti 312,20.

Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)
lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

B +Q3: 10 MCA scans from Sample 1 (Oseltamivir) of Oseltamivir.wiff (Turbo Spray)

166.8
1.9e7+

1.8e7+
1.7e7
1.6e7+
1.5e7+
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1.0e7

9.0e6
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6.0e6 225.8
5.0e6
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3.0e6+
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2.0e6- (-7

296.9

W O | K05
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1.0e6+

18] 228,

347.9

329.7
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4.0
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Max. 1.9e7 cps.

Chemical Formula: C1gHpgN204
Exact Mass: 312,20
Molecular Weight: 312,41
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Priklad 37.

Hmotnostni spektrum Testosteronu s monoizotopickou hmotnosti 288,21.

Pristroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)
lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

B +MS2 (289.21) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Testosterone_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray)

3.3e6
3.2e6

3.0e6
2.8e6-
2.6e6
2.4e6-
2.2e6
2.0e6-
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1.6e6

Intensity, cps

1.4e6+
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E)’J\A\ A 238.2

243.6.245.0

253.0

Max. 3.3e6 cps.

Chemical Formula: C4gH,50,
Exact Mass: 288,21
Molecular Weight: 288,43
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Priklad 38.

Hmotnostni spektrum Boldenonu s monoizotopickou hmotnosti 286,19.

Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)
lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

B +MS2 (287.15) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Boldenone_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray)

1.4e5+
1.3e5
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1.0e5
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Chemical Formula: C4gH260,
Exact Mass: 286,19
Molecular Weight: 286,41
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Priklad 39.

Hmotnostni spektrum Terbinafinu s monoizotopickou hmotnosti 291,20.

PFistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)
loniza¢ni technika: ESI, pozitivni méd

W +\IS2 (292.14) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (T ) of Terbinafine_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray)
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Chemical Formula: Coq1HasN
Exact Mass: 291,20
Molecular Weight: 291,44
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Priklad 40.

Hmotnostni spektrum Tymochinonu s monoizotopickou hmotnosti 166,08.
Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

B +MS2 (165.13) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Thymoguinone poz LT100_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 8.7e5 cps.

8.7¢5 137.2
8.5e5
o

8.0e5
7.5e5

7.0e54
(0]

Chemical Formula: C1gH;,0,

6.0e5] Exact Mass: 164,08

5.5e5 Molecular Weight: 164,20

6.5e5

5.0e5

4.5e5

Intensity, cps

4.0e5

3.5e5

3.0e5 165.0

2.5e5

2.0e5

1.5e5+
77.0

1.0e5+

5004912

65.0

81.2

91.2

109.2

124.0

780,
69.2
550  g32 A 8 /) o 950103.%7\.0\ M 131.0 -
A 295, ﬁJl 1152 1192 AH2s.0. I\q 2 1502
0.0 A ‘ ,J\/\,ﬁﬁ 730742 832 89 9, R2R 280 [, 135k 150

1448 "%

50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 11‘80 11‘t5 150 155 160 165 171
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Priklad 41.

Hmotnostni spektrum Sibutraminu s monoizotopickou hmotnosti 279,18.
Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni mod

LIRS (280.14) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Sibutramin 1_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 8.7e6 cps.
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Chemical Formula: C47H26CIN
Exact Mass: 279,18
Molecular Weight: 279,85

280.0

130

140

150 160 170

180

200

m/z, Da

220

230

250 260 270 260

71




Priklad 42.

Hmotnostni spektrum Ciprofloxacinu s monoizotopickou hmotnosti 331,13.
Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

B +MS2 (332.13) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Ciprofloxacin_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray)

231.0
2.1e74

2.0e74
1.9e7+
1.8e7+
1.7e74
1.6e7+
1.5e7+
1.4e7+
1.3e7+
1.2e7+
1.1e7+

1.0e7

Intensity, cps

9.0e6
8.066 2450
7.0e6|
6.0¢6 |
5.0¢6 203.2
4.0e6-|
3.0e6 1882 20l4.0
2.0e6 | 1602 605 1750

012 2172
1.0e656.94 16 20p2| 215

69.2- 139\ 1532 185 199. 227.02200 105 2432
0.0

HN.

Chemical Formula: C47H4gFN3O3
Exact Mass: 331,13
Molecular Weight: 331,35

268.0

2532 257.0 27#)273.2

Max. 2.1e7 cps.

% 332.0

288.0

294.0
286/7
L J\ 3118

150 160 170 180 190 200 210 220 280 240
m/z, Da

250 260 270

280 280 300 30 30 330

Priklad 43.

Hmotnostni spektrum Diosgeninu s monoizotopickou hmotnosti 414,31.
PFistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni mod

W +MS2 (415.28) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Diosgenin poz_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray)

5.3e5

5.0e5

4.5e5

4.0e5

2534
3.5e5
157.2

3.0e5

2.5e5- 1054

Intensity, cps

2.0e5

1.5€5+

1.0e5+

5.0e4

271.2

2834

HO

Max. 5.3e5 cps.

Chemical Formula: Cp7H4,03
Exact Mass: 414,31
Molecular Weight: 414,63

4152

4| 256.0
T
260
m/z, Da

0.0k

280 300

3796 3976
320 340 360 380 400 420
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Priklad 44.

Hmotnostni spektrum Hekogeninu s monoizotopickou hmotnosti 430,31.
Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

B +MS2 (431.34) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Hecogenin poz_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 4.0e5 cps.

299.4
4.0e5

3.8e5
3.6e5
3.4e5

3,265 HO
3,065+

431.4

Chemical Formula: Co7H4204
Exact Mass: 430,31

2657105 5 Molecular Weight: 430,63
2.4e54

2.8e5

1332
2,251
2.0e5-] 1734
1.8e51
1605 170 187.4

Intensity, cps

1.4e5+ 1192 1454 4599 2812 317.2 395.4
- 4134
1.2e54 1312

1.0e5 1p1.2 54 1p1.2
43.2 1714 g5l

5,2

8.0e4
14 13

t
6.0e4
4.0e4
0.
2.0e4 | ‘

filfa

2152

149

18 199.4

‘” P /19 p 211 2252 2414 2592

269.0
23900 874 3054

2340434 | s, 3774
’UW\'I ”'M LUI u”\l JE ke Lo, 2 SHtaso 1, .

120 140 160 180 280 300 320 340 360 380 400 420
m/z Da

! 141
'i\

0.0pte
100

Priklad 45.

Hmotnostni spektrum Ruskogeninu s monoizotopickou hmotnosti 430,31.
Pfistroj: 3200 QTRAP LC-MS/MS (QTRAP, AB Sciex)

lonizacni technika: ESI, pozitivni mod

W +MS2 (431.35) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (T ) of 1 poz_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 2.6e5 cps.

287.2
2.5e5

2.4e5+
2.3e54
2.2e54
2.1e5

2.0e5 HO
1.9e5+

1.8¢5-] Chemical Formula: Cy7H4,04
1.7e51 Exact Mass: 430,31
1.6e5-| Molecular Weight: 430,63
1,565

1,457
1.3e54 212 1392 2512

1.2e5
1.1e5
1.0e5
9.0e4-|
8.0e4-
7.0e4-
6.0e4-
5.0e4-
4.0e4+
3.0e4-
2.0e4+
1.0e4+

0.0M

Intensity, cps

105.2 157.4

28141 2994

253.0 377.8 395.6

260 280 300 320 340 360 380 400 420
m/z, Da
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Piklad 46.%°

Hmotnostni spektrum T3P s monoizotopickou hmotnosti 318,06.
Ptistroj: HPLC 1100 Series LCMS D lon Trap (IT, Agilent)

lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

\ntensr 5 +MS, 0.5min #16
X100

Chemical Formula: CgH,,0gP3

" 2130 Exact Mass: 318,06

2810 Molecular Weight: 318,18

[M+H]"

M+H,O+H] "
319./ [ ) ]

0 160 L %1
l l‘l s L L ! | ol n

W L o e e B e L e e I R e
100 t40 0 20 300 350 0 450 500 550 miz

Priklad 47.

Hmotnostni spektrum Flufenazin-dekanoatu s monoizotopickou hmotnosti 591,31.
Ptistroj: HPLC 1100 Series LCMS D lon Trap (IT, Agilent)

lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

Intens. | +MS2(592.7), 35.2min #1927

7
x10 7 325.4 K\N/\/OT(\/\/\/\/

fragment 1 (\/ o

1.254

Chemical Formula: C3oHg4F3N30,S
Exact Mass: 591,31
Molecular Weight: 591,78

1.00 4

0.75

: IM+H]
1 fragment 2 2973 /

0.50 4
g 199.2

1 420.3
0.254

250.1
230 0 J 280 0 373.2

| Ll
T —r 7 ———
100 200 300 400 500 600 700 800 miz

0.00

Flufenazin dekanoat je neuroleptikum s dlouhodobym ucdinkem (depotni forma) pouzivané
v lé¢bé psychdz a hlavné schizofrenie. Latka byla naméfena s pouZzitim ESI v pozitivnim
modu, z eho? lze oéekdvat pFitomnost [M+H]" kvazimolekulového iontu. Fragmentaéni
spektrum MS? na obréazku vyjadfuje pFitomnost fragment( 199,2 a 325,4, které patfi .

/\/NJTV W\/W

L

1
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Pfiklad 48."

Hmotnostni spektrum s vysokym rozliSenim latky se sumarnim vzorcem CgoH22FssN4S; a

. . , CgF
monoizotopickou hmotnosti 2154,02001. o
s
Ptistroj: Impact Il (Q-TOF, Bruker Daltonics, Brémy, Némecko) )L QC .
817
lonizacni technika: ESI, pozitivni méd CeFs
T 7
("
CgF17
Intens. +MS, 0.2-0.8min #20-99
X106 e CgF17
1 o wel
®
NH; “NH CoF17
N NH.__NH CoF17
34 b T
SE ]
2] CgF17
+
[M+H]
b < © 2 © oS ?
0 k:fJ“IVA'I"xT"T"I""x"T'x"'1'x'"'x""x""x""x"
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 mz
Po zvétseni v oblasti 1 700 — 2 600.
Intens. + S, 0.2-0.8min #20-99
g [M+H]
60004 E/
4000
2000
0 .h..l LAL k. A k 1 "™ Mk‘ A b — ™~ A i\
1700 1800 1800 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600 w2
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lonizac¢ni technika: ESI, negativni mod

‘"fsnsé; - -MS, 0.1-0.9min #11-109)
x10 g B CgF17
6] “ S g S
8 ¢ o S
o =3 %\
& g
5] _ € N NH CgF 17
§ S
8 2 NH NH CgFq7
A § g bl
=
& S
- _
2
2 5 5 [M-H] CeF
2 P 817
© 2 28 3
8 2 3 ©
& ks = s
2] =53 = e} "] ©
3 B g 2 3 =
S5 PP @ T = o
23R 2% 3 3 < 2
a3 8- - s g S o ~ b o
1 e 85 I8 3 ® wo9B S 2 @ £ g g 8
1 s g > Bl 2 = 3 < 3 3 2 =1
2 33 e = ER a1 8 S = < & 3
o X 00s 2 3549 = b 2 2 S
e ¥ 8 < LRI © < S Q
8 IR 1 1 < S S
ol o TPV pakpul Ll i, " poitlig Ly N | . N " .
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500  miz
v, v . .
Po zvétSeni v oblasti 1 700 — 2 600.
Intens.
MS, 0.1-0.9min #11-109
x104 | e _
<
3 [M-H]
S
1.04
0.84
064
04 S
) 3 ° 3 g
g g o s 8 <
e s 8 P g 3
02 2 8 22 8 9 I 22 IS 5 28
5 § 538 8 3 5 5 & 5%
] > & 4 ] s < S
g \ g 3858 e 1 A
00-Laey N i N M' Lk N — WY Mk
1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600 mz

Priklad 49.

Hmotnostni spektrum Polymyxinu B; s monoizotopickou hmotnosti 1202,75.
Ptistroj: HPLC 1100 Series LCMS D lon Trap (IT, Agilent)

lonizacni technika: ESI, pozitivni méd

Polymyxin B4 Hy

=)
)

o O
H
N@J\ NH
- NI {(S)
H

[M+H]* = 1203,8
[M+2H]?* = 602,4 NH>
Chemical Formula: 056H98N16013
Exact Mass: 1202,75
Molecular Weight: 1203,50
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ESI MS

| - HVB 36min#148
i 6025

g [M+2H]%*

/

[M+H]"

178645 645

lll { || I | |
gln “IID 12|(I) mz

ESI MS? — prekurzorovy ion 602,5

|"‘532' HVIR2(@02.7), 36min #149
" : 586

5_
] 5825

7635

2411
21

Tl Tl .wm“ﬁr“l L

' ' - 1 1 T T
200 1000 1200 mz
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Pfiklad 50.*

Hmotnostni spektrum produktd reduktivni aminace N-acetylglukosaminu s (2-amino-
ethyl)trimethylammonium-chloridem s monoizotop. hmotnostmi 308,22, 310,22 a 290,21.

Ptistroj: Agilent 7100 CE System + maXis II™ (QTOF, Bruker)
loniza¢ni technika: ESI, pozitivni méd

CE/ESI MS elektroferogram

OH
HO OH
H
8.0x10° — (B) HO N N\/\@/
miz 290.2 o /N\
5
i, R * Chemical Formula; Cy3HaoNaOs"
E Exact Mass: 308,22
£ 4ox10° ] Molecular Weight: 308,40
©
5 OH
»  2.0x10°
HO OH
miz 308.2 Ho H
0.0 Lok NH — “N\@_
T T T N 1 18 N
0 5 10 15 20 OZQ I\
” Time [min]
1.0x10" Chemical Formula: Cq3HzgN30,4'80*
* miz 290.2 (C) Exact Mass: 310,22
8.0x10° - Molecular Weight: 310,40
=
2 6.0x10° -
3
=
T 4.0x10° HO OH
.u':_;’ HO \
2.0x10° - Ny
miz 310.2 T \/®\N/
/AR
0.0 f—0uvr =7 T N |
0 5 10 15 20 Chemical Formula: Cq3H2gN304*
Time [min] Exact Mass: 290,21
Molecular Weight: 290,38
ESI MS
|nte1”035- i +MS, 12.2-12.2min #730-733, Background Subtracted
%1051
1.50 OH
1 308.2318
] HO OH
HO H
1.25 —_ NH R \/\(;\])/
] Ojﬁ /N
1.00
00 i Chemical Formula: C13H3gN305"
] Exact Mass: 308,22
0.75 ] Molecular Weight: 308,40
0.50
0.25
1 418.2613
000_- “ﬂn :L_A. ;.n.l_mx...u' r . r Y ¥ .
200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z
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|nte1n035-_' +MS, 11.6-11.7min #699-704, Background Subtracted
X
] OH
1 290.2206 OH
>°7 Hot\
] HO
: ™o
2.0 ] /N
] Chemical Formula: C43H,gN304"
1.5 Exact Mass: 290,21
4 Molecular Weight: 290,38
1.0
0.5
] 445.1477
0.0 WY 'mlﬂlnl .\ — . . : , . , . , . .
200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z

Pfiklad 51."

Hmotnostni spektrum produktd reduktivni aminace N-acetylglukosaminu s kyselinou
2-aminobenzoovou s monoizotopickou hmotnosti 342,14.

Ptistroj: Agilent 7100 CE System + maXis [I™ (QTOF, Bruker)

loniza¢ni technika: ESI, negativni mod

CE/ESI MS elektroferogram

Intens._|
x105
251 BPE
201  EIE-m/z3412
15
1.0
0.51" \
0 5 10 15 20 25 30 Time [min]
ESI MS
Intens. | -MS, 28.2-28.5min #1693-1712, Background Subtracted
x105 1
1 OH
1.28 1 341.1453
1 ' _ HO OH O\ oH
1.00 NH .
] o:<
0.75 Chemical Formula: C15H2oN,07
- Exact Mass: 342,14
] Molecular Weight: 342,35
0.50
0.25]
o.oolu-m—ﬂdm“‘;“‘ ’ . . ; . ; . . , . '
200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z
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Priklad 52.

Hmotnostni spektrum kalibra¢ni smési peptida:

Angiotensin Il s monoizotopickou hmotnosti 1046,2-> @,
Angiotensin | s monoizotopickou hmotnosti 1296,5- 2,
Neurotensin s monoizotopickou hmotnosti 1672,9-> ),

ACTH [1-17] fragment s monoizotopickou hmotnosti 2093,5-> ¢,
ACTH [18-39] fragment s monoizotopickou hmotnosti 2465,7-> @.
Pristroj: AB SciEX 4700 MALDI (TOF/TOF, AB Sciex)

loniza¢ni technika: MALDI, pozitivni méd, rTOF

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu /\NH

2
@ Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe @\OjOH @\/\z«

NH
OHo/ OHO/
NB\WNﬁ J:?/ NB\(Nﬁ I
LNH LNH
Chemical Formula: CsgH71N¢304, Chemical Formula: CgoHggN17014
Exact Mass: 1045,53 Exact Mass: 1295,68
Molecular Weight: 1046,20 Molecular Weight: 1296,50
HO,
Glp-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-lle-Leu HO, o)
3 o HN
NH
R
HN—,
NH 0 g
HENJ( o © N >
OH N
o N H
HN
Ho9 o9 N2 @ N
o N N\)LN N\)LN N\)LN { HN
oo W/H o LM o ¢ Q
O~ "OH \
NH,
Chemical Formula: C7gH121N21O29
Exact Mass: 1671,91
Molecular Weight: 1672,95
Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg
4 NH,
HNYNHQ
[e]
NH
N=\ H O
NH N N, H O
v e b0 O-NH Hﬂof NTN AN
\)L N\)J\ N\)L N\)L < H [¢] OH
S H S H H
o [e] o
~NH HN
HoN
HO o HaNTSNH
NH,

Chemical Formula: CgsH145N290238
Exact Mass: 2092,08
Molecular Weight: 2093,44
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Arg-Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe

6] /jNH
o o Os_OH o/@_@
OH O<_N
o NH2 O o gH o o o j/
H H H
N\)L N\)L N N\)'L N\)L ",
N N 7 ON 7 ON 7N ONT
N_g& O H o > H o 3 "o = H o = H
Uy L By
/g/Hz‘ HO™ 0 07 “OH
Oy NH ©
o S NH; Chemical Formula: Cq42H165N270
NH 0 N—NH 112M165N27036
)k B Exact Mass: 2464,19
H,N NN\A)L"D Molecular Weight: 2465,70
H
NH,
4700 Reflector Spec #1 MC=>AdvB C(50,05,0.1)=>BC[BP=1296.7,17545]
w
©
(=]
©
e S
1007 -~ o
< 1.8E+4
901 < 2
2 ®
801 @ 2 2 L
© @ + + -+
s 4 M+H + [M+H] M+H
> 607
>
@ 501
= P i
401 3 Q
] ©
301 S =
o jo o~
201 > 5
© I~
(e o) -
104 3 P
0 aad ) . | N ‘J‘_ v | P " ¥ T i N
799 1195 1591 1987 2383 2779
Mass (m/z)
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Priklad 53.
MS/MS (fragmentace) peptidu ACTH [18-39] fragment s monoizotopickou hmotnosti 2465,7.

Pristroj: AB SciEX 4700 MALDI (TOF/TOF, AB Sciex)
loniza¢ni technika: MALDI, pozitivni méd, rTOF

Arg-Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe HNH H Y/

O« OH
i i e
OH O<_N
o NH2 O y © gH o y y ©° j/
@A” N¢NJYN¢LN WA AN AR,
N_g& o H o 2 H o = o ¢ H o =
o L DY
/g/Hﬂ‘ HO™ Yo
o)
O\ NH

4 @

NH, :
Chemical Formula: C112H1g5N27036
Exact Mass: 2464,19

H,N NW\‘)LD Molecular Weight: 2465,70
NH,

4700 MSIMS Precur sor 24652 Spec #1 MC=AdvBC(5005,0.1)/BP =1326.8, 64296]

1326.77
1007 64E+4

% In ten sity
=]

1211.70]

Mess (m/z)
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Priklad 54.

Hmotnostni spektrum smési peptidl ziskanych enzymatickym stépenim Trypsinem proteinu:

BSA — Hovézi sérovy albumin s monoizotopickou hmotnosti 69 293. Pocet aminokyselin 607.

Pristroj: AB SciEX 4700 MALDI (TOF/TOF, AB Sciex)

loniza¢ni technika: MALDI, pozitivni méd, rTOF
Val-Phe-Leu-Met-Tyr-Pro-Gly-Trp-Cys-Glu-Asp-lle-Lys-Ser-Arg-His

Mista Stépeni fetézce trypsinem

- J

H_J

a chymotrypsinem ~

chymotrypsin stépi tyto vazby trypsin Stépi tyto vazby

4700 Reflector Spec #1 MC=>AdvB C(50,050.1)[BP=1567.8,5526]

7

1567.7

1007

1439.84

55256
901

1639.96

801

707

601

147982

92752

501

% Intensity

404

1001.61

301

20

119561 117859

1083.62
TA2307
1496 .85

10+

%00

958.50
1017.61
1366.73
696.98
50.98
—
252922
3
261217

N
~
™
©
N
-

2045.04

ol | 1%

1180

— ~
.Ln ad I.l [T

roabadad]

e
-

1560 2700

Sekvence proteinu:

Mass (m/z)

10
MKWVTFISLL
60
FSQYLQQCPF
110
VASLRETYGD
160
KADEKKFWGK
210
LLPKIETMRE
260
FVEVTKLVTD
310
CCDKPLLEKS
360
GSFLYEYSRR
410
KHLVDEPQNL
460
RSLGKVGTRC
510
TESLVNRRPC
560
ALVELLKHKP

STQTALA

20
LLFSSAYSRG
70
DEHVKLVNEL
120
MADCCEKQEP
170
YLYE1ARRHP
220
KVLASSARQR
270
LTKVHKECCH
320

HC 1 AEVEKDA
370
HPEYAVSVLL
420

1 KQNCDQFEK
470
CTKPESERMP
520
FSALTPDETY
570
KATEEQLKTV

30
VFRRDTHKSE
80
TEFAKTCVAD
130
ERNECFLSHK
180
YFYAPELLYY
230
LRCASIQKFG
280
GDLLECADDR
330
IPENLPPLTA
380
RLAKEYEATL
430
LGEYGFQNAL
480
CTEDYLSLIL
530
VPKAFDEKLF
580
MENFVAFVDK

40
1AHRFKDLGE
90
ESHAGCEKSL
140
DDSPDLPKLK
190
ANKYNGVFQE
240
ERALKAWSVA
290
ADLAKY ICDN
340
DFAEDKDVCK
390
EECCAKDDPH
440
IVRYTRKVPQ
490
NRLCVLHEKT
540
TFHADICTLP
590
CCAADDKEAC

50
EHFKGLVLIA
100
HTLFGDELCK
150
PDPNTLCDEF
200
CCQAEDKGAC
250
RLSQKFPKAE
300
QDTISSKLKE
350
NYQEAKDAFL
400
ACYSTVFDKL
450
VSTPTLVEVS
500
PVSEKVTKCC
550
DTEKQIKKQT
600
FAVEGPKLVV
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