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Spektroskopie
Spektrometrie

i = wavelength

Direction of wave

Spektralni metody, Spektrometrické metody, Spektroskopické metody

« discipliny studujici a prakticky vyuzivajici jevy pfri interakci latky (atom, molekula)
s elektromagnetickym zafenim (y, RTG, UV, VIS, IR,..)
« vymeéna kvantovaného mnozstvi energie (absorpce zareni)

Spektroskopie: obor zabyvajici se vznikem a vlastnostmi spekter,
obecny vyraz pro spektralni metody

Spektrometrie: dtto + méreni spekter, urCuje mnozstvi

https://www.google.com/search?q=elektromagnetick%C3%A9+z%C3%A1%C5%99en%C3%AD&client=firefox-
b&tbm=isch&tbs=rimg:CRyL_191s56tYlji72dulR4FJpz88laByOYUDOISFzVvWdyhdTeadehiaVDJQCtM3XS6GF_1Xj8bEziv-
4ZXmIDRUmM1CoSCbvZ26VHgUMNERZtGIWLnh-NKhIJPzyVoHI5ShQMRczdHKXD-gnwgEgk4hIXNW9Z3KBGpdadXNfimQyoSCV1N5p16GJpUEde5efne-
dT1KhIUMIAK2bddLoYRoPIAAYy2QAUEQEgkX9ePxsTOK_1xG_1J0Ou9slg7_1yoSCbhleYgNFSbUEV81nFfMAJP6&tbo=u&sa=X&ved=2ahUKEwit8siNhNbdA
hVP2aQKHWGhDXUQ9C96BAgBEBs&biw=1412&bih=825&dpr=1.3#imgdii=F _Xj8bEzigDONM:&imgrc=uGV5iA0VJtTrLM:
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Spektralni metody

 fyzikalni interakce elektromagnetického zareni (rizné
vinové délky) s molekulou nebo atomem

« zmeny ve stavech atomu nebo molekuly
prechody mezi energetickymi hladinami
vibracnimi a rotacnimi, elektronove prechody

» molekula se vraci do puvodniho stavu

Ramanova spektroskopie, IR spektroskopie,
UV/VIS spektroskopie,

Rentgenova fluorescencni spektroskopie,
AAS - Atomova absorpc¢ni spektroskopie,

s HVIOTNOSTNI
I SPEKTROMETRIE???
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Hmotnostni spektrometrie (MS)
 studium hmoty prostfednictvim tvorby iontt v plynné fazi,

ionty jsou charakterizovany jejich hmotnosti, nabojem, strukturou anebo fyzikalné -
chemickymi viastnostmi

« pomoci hmotnostnich spektrometrt (IUPAC definice).
nepouzivat hmeotnestni-spekiroskepie-(neni opticka metoda)

Hmotnostni spektrometr

- vytvari z analytu ionty v plynné fazi,

 sleduje charakteristické drahy/doby letu nebo frekvence oscilace zavislé na
poméru hmotnost/naboj m/z

 rozliSuje m/z hodnoty s 44
« zaznamenava cetnost iontl pfislusné m/z - 120
=
nepouzivat hmetnostni-spekiroskop, S &n04
® 121
hmotnestni-spekirofotometr o 401
. , - £ 4 i
» poskytuje Hmotnostni spektrum g I
graf zavislosti cetnosti iontu na jejich m/z = g 2 =2 =2 2 g
mass/charge (mJz)
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Hmotnostni spektrum

1104 [+E5 Scan (rt: 25.063 min) Frag=175.0V ACN Agilent Utrapure LC_MSd
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Hmotnostni spektrometrie
mass spectrometry (MS)

MS: zarazena mezi spektralni techniky, ale podle definice neni spektralni technikou,
spektralni techniky: meri rozdily energii mezi dvemi stavy molekuly, sleduji
pravdépodobnost pfechodu (IR, UV, NMR, ....)

MS: -zarazena pro formalni podobnost ziskanych zaznamdu s jinymi spektry
(MS spektrum)
-podobné vyuziti (strukturni analyza)

100 T

30 1
B0 4
a0 4

Hmotnostni spektrum 5

relative abundance

» vznika interakci elektront nebo jinych ¢astic

s molekulou za vzniku iontd M 121,08915
\ M'+ 121 0886 massicharge (m/z)

(M+H)" 122,09643

N-Benzylmethylamine

e zavisi na prostredi v kterém vznika

* neni zakladni fyzikalni vlastnosti slouceniny 44

e . . |
« vzniklé ionty se mohou dale rozkladat ~_ OCHENHEH
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100 1
a0 4
B0 1
40 1
20 1

Hmotnostni spektrometrie (MS)

relative abundance

Hmotnostni spektrometr massicharge (miz
lontoveé-optické zafizeni separuje ionty podle pomeéru jejich hmoty a naboje (m/z)

* lontova optika, ¢ast korpuskularni optiky*, ktera se zabyva fizenim toku iontu.
* lontové optické CocCky jsou analogii elektronové optickych Cocek.
* lontové opticke pristroje: hmotnostni spektrometry, urychlovace Castic.

* Zabyva se problematikou fizeni pohybu nabitych €astic (elektront a iontll) v elektrickém a magnetickém poli ve vakuu

Princip MS
« prevedeni molekul na ionty
« separace vzniklych iontl podle poméru hmotnosti a naboje (m/z)
MS oznacCovana jako separacni metoda
« zaznam Cetnosti jednotlivych iontd
« urCeni M, a dalSich strukturnich informaci pomoci metod interpretace spekter
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Vyuziti hmotnostni spektrometrie

Analyza slozeni komplexnich smési latek

 identifikace sloucCenin a objasniovani struktury

urceni M, a strukturnich informaci pomoci interpretace spekter

o kvantifikace

Fyzikalné - chemické vlastnosti molekul

e Kkritické potencialy (ioniza¢ni energie molekul a fragmentacni potencialy)

e reaktivita iontii mono-molekularni rozpady ionizovanych molekul,

bi-molekularni reakce 1ontu s molekulami

e termochemické veliCiny protonova afinita, bazicita v plynném stavu
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Hmotnostni spektrometrie
mass spectrometry (MS)

Vyhody: b

+ vysoka citlivost (podle analytu — femto / atto mol)

+ vysoka selektivita a univerzalnost

+ kvalitativni analyza — urCeni M, (elementarni slozeni) a dalSich
strukturnich informaci

+ kvantitativni analyza - odezva je zavisla na koncentraci

+ velmi mala spotfeba vzorku

Nevyhody: .

- destruktivni metoda
- nutnost kvalifikované¢ho operatora

- vysoke pofizovaci a provozni naklady
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Omezeni hmotnostni spektrometrie

Ne vSechny slouceniny poskytuji hmotnostni spektrum.
Cilové slouCeniny se nemusi 10nizovat.

» Relativni ¢etnost ionthh v hmotnostnim spektru smési
nemusi nutné odpovidat poméru sloucenin ve smési.

* Nemitze byt pouzita pfimo k posouzeni ¢istoty materiali.
Necistoty se nemusi ionizovat nebo mohou mit jiné ioniza¢ni podminky.

* Hmotnostni spektrometrii nelze snadno rozlisit isomery.

* Spektra se mohou liSit u riznych typu zatizeni, nebo u riznych pristroji
stejného typu. Pouziti knihoven spekter muze byt obtizne.

* Pouziti druhé¢ ionizacni techniky je asto nutné pro potvrzeni identity.
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Vyznam MS a spojeni
se separacnimi technikami

\ Terfenyl /

Pocet kongenert
chlorovanych aromatickych slouc¢enin

A Y v Dibenzo-p- Dibenzo
Pocet Cl ortho meta para  Bifenyl Bifenylol dioxin furan Naftalen  Fenol
1 5 6 4 3 19 2 4 2 3
2 28 28 21 12 64 10 16 10 6
3 80 87 5§ 24 136 14 28 14 6
4 211 211 139 42 198 22 38 22 3
5 355 382 226 46 198 14 28 14 1
6 544 544 351 42 136 10 16 10
7 596 638 358 24 64 4 2
8 544 544 351 12 19 1 1 1
9 355 382 226 3
10 211 211 139 1 O 4 - §
1 80 87 55 O Q - O
12 28 28 21 3 VS . O @
13 5 6 4 O O @ m i
14 1 1 1
Suma 3043 3155 1951 209 834 75 135 75 19




Vyvoj hmotnostni spektrometrie

* 1898 — W. Wien objev zakriveni drahy letu urychlenych ionti v elektrickém a
magnetickém poli

« 1913 -J.J. Thomson (separace pozitivnich ionti izotopii neonu *°Ne a ?Ne pomoci tzv.
parabolového spektrografu).

* 1919 — W.F. Aston (zdokonaleni pftistroje J.J. Thomsona, dvoji fokusace, fotograficka
registrace, nazev pristroje — hmotnostni spektrometr, pfesnd méfeni hmotnosti ionth).

* 1919 az 1925 - W.A. Aston, G.J. Dempster (prvni prototyp hmotnostniho
spektrometru, vhodny pro presna méteni zastoupeni jednotlivych iontli — popis 1zotopti
vice nez poloviny znamych prvki)

* 1924 (Thompson, Aston) - izotopickeé zastoupeni asi 50ti prvka 40. léta 20. stol. -
rozsiteni MS v oblasti petrolejaiskeho prumyslu, analyza zptisobem “otisku palce” bez
interpretace spekter

* 1942 — prvni komercné dostupné hmotnostni spektrometry a spektrografy, identifikace
produkti destilace ropy.

* 1947 — prvni knthovna hmotnostnich spekter.
* 1948 — Iontova cyklotronova rezonance (ICR).

* 1940 - 1950 —vztahy mezi strukturou slouCeniny a jejim hmotnostnim spektrem (J.H.
Beynon, K. Biemann, F.W. McLafferty).
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Vyvoj hmotnostni
spektrometrie

1955 — pruletové analyzatory (TOF).
1957 (Holmes, Morrell) - prvni pokus o spojeni GC/MS
1958 — kvadrupdlove analyzatory.

1950 — 1980 — aplikace, prvni pokusy o spojeni se separacnimi technikami.
1957 — GC/MS (1967 — komerc¢ni vyroba systémiu GC/MS)

1966 (Munson, Field) - zavedeni chemické i1onizace (prvni mekka ionizacni
technika)

1973 (Baldwin, McLafferty) - prvni pokus o spojeni HPLC/MS

1976 (McFadden & kol.) - Moving belt prevodnik pro spojeni HPLC/MS
1982 (Barber) - vynalez ionizace urychlenymi atomy (FAB)

1983 (Blakley, Vestal) - vynalez 1onizace termosprejem (TSI)

1984 (Willoughby, Browner) - Particle Beam HPLC/MS spojeni

1984 (Fenn) - zavedeni ionizace elektrosprejem (ESI)

1989 (Hillenkamp, Karas) - vynalez MALDI

1999 (Makarov A.) - ORBITRAP

2002 (Fenn, Tanaka) — Nobelova cena za chemii — vynalez elektrospreje




Vyvoj hmotnostni
spektrometrie v CR

Publikace:

PocCatky a historie Ceskoslovenské hmotnostni spektrometrie
Ceska spoleénost pro hmotnostni spektrometrii, 2012
www.czechms.org

Skola hmotnostni spektrometrie
Spektroskopicka spolecnost Jana Marka Marci
http.//www.spektroskopie.cz/

V latinském spise ,Thaumantias® se Jan Marek Marci z Kronlandu (1595 - 1667), vydaném
v Praze roku 1648, zabyval mj. spektralnimi slozkami slunecniho svetla i podstatou a
vysvetlenim vzniku prirodniho jevu duhy.

https.//www.ms-museum.org/history-of-mass-spectrometry
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Agilent 6550 iFunnel Q-TOF

Volatile compound can be lost

First vacuum stage - where
the differences starts....
| Hmotnostni spektrometr

Quad Mass Filter (Q1)

||||||||||||||||"|||||||||||||||||| Octopole 1\\a|h — E_'..h -g— E
|||m|||||||||" il ‘ | —— Ll o I.UL
g . 1//m Hﬂ %} np

= e

Funnel Pump

Rough

o Selection between small/large
| Dual Dry Rough Pumps | Fragile / stable.....

LR
Princip MS

» pfevedeni molekul na ionty

» rozliSeni vzniklych ionti
podle poméru hmotnosti a naboje (m/z)

» zaznam Cetnosti jednotlivych ionti
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Hmotnostni spektrum

Zaznam absolutniho nebo relativniho zastoupeni jednotlivych iontit vzorku,
uspoiadany podle vzrustajiciho poméru hmotnosti k naboji (m/z)

92
El Q‘\\Q%H b Toluen
3
M, =92

Abundance, ¢etnost
(=)
f\/
+
k3
55

39
51
R .|L__|, 1l <\uﬂ\ m-1 Tropylivm Ion mfe = 65
20 40 60 80 IOOM

m/Z
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Neutralni molekuly, radikaly, radikalionty, ionty

11091-1031 kg

g prot:)nu a me=9
neutronu mp=1 ,6725 1 0-27 kg
= 10-27
Atom uhliku: 6 protonU P— m,=1,6748-10"" kg
skupina IV A 4 valencni elektrony @ prois
o neutron
OE+-
I:I methan CH, I:' CH,*
C CeeH
H . H neutralni molekula H . E?gikéi-gati?n
b + M L] p+, e-
H (10 p*, 10 &) H
EE+

methylovy radikal CH;’

. +
Hee (.:' *H radikal (nenese naboj) He* ?' *H  kation
|:| (9p*,9¢e) H (9p*,8¢e)

methylovy kation CH,*

OE — odd-electon ions - ionty s lichym poc¢tem elektronu

snimek prevzat z prfednésky doc. J. Cvacky (UOCHB, Praha)

EE — even-electon ions - ionty se sudym poctem elektron(
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Hmotnostni spektrum

 normalizace spekter:
— prevedeni absolutnich intenzit na relativni
— intenzita osy y je v rozsahu 0 -100%

— intenzita zakladniho piku spektra je 100% a intenzity ostatnich
piku jsou k ni vztazeny

— vhodne pri interpretaci spekter

%

Normalizace

- e

m/z m/z

Abundance, ¢etnost
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Hmotnostni spektrum
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Profilové spektrum (kontinualni):

* Vrchol je reprezentovan shromazdenim
signalu po nékolika snimacich cyklech.

* VVyhodou je jednodussi odliSeni signalu jako
skutecného vrcholu od Sumu pfistroje.

LI & 4

» Spravnéjsi identifikace presné hmoty iontu.

W W Ew

» Signaly jsou zobrazeny jako diskrétni linie m/z
s nulovou Sirku.

* Vyhodou je vyrazné mensi velikost souboru
dat, protoze je méné udaju popisujicich signal.



