Kvantitativni spektrometrie
- specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

- kvalitativni i kvantitativni detekce v GC a LC

- pyrolyzni hmotnostni spektrometrie

- analyza polutantti v zivotnim prostredi

- farmakokineticke studie

- kvantifikace proteinu - priony
- analyza nukleovych kyselin

IDENTIFIKACE LATEK, STRUKTURNI ANALYZA,
PRVKOVA ANALYZA, KVANTITATIVNI ANALYZA

- pouziti vnitrniho standardu




Specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE
- MS - mass spectrometry

- MS - mass spectrometer

- MS - mass spectrum

- destruktivni metoda, minimalni spotreba vzorku

SPEKTROMETR - iontove-opticke zarizeni
- separace iontu podle miz




Specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

- 1899 -

pocatky hmotnostni spektrometrie

- cca 1940 - pouziti v petrochemickém prumyslu

- 1946

- TOF MS - ,,time of flight*
- 1953 -
- 1956 - i
- 1964 -
- 1966 -
- 1980 -
- 1996 -

kvadrupolova MS

identifikace organickych latek pomoci MS
GC-MS

chemicka ionizace

ICP-MS

MS viru




Specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

- vstup - zavedeni vzorku

- lontovy zdroj - ionizace

- separator (analyzator) - separace iontu podle m/z
- detektor - Cetnost daného typu iontu

- Zpracovani signalu - spektralni vystup

- vakuovy systém - vylouceni srazek iontu




Specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR
- vstup - zavadeni vzorku do spektrometru
- primy vstup
- pres zasobnik - studeny ci vyhrivany
- chromatograficky vstup - GC
-LC




Specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

- lontovy zdroj - ionizace a fragmentace vzorku

- elektronova ionizace - ionizace narazem elektronu -
El - electron ionization (impact)

- chemicka ionizace - Cl

- lonizace urychlenymi atomy - FAB

- lonizace polem - Fl

- lonizace laserem za ucasti matrice - MALDI
- termosprej - TSI, plasmaspre] - PSI

- elektrosprej - ESI




Specifické aspekty jednotlivych metod

IONIZACE VZORKU
- elektronova ionizace - El
- konvencni technika (od roku 1913)
-Mte wmp M*'+2e
- ,tvrda“ ionizacni technika
- fragmentace molekuly na mensi casti
- slaba intenzita molekularniho piku
- tekave latky
- termostabilni latky




Specifické aspekty jednotlivych metod

JIONIZACE VZORKU - elektronova ionizace - El

vakuum urychlujici
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vstup vlaknova fokusacni | o 149y

vznrku katnda ejle:mlenty -bézné 70 eV

zaporne
nabité ionty

vytladovaci «+ M*
elektroda _zéchyt &
vychytavany
vytlacovaci
elektrodou




Specifické aspekty jednotlivych metod

JONIZACE VZORKU
- chemicka ionizace - Cl

- konstrukce zdroje podobna jako pro El

- ve zdroji pritomen REAKCNI PLYN v nadbytku
vuci vzorku
- lonizace reakcniho plynu - methan, amoniak,
Isobutan, propan, voda, dusik

- reakce iontu s molekulami analytu

- tvorba aduktu




Specifické aspekty jednotlivych metod

IONIZACE VZORKU

- chemicka ionizace - Cl
- zakladni mechanismy ion-molekularnich reakci

R+e —— R"+2e (ionizace reakcniho plynu)
R+ R* — [R-H] + [R+H]" (ion-mol. reakce plynu)
R+ R* — [R-HJ* + [R+H] (ion-mol. reakce plynu)
[R-H]* + M— R + [M-H]* (abstrakce hydridu)
R*+M — [R+M]* (kondenzace)
R*+M — R+ M (vymena naboje)




Specifické aspekty jednotlivych metod

IONIZACE VZORKU
- chemicka ionizace - Cl
- méne vyrazna fragmentace nez u El

- téz vznik zapornych iontd
- zachyt elektronu
- deprotonace
- adice halogenidu




Specifické aspekty jednotlivych metod

IONIZACE VZORKU
- lonizace urychlenymi atomy - FAB
- urychlene atomy Xe, Ar
- na terCiku vzorek ve viskosni matrici
- matrice - chemicky inertni, malo tekava

- glycerol, thioglycerol
- kapalné kovy - Ga, In

- vznik aduktu (s matrici)

- Jledna z setrnejsich ionizacnich technik




Specifické aspekty jednotlivych metod

IONIZACE VZORKU
- ilonizace laserem za ucasti matrice - MALDI
- velmi setrna ionizacni technika
- vhodné pro biomolekuly - proteiny, oligosacharidy
- pulzni lasery - UV - dusikovy - 337 nm
(4 ns) - IR - Er-YAG - 2940 nm
-matrice musi absorbovat laserové zareni -

- kys. dihydroxybenzoova, chlorsalicylova, skoricova,
nikotinova

- nutny prebytek matrice (5000 :1)
- kovova podlozka - terc




Specifické aspekty jednotlivych metod

JONIZACE VZORKU - MALDI
* ANALYT
TOF ANALYZATOR e MATRICE
* KATION
extrakeni
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Specifické aspekty jednotlivych metod

JONIZACE VZORKU
- lonizace elektrosprejem - ESI

- velmi Setrna ionizacni technika
- vhodné pro biomolekuly

- vhodne pro vzorky v roztoku (vystup z LC)

- ,vyparovani iontu“ - rostouci hustota naboje
ve zmensujici se kapicce

- na kovove kapilare vlozeno vysoke napeti na
rozdil od termosprejove ionizace TSI

(TSI - vyhrivana kapilara)




JONIZACE VZORKU
- lonizace elektrosprejem - ESI

Plume

odpareni uvolnéni iontu
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Specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR
- separatory iontu - analyzatory - vysoké vakuum
- sektorove (magneticke pole + elektricka fokusace)
- kvadrupolove (vysokofrekvencni pole)
- iontova past (vysokofrekvencni pole)
- pruletovy analyzator - TOF

- lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou
transformaci (FT-ICR)




Specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR
- separatory iontu - analyzatory - vysoké vakuum

KLICOVY PARAMETR - rozlisovaci schopnost
(resolving power - RP)

RP = m.l(m, - m,) (dva stejne vysoke piky,
udoli mezi nimi 10% jejich vysky)
RP = mIAmg,,,,,

spektralni ROZLISENI - reciproka hodnota RP -
relativni jeste rozlisitelny rozdil hmotnosti




Specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR - separatory iont
- magneticky jontovy zdro3
s jednoduchou
fokusaci
- zakriveni drahy
letu iontt

tezsi ionty -
vetsi odstrediva sila R tox separovangen
M ~'- N kolektor
r
analyz4torova 7 TA

trubice

- krUhOVé Vyseé Stérbina




Specifické aspekty jednotlivych metod
HMOTNOSTNI SPEKTROMETR - magneticky separator




Specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR - separatory iontti
- magneticky s jednoduchou fokusaci
- zakriveni drahy letu
- dostrediva sila (B e v) - umeérna
magneticke indukci
- odstrediva sila - mvélr
- pri konstantnim urychlovacim potencialu a
konstantni magnetické indukci odpovida
urcité hmotnosti castic urcity polomer zakriveni
- pro promereni spektra nutno plynule menit bud’
urychlovaci potencial nebo magnetickou indukci




HMOTNOSTNI SPEKTROMETR - separatory iontti
- kvadrupolovy separator - hmotnostni ,,filtr*
- rizna stabilita oscilaci iontu v kombinaci
stejnosmerného napeti a vysokofrekvencni

stridave slozky (10 MHz)

———
bl

bud’ plynula zmena radiofrekvence
nebo soucasna zmena hodnoty
stejnosmerného napeéti a amplitudy
oscilaci




separatory iontt - iontova past - radiofrekvencné
modulovaneée pole, moznost MS" analyzy

vstupni vystupni
uzaviraci uzaviraci
elektroda elektroda




HMOTNOSTNI SPEKTROMETR - separatory iont
- pruletovy analyzator - TOF - rtizna doba letu iontu

ANALYZATOROVA TRUBICE
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

- separatory iontt - iontova cyklotronova rezonance
s Fourierovou transformaci (FT-ICR)

- zachyt na cykloidalnich drahach

- rizné absorpce energie pri cykloidalnim pohybu
iontt v kombinovaném silném magnetickém
(6 az 7 Tesla) a elektrickem poli

- kazda hodnota m/z ma charakteristickou
cyklotronovou frekvenci

- vysoke rozliseni, vysoka presnost, vysoka cena




Specifické aspekty jednotlivych metod
HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

- separatory iontt - iontova cyklotronova rezonance
s Fourierovou transformaci (FT-ICR)

M—-—!

casove zavisly
frekvencng  Spektrum
_| modulovany

___signal

ZéCh}lftOVé
desky RF vysilac




Kvantitativni spektrometrie
- specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR
- detektor - Cetnost daného typu iont
- elektronovy nasobic

- kombinovany fotonasobi¢ - dopad iontu na fosforovou
destiCku - vyzareni fotonu - zesileni signalu

- Faradayova klec - dopad iontu na sbérnou elektrodu,
jejich vybiti, zaznam zmeny proudu




Kvantitativni spektrometrie
- specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR
- vakuovy systém - vylouceni srazek iontu v analyzatoru
- hodnota vakua zavisla na typu analyzatoru

-ICR - 10~ -10° Pa
- sektorové - 10~ -10° Pa
- kvadrupolovy, TOF - cca 10 Pa
- jontova past - cca 10 Pa

- vicestupnova cerpani - rotacni vyvevy,
turbomolekularni, difusni pumpy




Kvantitativni spektrometrie
- specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE - identifikace latek

- srovnani merenych spekter s knihovhami dat
- rizné porovnavaci algoritmy

- analyza molekulového piku, piku fragmentu a
rozdili mezi nimi

- empiricka pravidla




Kvantitativni spektrometrie
- specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE - kvantita

- SLEDOVANI vysky pikil pro vybrana miz - SIM
,SELECTIVE ION MASS*

- GC-MS/MS - stanoveni farmak v krevni plasmeé
- pouziti vnitrniho standardu




Kvantitativni spektrometrie
- specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

SIGNAL
pri m/z vzorku

INTENSITA

VZOREK
miz 158

[ | ™o | SIGNAL
L pri m/z standardu

RETENGNI €AS, min




Kvantitativni spektrometrie
- specifické aspekty jednotlivych metod

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE




