
1

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Jan Preisler 

OddŊlen²analytick®chemie Đstavu chemie, 312A14, PŚFUKB MU

tel.: 54949 6629, preisler@chemi.muni.cz

Kurs C7895 poskytne z§kladyhmotnostn²spektrometrie: pŚehledionizaļn²ch

metod, hmotnostn²chanalyz§torŢ, vybranĨchtechnik a aplikac².  DŢrazbude

kladen nahmotnostn²spektrometrii biologickĨchl§tek(ionizaļn²metody

MALDI, ESI), modern²instrumentaci vhmotnostn²spektrometrii (TOF, 

iontov®a orbit§ln²pasti) a nejnovŊjġ²vĨvojv oboru.

Pl§n pŚedn§ġek

PŚedn§ġky se konaj² online v ¼terĨ 10:00-11:50, pŚ²padn® zmŊny budou 

ohl§ġeny pŚedem.

Pl§npŚedn§ġek ĂSylabus C7895 MSBio 2020.pdfñ, uļebn² materi§l ĂMS Bio 

CZ 2020.pdfñ a ĂMS Bio ENG 2018.pdfñ jsou k dispozici na 

http://bart.chemi.muni.cz/index.php/cs/teaching

Uļebn² materi§l je pouze osnovou k prob²ran® l§tce. Doporuļuji si jej 

tisknout postupnŊ pŚedem a doplŔovat do nŊj pozn§mky na pŚedn§ġce.

Uļebn² materi§l i sylabus mohou bĨt prŢbŊģnŊ aktualizov§ny.

DoplŔkov® uļebnice: 

Åhttp://holcapek.upce.cz/vyuka-ms-org-anal.php 

ÅChem. Listy 114, 126ī132 (2020)
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Đvod do hmotnostn²spektrometrie. Struļn§historie hmotnostn²

spektrometrie: pŚehledmetod a instrumentace. Z§kladn²koncepty MS 

(rozliġen², citlivost). 

Ionizaļn²metody a metody zav§dŊn²vzorku: Elektronov§ ionizace (EI)
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I.  Đvod

ÅZdroje informac² o hmotnostn² spektrometrii

ÅStruļn§ historie hmotnostn² spektrometrie, pŚehled metod a 

instrumentace

ÅZ§kladn² koncepty hmotnostn² spektrometrie
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Studijn² materi§l

Pozn§mky z pŚedn§ġek

Materi§lypouģit® pŚi pŚedn§ġce lze st§hnout zinformaļn²hosyst®mu nebo 

http:\\bart.chemi.muni.cz 

a pouģ²vat pŚi pŚedn§ġce.

Neexistuje souhrnn§ ļesk§ uļebnice nebo skripta modern² hmotnost² 

spektrometrie se zamŊŚen²m na analĨzu biomolekul.

Ġkoly hmotnostn² spektrometrie a HPLC-MS.

DoplŔkov§literatura

ÅRobert J. Cotter: Time-of-Flight Mass Spectrometry - Instrumentation and 

Applications in Biological Research, American Chemical Society, 1997.

ÅRichard B. Cole et al.: Electrospray Ionization Mass Spectrometry -

Fundamentals, Instrumentation & Applications, John Wiley & Sons, Inc., 

1997.
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Dalġ² zdroje informac²

Internet

Uļebnice http://www.ms-textbook.com/ nebo

http://www.spectroscopynow.com/Spy/basehtml/SpyH/1,1181,4-14-9-0-0-
education_dets-0-68,00.html

SoubornĨ zdroj informac² www.spectroscopynow.com

Protein Prospector prospector.ucsf.edu

Komerļn² spoleļnosti, napŚ.http://www.matrixscience.com/

atd. atd.

Specializovan® ļasopisy

International Journal of Mass Spectrometry

Journal of Mass Spectrometry

Journal of the American Society for Mass Spectrometry

Mass Spectrometry Reviews 

Rapid Communications in Mass Spectrometry
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Ionizaļn² metody a metody zav§dŊn² vzorku 

DoutnavĨ vĨboj (GD)

Elektronov§ ionizace (EI)

Chemick§ ionizace (CI)

IndukļnŊ v§zan® plazma (ICP)

Ionizace rychlĨmi atomy (FAB)

Ionizace  (SIMS)

Thermosprej (TSI)

Ionsprej (IS)

Elektrosprej (ESI) 

Plazmov§ Desorpce (PD)

Laserov§  Desorpce (LD)

Laserov§ desorpce za ¼ļasti matrice (MALDI)

Spojen² separace a hmotnostn² spektrometrie (on-line, off-line, ļipy).
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Hmotnostn² spektrometry

Z§klady iontov® optiky.  Simulace pohybu iontŢ, Simion

Energetick® analyz§tory

MagnetickĨ sektor

Kvadrup·lovĨ analyz§tor

IontovĨ cyklotron (ICR-FT-MS)

Iontov§ past (IT)

Time-of-flight hmotnostn² spektrometr (TOFMS) 

Nov® hmotnostn² spektrometry: Orbitrap, TOF-TOF, LIFT-TOF.

Tandemov§ hmotnostn² spektrometrie (MS/MS, MSn)

KoliznŊ indukovan§ disociace (CID)

PovrchovŊ indukovan§ disociace (SID)

Fragmentace ve zdroji (ISF) a mimo zdroj (PSD).

Principy vakuov® techniky

Detektory a detekļn² elektronika

Chromatografie - MS (on-line, off-line, in-line MS)

9

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Aplikace MS

AnalĨza biologickĨch l§tek: 

ÅProteiny, mapov§n² peptidŢ, peptidov® datab§ze, nov® metody (ICAT)

ÅAnalĨza peptidŢ (disulfidov® mŢstky, post-translaļn² modifikace)

ÅNukleov® kyseliny 

ÅSacharidy

AnalĨza syntetickĨch polymerŢ

A dalġ²...
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Struļn§ historie hmotnostn² spektrometrie

1803  Daltonova atomov§ teorie

ñhmota se sk§d§ z atomŢ; vġechny 

atomy maji stejnou hmotuò

é ne tak docela:  izotopy

DŢkaz izotopŢ:

- spektroskopie: nepatrnĨ posun ļar

... vyģaduje kvalitn² pŚ²stroj

- MS: snadn® stanoven²
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DoutnavĨ vĨboj jako iontovĨ zdroj 

1880ôs  Crookes: doutnavĨ vĨboj
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Prvn² hmotnostn² spektrometr

1911 J. J. Thomson: Parabola MS (Phil Mag. 1911, 21, 225)

ñPaprsky pozitivn²elektŚinyò 1913
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Fotografick§ deska jako detektor: ļ§ry 20Ne a 22Ne na fotografick® desce

Prvn² hmotnostn² spektrometr

20Ne+22Ne+
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MagnetickĨ sektor s energetickĨm analyz§torem

1919 F. W. Aston: Mass Spectrograph (Phil. Mag. 1919, 38, 209)

MagnetickĨ sektor s energetickĨm analyz§torem

VŊtġina pŚ²rodn²ch izotopŢstanovena do r. 1930

Nobelova cena za projev v r. 1934: ñMS mrtva, vġe hotovo éò
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Struļn§ historie MS ve zbytku 20. stol. 

1940 C. Berry: Elektronov§ionizace (Electron Impact, EI) 

Struktura organickĨchslouļenin

1950-70 MS pouģ²v§noke strukturn²analĨzeorganickĨchslouļenin

1980+ AnalĨzatŊģkĨcha velmitŊģkĨchmolekul d²kynovĨmionizaļn²m

metod§m: FAB, PD, ESI a MALDI

Dnes MS pro kvalitativn², strukturn²ikvantitativn²analĨzu

Ġirok§ġk§lakomerļn²chhmotnostn²chspektrometrŢ

MS nezbytn§pro analĨzuorganickĨcha biologickĨchmolekul
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Z§kladn² koncepty hmotnostn² spektrometrie

Hmotnostn² spektrometr

pŚ²stroj, kterĨ z analyzovan® l§tky produkuje ionty a stanovuje jejich 

hmotnost, pŚesnŊji pomŊr hmotnosti a n§boje

Souļ§sti spektrometru

1. Komora s iontovĨm zdrojem (zaŚ²zen² na zav§dŊn² vzorku, iontov§ 

optika)

2. Hmotnostn² analyz§tor (iontov§ optika, magnet, detektor)

3. Vakuov® pumpy (n²zk®, vysok® a ultra vysok® vakuum)

4. ř²d²c² a vyhodnocovac² elektronika, software
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Hmotnostn²spektrum

IontovĨ sign§l vs. m/z

IontovĨ sign§l

proud, ļasto pŚeveden na napŊt², libovoln® jednotky

normalizace sign§lu: intenzita nejvyġġ²ho p²ku = 100%
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Hmotnostn² spektrum

Hmotnost, m

a.m.u., u, Da (Dalton), poļet atomovĨch hmotnostn²ch jednotek

ļ²selnŊ rovnĨ mol§rn² hmotnosti

m/z -¼ļinn§ hmotnost, Th (Thomson)

Poļet n§bojŢ, z

poļet element§rn²ch n§bojŢ iontu

obvykle Ñ1

vĨjimky, napŚ. elektrosprej: |z| >> 1

Ionty: pozitivn² a negativn²,ne kationty a anionty.

Hmotnostn² spektrometrie, ne spektroskopie.
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Vybran® veliļiny v hmotnostn² spektrometrii

Hmotnostn² rozliġen²

M²ra separace dvou pŚilehlĨch p²kŢ.  

DvŊ definice:

1.  FWHM (full width at half maximum), R = m/Dm

2.  Max. hmotnost, pŚi kter® lze jeġtŊ rozliġit p²ky s jednotkovĨm rozd²lem 

hmotnost².

Energie iontu

Å Joule, J

Å elektronvolt, eV

atomy misto molŢ... elektronVolty m²sto JoulŢ.  1 eV = 1.6 x 10-19 J

jednoduchost: urychlovac² napŊt² = 100 V, n§boj = 1 ... E = 100 eV

vhodn® pro srovn§n² s energi² ionizaļn², vazebnou, senergi² fotonu atd.

Tlak, p

1 atm = 760 Torr = 101 325 Pa = 1,01325 bar = 14,70 PSI

20

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Pouģit® zkratky

m hmotnost molekuly (u, a.m.u., Da) 

z poļet n§boj; (-)

m/z ¼ļinn§ hmotnost (Th, Thomson), slang: hmotnost, hmota

e element§rn² n§boj (1.6x10-19C)

U napŊt² (V)

E intenzita elektrick®ho pole (V/m, N/C)

W energie, pr§ce (eV, J)

v rychlost iontu (m/s)

r polomŊr zakŚiven² (m)

L dr§ha (m)

l stŚedn² voln§ dr§ha molekuly

t ļas, doba (s)

s sr§ģkovĨ prŢmŊr (m)

s2 sr§ģkovĨ prŢŚez (m2)

m redukovan§ hmotnost (a.m.u., Da, kg)
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Pouģit® zkratky

n ļ²seln§ koncentrace (m-3)

I proud (A), tok (m-2)

T teplota (K)

p tlak (Pa, Torr)

R rozliġen² (-)

f frekvence (Hz)

w ¼hlov§ frekvence (rad/s, s-1)

a znak pŚ²m® ¼mŊry

LD detekļn² limit, t®ģ LOD, limit of detection (obvykle mol, g, M)

S/N pomŊr sign§lu k ġumu (signal-to-noise ratio)

RSD relativn² smŊrodatn§ odchylka (relative standard deviation)
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Izotopov® paterny organickĨch molekul

Izotopy uhl²ku:99% 12C, 1% 13C

Patern jako funkce poļtu uhl²kovĨch atomŢv molekule:

C: 99% 12C 1% 13C

C2: 98% 12C12C 2% 12C13C 0.01% 13C13C

C3: 97% 12C12C12C 3% 12C12C13C 0.04% 12C13C13C 10-4 % 13C13C13C

Binomick§ Śada

Relativn² vĨskyt lehk®ho izotopu, a

Relativn² vĨskyt tŊģk®ho izotopu, b

Poļet atomŢ, n

NapŚ. pro n = 2: (a+b)2 = a2 + 2ab + b2

Monoizotopick§ molekulaobsahuje dan® atomy ve formŊ jedin®ho izotopu 

(u org. molekul obvykle atomy C - pouze izotopy 12C)
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Izotopov®paterny organickĨch molekul

Relativn² vĨskyt molekul v %:

C60:
12C60 100
12C59

13C 66
12C58

13C2 21
12C57

13C3 4.6

C100:
12C100 100
12C99

13C 110
12C98

13C2 60
12C97

13C3 22

(normalizov§no na vĨskyt monoizotopick®molekuly /pouze 12C/ = 100 %)

Se stoupaj²c²m n pŚest§v§ bĨt monoizotopick§ forma dominantn² aintenzity 

rŢznĨch forem jsou porovnateln® (ġirok§ ob§lka)... viz pŚ²klad d§le.

24
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PraktickĨ dopadvĨskytu izotopŢ

- Sn²ģen² citlivosti

- Nutnost vysok®ho R pŚi vysok® m/z pro spr§vn® stanoven² m/z

+ Pouģit² izotopovĨch vnitŚn²ch standardŢ

PŚ²klad:

5 peptidŢ/proteinŢ s pomŊrem zastoupen² prvkŢ

C : H : N : O : S = 30 : 45 : 6 : 6 : S

R = 20 000

C30H45N6O6S C60H90N12O12S2

C90H135N18O18S3 C180H270N36O36S6... nav²c uk§z§n pro ruzn§ R

C270H405N54O54S9 C360H540N272 O272S12

C900H1350N180O180S30 C1800H2700N360O360S60

25
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V²cen§sobnŊ nabit®ionty

ÅTypickĨ pŚ²klad: v²cen§sobnŊ nabit®ionty [M+zH]z+ z elektrospreje

"Ob§lka" ve tvaru zvonu. 

ÅMezery nejsou ekvidistantn² (narozd²l od izotopov®ho paternu).

PŚ.:

m = 10 000 Da

z 4 5 6 7 8 9 10

m/z 2501 2001 1668 1429 1251 1112 1001

m/z

S

38
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Co mŢģete Ś²ci o tomto spektru?

Pozn: Jedn§ se o ļ§st hmotnostn²ho spektra jedin® organick® slouļeniny.

Hodnoty m/z byly urļeny s toleranc²~ 0.1.

m/z

S

1000.0

1000.3 1000.7

1001.0
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II.  Ionizaļn² techniky a zav§dŊn² vzorku

vzorek (atm. tlak) Ÿ vzorek (vakuum)

Neģ§douc² jevy

Ån§rust tlaku v iontov®m zdroji

Åochlazov§n² a mrznut² vzorku v dŢsledku vypaŚov§n²

Åadsorpce l§tek ze vzduchu (napŚ. vody) na stŊny iontov®ho zdroje

RozdŊlen² vzorkŢ podle skupenstv²

ÅTekut® vzorky

plynn® vzorky

kapaln® vzorky (kapalnĨ analyt, rozpuġtŊnĨ analyt)

ÅTuh® vzorky

tŊkav® (lehk® slouļeniny)

netŊkav® (pol§rn², polymern² l§tky)

40
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Zav§dŊn² vzorkŢ

Off-line

On-line

In-line

Poļet zav§dŊnĨch vzorkŢ

Å1 vzorek

ÅV²ce vzorkŢ 

Ås®riovŊ (diskr®tn² vzorky nebo spojitĨ tok)

ÅparalelnŊ

sonda

ventil

ventil           atmosferickĨ tlak
iontovĨ zdroj

(vakuum)

vzorek

tŊsnŊn²

k pumpŊ

z

z

sonda

ventil

ventil           atmosferickĨ tlak
iontovĨ zdroj

(vakuum)

vzorek

tŊsnŊn²

k pumpŊ

z

o

sonda

ventil

ventil           atmosferickĨ tlak
iontovĨ zdroj

(vakuum)

vzorek

tŊsnŊn²

k pumpŊ

z

o

sonda

ventil

ventil           atmosferickĨ tlak
iontovĨ zdroj

(vakuum)

vzorek

tŊsnŊn²

k pumpŊ

o

41

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Elektronov§ ionizace, EI (Electron impact) 

Klasick§ ionizaļn² technika.

Elektrony emitovan® ze ģhav®ho vl§kna jsou urychleny stŚednŊvelkĨm 

napŊt²m.

Energie elektronu, E(e-) = urychlovac² napŊt² x n§boj (1).

Typick§ energie: 70 eV. 

+15 V

-55 V

e-

ABC+komora

ģhaven® 

vl§kno

Ĭ

pŚ²vod plynu ABC ve smŊru kolm®m

k svazku elektron½ (Ĭ)

42

37

38

39

40

41

42



8

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Mechanismus EI

Interakce elektronu s molekulou analytu ABC:

e-(rychlĨ) + ABC  ABC+ + 2 e-(pomal®)

VĨsledn§ rovnice,

ABC  ABC+ + e-

je charakterizov§na ionizaļn² energi² ABC, DH(ABC).

Ionty ABC+ s pŚebytkem energie se mohou d§le rozpadnout:

(ABC+)*  AB+ + C, A + CB+ atd.

StupeŔfragmentace z§vis² na energii elektronŢ, E(e-) a na struktuŚe 

analytu:

a) E(e-) ~ ionizaļn² potenci§lÝtvorba molekul§rn²ch iontŢ.

Ionizaļn² potenci§l jednoduchĨch organickĨch molekul ~10 ï12 eV.

b) E(e-) >> ionizaļn² potenci§lÝ fragmentace.

Typ fragmentace z§leģ² na struktuŚe analytu; slouļeniny s podobnou 

strukturou maj² podobn§ fragmentaļn² spektra. 

Interpretace spekter.  Knihovny spekter (> 100 000 spekter).

43

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Mechanismus EI

Prahov§ energie, AE (appearance energy) pŚi n²ģse objev² dan® 

fragmenty, nemus² bĨt vŊtġ² neģDH(ABC)!

ABC  ABC+ + e- Ionizaļn² energie ABC, DH(ABC)

ABC  AB+ + C + e- Prahov§ energie AB+, AE(AB+)

AE(AB+) = DH(ABC) + D(ABC+) Dissociaļn² energie ABC+, D(ABC+) 

Absorpce elektronŢ pŚi prŢchodu plynem ionizovan® l§tky

Đbytek proudu elektronŢ, dIpŚi prŢchodu infinitesim§lnŊtenkou vrstviļkou 

analytu:  

dI = -acIdx,

po integraci:

I = Io e-acx.

I proud elektronŢ (A)

c koncentrace molekul ABC, (cm-3) (c = p/RT)

x tlouġŠka vrstvy (cm)

aprŢŚez (cm2) é analogie koeficientu e v Lambert-BeerovŊ z§konu

44

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Chemick§ ionizace (CI). DoutnavĨ vĨboj. IndukļnŊ v§zan® 

plazma (ICP). Ionizace rychlĨmi atomy (FAB). Ionizace 

(SIMS). Fotoionizace (PI). Plazmov§ Desorpce (PD)
2

45

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Chemick§ ionizace (CI)

20. l®ta 20. stolet² A. J. Dempster

TentĨģiontovĨ zdroj jako pro EI plus reaktivn² plyn

Reaktivn² plyn (RH)

CH4, butan, H2, NH3 atd.

p(ABC) < 10-4 Pa

p(RH) ~ 0.1 Pa (l~ 0.05 mm, mnoho koliz²ve zdroji)

Mechanismus tvorby iontŢ

a) produkce RH+

e-(rychlĨ) + RH  RH+ + 2 e-(pomalĨ)

b) pŚenos n§boje

RH+ + ABC  RH + ABC+

46

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Mechanismus tvorby iontŢ pŚi CI (pokr.)

c) pŚenos protonu (bŊģnŊjġ²)

RH+  R + H+ PA(R) protonov§ afinita

ABC + H+ ABCH+ - PA(ABC)

RH+ + ABC  R + ABCH+ DE = PA(R) - PA(ABC)

DE< 0: exotermn², preferovan§ reakce

DE << 0: pŚebytek energie ABC+ Ý fragmentace ABC+, strukturn² analĨza

DE < 0, DE 0: ABC+ a ABCH+ pŚevl§daj²:

+kvantitativn² analĨza

+ molekulov§ hmotnost ABC 

+ vysok§ ionizaļn² ¼ļinnost (ABC)

-ģ§dn§ informace o struktuŚe

47

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Kolize molekul pŚi CI

StŚedn² voln§ dr§ha molekuly

StŚedn² dr§ha, kterou uraz² iont mezi 2 sr§ģkami

l= (Õ2ps2n )-1

l(cm)= 0.66/p(Pa) (pouze hrubĨodhad)

Poļet koliz²

z = ps2(8kT/(pm))1/2

mredukovan§hmotnost, m= (m1
-1 + m2

-1)-1

skolizn²prŢmŊr

s2prŢŚezmolekuly

CI: 1015-16koliz², vysok§ionizaļn²¼ļinnost(ABC)

Porovn§n²CI vs EI

+ silnŊjġ²sign§l

-vyġġ²ġum

+ celkovŊvyġġ²pomŊr S/N (LOD organickĨchl§tek~ pg)

48

43

44

45

46

47

48
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Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Negativn² chemick§ ionizace

TentĨģiontovĨ zdroj jako pro EI plus reaktivn² plyn

Mechanismus

1.Produkce term§ln²ch (pomalĨch) elektronŢ

e-(rychlĨ) + RH  RH+ + 2 e-(pomalĨ)

W(pomalĨ e-) ~ 3/2 kT

T ~ 400 K Ý E ~ 0.1 eV

2. Z§chyt elektronu

ABC + e- ABC-

PŚednostnŊu slouļenin s elektronegativn²mi skupinami (PCB, NO3
- atd.)

LD ~ pg

49

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Zaveden² vzorku pro EI/CI

1.Plyn/tŊkav§ kapalina

ÅAnalĨza zbytkovĨch plynŢ("residual gas analysis"):  

otevŚenĨ iontovĨ zdroj v komoŚe s plynem: p(komora) = p(plyn)

ÅEluent ze separaļn² kolony(GC-MS)

Probl®m: VysokĨ proud plynu z klasickĨch kolon GC

a) oddŊlen² a sbŊr frakc²(split, splitter)

b) rozhran² (interface)pracuj²c² bez pŚeruġen²

i) tryskovĨ separ§tor

(particle beam)

pro obohacen² ABC 

v nosn®m plynu 

vyģaduje M(ABC) >> M(nosiļ) 

...He jako nosnĨ plyn

kolona MS

vakuov§

pumpa
50

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Zaveden² vzorku pro EI/CI(pokr.)

ii) membr§nov® interface-zaveden² analytu pŚes membr§nu, 

oddŊlen² nosn®ho plynu pomoc² membr§ny

c) pŚ²mĨ vstup z kapil§rn² GC kolony(niģġ² tok nosn®ho plynu, He)

2.  TŊkavĨ, term§lnŊ stabiln² pevnĨ vzorek

PŚ²m® vloģen² vzorku na sondŊ(sklo, keramika, ocel).  Po vloģen² vzorku 

do spektrometru doch§z² k jeho odpaŚov§n² a ionizaci v plynn® f§zi.

51

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Zaveden² vzorku pro EI/CI(pokr.)

3.  NetŊkav® l§tky

- Velk® molekuly 

- Molekuly s mnoha pol§rn²mi skupinami

é mnoho zaj²mavĨch slouļenin (proteiny, DNA, sacharidy)

a)PŚ²prava tŊkavĨch deriv§tŢa n§sledn§ standardni ionizace (EI, CI).

Vhodn® pro molekuly s M < 1000 Da.

PŚ²klad: esterifikace, RCOOH + CH3OH  RCOOCH3

b)Pouģit² klasick® ionizace v desorpļn²m proveden².  Vzorek nanesenĨ na 
sondŊ je vsunut do iontov®ho zdroje, kde doch§z² k pŚ²m® interakci 
elektronŢ se vzorkem v kondenzovan® formŊ.

c) Jin® ionizaļn² techniky

ñMŊkk§ò ionizace: produkce molekul§rn²ch iontŢ aniģ by doġlo k jejich 
tepeln®mu rozkladu:FAB, Elektrosprej, Laserov® desorpļn² metody

52

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Anorganick® iontov® zdroje

DoutnavĨ vĨboj

Term§ln²ionizace

IndukļnŊ v§zan®plasma

Dalġ² techniky vhodn® pro analĨzu anorganickĨch vzorkŢ, napŚ. laserov§

desorpce, jsou pouģiteln® i pro organick® l§tky a biomolekuly a budou 

zm²nŊny pozdŊji

53

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

DoutnavĨ vĨboj

Prvn² iontovĨ zdroj (J. J. Thompson)

AnalĨza pevnĨch vzorkŢ, obvykle vodivĨch.

PŚesn§ a celkem citliv§ analĨza: RSD ~1%, LOD ~1 ppb.

VĨboj v Ar (p ~100 Pa): Ar+vyr§ģej² atomy kovu M z destiļky vzorku a 

pozdŊji je ionizuj² na M+.

(+)

anoda

(-)

katoda, 

destiļka 

vzorku

(-) vstup do 

hmotnostn²ho 

analyz§toru

Ar

100 Pa

do MS,

0.1 Pa

54

49
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Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Term§ln² ionizace (TI)

Vzorek nanesen na vl§knŊ; vl§kno odporovŊ zahŚ²v§no.

VypaŚov§n², atomizace a ionizace:

MX (s)  MX (g)  M (g) + X (g)

M (g)  M+ (g) + e-(vl§kno)

k MS

(+) (-)

ģhaven® 

vl§kno

0.1 

Pa

55

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Term§ln² ionizace

Saha-Langmuirova rovnice

n(M+)/n(M) ´exp[(W - IE)/(kT)]

Pracovn² funkce kovu (vl§kno), W ~ 4 eV 

Kov K Ca Fe Zn

IE (eV) 4.6 6.0 7.8 9.4

(WïIE) (eV) -0.5 -1.5 -3.9 -5.4

¼ļinn® slab®

¶TŚi vl§kna (s rozd²lnou teplotou):N§hrada jednoho vl§kna, kter® 
odpaŚuje a ionizuje vzorek pŚ²liġ rychle.

StabilnŊjġ² iontovĨ tok (RSD pouze ~ 0.1 % !)

Uģiteļn® pro stanoven² izotopov®ho zastoupen².

vl§kno

e-

M(g)

M+(g)

56

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

IndukļnŊv§zan®plazma

(Inductively Coupled Plasma, ICP)

1. Desolvatace MX (aq, aerosol)

2. VypaŚen² MX (s)

3. Atomizace MX (g): disociace na M(g) a X (g)

4. Ionizace na M+ (g)

aerosol 

vzorku

Ar, 1L/min

radi§ln² tok Ar, 

10 L/min

plazmovĨ 

hoŚ§k

c²vka

ionty

atomy

101 kPa 100 Pa 0.1 Pa

s®rie otvor½

(differenci§ln² pumpov§n²)

57

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

ICP

ÅObvykle 3 vakuov® stupnŊ (diferenci§ln² pumpov§n²).

ÅVelmi ¼ļinn§ ionizace, n(M+)/n(Mtotal) = 90 ï100%.

ÅIonty s jedn²m n§bojem pŚevl§daj².

ÅNerovnov§ģnĨ syst®m.

+ +
+
+
+
+

+
++

++
+++++
++

101  kPa 100 Pa

Plazma

58

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Diferenci§ln² pumpov§n²

101  kPa 1k Pa    100 Pa     1 Pa

pumpa 1    pumpa 2     pumpa 3

iontovĨ

zdroj

MS

-ļasto pouģ²vanĨ koncept v MS

-pouģit u technik ionizace pŚi atmosferick®m tlaku

59

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

ICP

Supersonick§ tryska

Ģhav§ plazma (5000 K) proud² dovnitŚ otvorem a expanduje nadzvukovou 
rychlost².  N§hodnĨ pohyb atomŢ na atmosferick® stranŊ je charakterizov§n 
ġirokou distribuc² kinetick® energie (5000 K) a relativnŊ n²zkou stŚedn² 
translaļn² rychlost².  UvnitŚ se atomy pohybuj² nadzvukovĨmi rychlostmi s 
velmi ¼zkou energetickou distribuc² é supersonick® ochlazen² (~300 K).  
Distribuce je pozdŊji naruġena sr§ģkami s okoln²m plynem (barrel shock, 
MachŢv disk).

Đļinn§ ionizace

90 -100 % vŊtġiny prvkŢ ionizov§no (velmi uniformn² ionizace).

Vhodn® pro stanoven² izotopov®ho zastoupen² (n²zk§ systematick§ 
odchylka).

NevĨhody

Ånevhodn® pro urļov§n² struktury molekul

Åinterference

60
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Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

ICP

Detekļn² limity

1 ppt (kvadrup·l)

10 ppq (magnetickĨ sektor)

pro srovn§n²: ICP-AES a AAS: ppm - ppb

ppm ppb ppt ppq

million 106 billion 109 trillion 1012 quadrillion 1015

Interference

1. Nespektr§ln²

Posun ionizaļn²ch rovnov§h v dŢsledku pŚ²tomnosti matrice, kyselin, 
snadno ionizovatelnĨch prvkŢ atd.

2. Spektr§ln²

Ionty izotopŢ

Izobarick® molekul§rn² ionty

61

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Spektr§ln² interference v ICP

Tvorba molekul§rn²ch iontŢv ICP

1. Plyn plazmatu a jeho reakļn² produkty (Ar+, Ar2+, ArH+, ArO+, ArC+, ArN+

atd.) 

2. Vzorek nebo solvent (hydridov® ionty, OH+, ClO+, NO+, CaO+, LaO+ atd.) 

3. Chemick§ ionizace plynŢpozad² (H2O
+, H3O

+, CxHy
+ atd.)

OdstranŊn² spektr§ln²ho ruġen²

1. Matematick® korekce (napŚ. ze zn§m® distribuce izotopŢ)

2. Desolvatace aerosolu (napŚ. vymrazen² v kapaln®m N2)

3. Studen® plazma (relativn² zmŊny ionizaļn²ho stupnŊ)

4. Kolizn² cela (termalizace iontŢ, posun reakļn²ch rovnov§h)

5. Spektrometr s vysokĨm rozliġen²m

62

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Spektr§ln² interference v ICP

PŚ²klady izobarickĨch iontŢ a rozliġen² potŚebn®ho k jejich stanoven².

Izotop Ruġ²c² iontRozliġen²
39K 38Ar1H+ 5690
40Ca 40Ar+ 71700 
41K 40Ar1H+ 4890 
44Ca 14N14N16O+ 970

12C16O16O+ 1280
52Cr 40Ar12C+ 2380
56Fe 40Ar16O+ 2500
75As 40Ar35Cl+ 7770 
80Se 40Ar40Ar+ 9690

Pozn.: vyġġ² rozliġen² ļasto znamen§ niģġ² citlivost.

63

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Ionizace polem (Field Ionization, FI)

Vysok® elektrick® pole mezi ostrĨmi hroty, E > 109 V/m

OdstranŊn² elektronu vnitŚn²m tunelovĨm jevem. 

64

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Desorpļn² ionizaļn² techniky

LDI Laser Desorption/Ionization

1963 R. Honig

FD Field Desorption

1969 H. D. Beckey

PD Plasma Desorption 

1974 R. D. MacFarlane

FAB Fast Atom Bombradment

1981 M. Barber

SIMS Secondary Ion Mass Spectrometry 

1976 A. Benninghoven

MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization

1988 M. Karas & F. Hillenkamp, K. Tanaka

65

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Desorpce polem (Field Desorption, FD)

H. D. Beckey, Int. J. Mass Spectrom. Ion Phys., 1969, 2, 500-503

Vzorek je nasmŊrov§n(g) nebo naneġen(l, g) na emitor, ģhaven® kovov®

vl§kno se speci§lnŊ upravenĨm povrchem.

Analyty jsou tvoŚeny ve velmi vysok®m elektrick®m poli mezi ostrĨmi hroty, 

E > 109 V/m; elektrony jsou odstranŊny vnitŚn²m tunelovĨm efektem. 

Ļasto lze sledovat doprovodn® ionizaļn² mechanismy:

-term§ln² ionizaci

- elektrosprej ...bŊhem nan§ġen² kapalnĨch vzorkŢ

Vhodn® pro analĨzuorganickĨch analytŢ s M.W. < 2 kDa

66

61
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Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Field Ionization.  Field Desorption

Zdroj: Bernhard Linden

probe for liquid injection, FD 

surface of emitter

67

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

MS sekund§rn²ch iontŢ

(Secondary Ion Mass Spectrometry, SIMS)
é Ionizace ionty

ÅPrim§rn²iontovĨsvazekmŢģebĨtskenov§n, vĨsledkemje topografie
prvkŢvzorku, "MS image".  Rozliġen²vyġġ²neģu optick®hoskenov§n²
(svazekprim§rn²chiontŢlze l®pezaostŚit, ~nm).

ÅProdukty é pŚedevġ²matomy a neutr§ln²molekuly, t®ģionty.  PŚ²padn§
postionizace moģn§, napŚ. fotoionizace pomoc²laseru.

ÅAnorganick§iorganick§analĨza, v posledn²dobŊilehļ²biopolymery za
¼ļastimatrice, òmatrix-assisted SIMSò.

sonda

s pevnĨm 

vzorkem,

+3 kV

k MS analyz§toru

paprsek prim§rn²ch 

iontŢ, ~ 6 keV

68

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Ionizace n§razem rychlĨch atomŢ 

(Fast Atom Bombardment, FAB)

Ionizace podobn§ CI (organick® molekuly, mal® peptidyé).

Sestava: off-line i on-line (prŢtokov§ sonda; tzv continuous flow, CF-FAB).

Max. hmotnost ~ 10 000 Da. LOD ~ 10 pmol nebo aģ < 1 pmol (CF-FAB)

Obvykle z = °1.

Vznikl® ionty: ABCH+, [ABC+N2]
+,[ABC+K]+,[ABC+H]-, fragmenty.

Rychl®

atomy Xe

E ~ 5 keV

(+)

(-)

Sonda s vrstvou 

visk·zn²ho solventu a 

analytu

(glycerol + ABC)

69

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Produkce rychlĨch atomŢ(Xe) pro FAB

1. Produkce rychlĨch iontŢ Xe+

2. Konverze Xe+ na Xe: 

Xe+ (rychlĨ) + Xe (pomalĨ) Xe (rychlĨ) + Xe+ (pomalĨ)

3. Eliminace (odklon) Xe+

zdroj 

Xe

5 kV

zdroj 

Xe

Xe+

rychl®

Xe, Xe+
(+)

(-)Xe+

rychl® 

Xe

70
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Zdroj: R. Capriolli

71

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

CF-FAB MS/MS ŚetŊzce a lidsk®ho hemobloginu

HK

Zdroj: R. Capriolli
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Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Fotoionizace (Photoionization, PI)

M + n hn M+ + e-

Nutn§ podm²nka: nhn> IE(M)

Typy fotoionizace

1. Jednofotonov§ ionizace (single photon ionization, SPI) n = 1

2. Multifotonov§ ionizace (multiple photon ionization, MPI) n > 1

Å neselektivn² analĨza vhodn§ pro anorganick® analyty

3. Rezonanļn² multifotonov§ ionizace (REMPI) n > 1 

Å pokud hn= W(energie elektronov®ho pŚechodu M)

Å velmi selektivn² a velmi citliv® stanoven²

Å aromatick® molekuly, barviva, l®ky

73

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Mechanismy fotoionizace

hn hn

hn

hn

hn

e- e-

e-

SPI                               MPI REMPI

IE(M)

74

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

PI

PŚ²klad uspoŚ§d§n²: LD-PI 

PI jako postionizace pro laserovou desorpci

1. Puls desorpļn²ho laseru2. Desorpce obl§ļku (pŚev. neutralŢ) 

3. Puls ionizaļn²ho laseru4. Extrakce iontŢ

+                    - +                    -

+                    - +                    -

75
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Plazmov§ desorpce (PD)

1974 Ronald D. Macfarlane

(R. D. Macfarlane, R. P. Skowronski, D. F. Torgerson, Biochem. Biophys. 

Res. Commun. 1974, 60, 616.; R. D. Macfarlane, D. F. Torgerson

Science 1976, 191, 920.)

ÅPrvn² technika pouģit§ k ionizaci relativnŊ velkĨch organickĨch molekul 

(~tis²ce Da , pŚ. inzul²n, 5735 Da).

ÅĠtŊp z radioaktivn²ho zdroje naraz² do vzorku nanesen®ho na f·lii. 

ÅJinĨ ġtŊp uvolnŊnĨ z rozpadu t®hoģ atomu 252Cf nastartuje z§znam 

sign§lu.

76
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Experiment§ln² uspoŚ§d§n² PD

Zdroj: R. D. Macfarlane, R. P. Skowronski, D. F. Torgerson, "New approach 
to the mass spectrometry of nonvolatile compounds", Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 60, 616-621, (1974).

77
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PD: pŚ²klad

Pozitivn² PD MS ribonukle§zy A z hovŊz² slinivky

(D. M. Bunk, R. D. Macfarlane Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89, 6215-6219)

78

73

74

75

76

77

78
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Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Charakteristika PD

ÅRadioaktivn² zdroj kalifornia 252Cf.Energie fragmentŢ ~MeV.

ÅTvorba molekul§rn²ch iontŢ, iontovĨch klastrŢ a iontŢ s v²ce n§boji.

ÅVhodn® i pro tŊģk® analyty 

ÅNevĨhody

- radioaktivn² zdroj

- zdlouhav§akumulace sign§lu  

ÅPro ionizaci tŊģkĨch analytŢ dnes upŚednostŔov§ny MALDI a ESI.

79
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Laserov§desorpce/ionizace (LDI). 

Laserov§desorpce/ionizace za¼ļastimatrice (MALDI).  

Sprejov® ionizace: Termosprej (TSI). Ionsprej (ISI). 

Elektrosprej (ESI). Desorpļn² elektrosprej (DESI)

3

80
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LDI, MALDI

Laserov§ desorpce/ionizace(Laser Desorption/Ionization, LDI)

S objevem laseru v 60. letech 20. stolet²

Zpoļ§tku anorganick® (R. Honig, Appl. Phys. Lett. 1963, 2, 138-139), 

pozdŊji organick® l§tky (M. A. Posthumus, P. G. Kistemaker, H. L. C. 

Meuzelaar, M. C. ten Neuver de Brauw, Anal. Chem 1978, 50, 985).

Laserov§ desorpce/ionizaceza ¼ļasti matrice(Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization, MALDI)

Vhodn§ pro tŊģġ² analyty, polymery, biomolekuly.

Karas, M; Bachmann, D.; Bahr, U.; Hillenkamp, F. Int. J. Mass Spectrom. 

Ion Proc. 1987, 78, 53 - 68. 

Tanaka, K.; Waki, H.; Ido, Y; Akita, S.; Yoshida, Y.; Yoshida, T. Rapid 

Commun. Mass Spectrom. 1988, 2, 151.

81
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Zdroj:

www.nobel.se

October 9, 2002

ESI

MALDI

82
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1987 Karas & Hillenkamp

melitin

kyselina nikotinov§

m/z = 2845

1988 Tanaka

lysozym 

Co/glycerol

m/z = 100 872 (heptamer)

83
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Schema MALDI (detail)

MALDI

Puls 

laseru

Matrice
Analyt

Vrstva 

vzorku

Plynn§ 

f§ze

84

79

80

81

82

83

84



15

Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Schema LDI (MALDI)

laserovĨ puls

U1             U2

(U1 > U2) pro +

sonda s tenkou 

vrstvou vzorku

MS, obvykle 

TOFMS

85
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Princip LDI a MALDI

1. Velmi kr§tkĨ puls laseru, typicky t ~ ns (LDI, MALDI), max. ms.

Molekuly se odpaŚ² dŚ²ve, neģ se rozloģ².

Ochlazen² expanz²: konverze Evib na Etrans (collisional cooling).

2. Energie je absorbov§na pŚev§ģnŊmatric²(M), ne analytem.

e (matrice) >> e (analytu), c(matrice) >> c(analytu)

Matrice  MH+, M+, M*, fragmenty, ionty fragmentŢ.  

Analyt, rozptĨlenĨ v matrici, se odpaŚuje spolu s matric².

3. Matrice se pod²l² na ionizaci analytuABC.

Matrice je excitov§na po absorbci jednoho ļi v²ce fotonŢ.

Dominantn² ionizaļn² mechanismus = pŚenos protonu:

MH+ + ABC  M + ABCH+.

86
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Poģadavky na matrici (MALDI)

1.Absorbce pŚi vlnov® d®lce pouģit®ho laseru (UV, IR).

2.Tvorba ģ§douc²ch krystalŢ s analytem (empirie).

3.Obvykle kyselina (¼ļinnĨ pŚenos protonu na analyt).

4.Stabiln², nereaguj²c² s analytem, nepŚ²liġ tŊkav§.

Typy matric²

Åaromatick® kyseliny (Karas & Hillenkamp)

Åglycerol s pŚ²davkem jemn®ho kobaltov®ho pr§ġku (Tanaka)

ÅmodifikovanĨ povrch, napŚ. Si - DIOS (Siuzdak), SELDI

87
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BŊģn® matrice pro MALDI

sinapinic acid (SA) gentisic acid (DHB)

(3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid) (2,5-dihydroxybenzoic acid)

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) 3-hydroxypicolinic acid 

(HPA) (3-hydroxy-2-

pyridinecarboxylic acid)

88
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BŊģn® matrice pro MALDI

ferulic acid dithranol (DIT)

(4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid)

2',4',6'-trihydroxyacetophenone (THAP)  2'-6'-dihydroxyacetophenone

89
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BŊģn® matrice pro MALDI

nicotinic acid-N-oxide 2,-(4-hydroxy-phenlyazo)-benzoic acid

(HABA)

trans-3-indoleacrylic acid (IAA)     picolinic acid (PA) 

(2-pyridine carboxylic acid)  

 

90
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Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Matrice - aplikace

peptidy < 10 000 CHCA, DHB

peptidy, proteiny > 10 000 SA, DHB

oligonukleotidy < 3 kDa THAP

nukleov® kyseliny> 3 kDa HPA

syntetick®pol§rn²polymery DHB

syntetick®pol§rn²polymery DIT, IAA

karbohydr§ty DHB, CHCA, THAP

PŚ²davky komatric² (napŚ. monosacharidŢ) ïzlepġen² krystalizace, 

homogenity vzorku, rozliġen², potlaļen² fragmentace

91
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Vlastnosti matrice

CHCA: Ăhork§ñmatrice

peptidy < 10 000 Da

vhodn§ pro PSD (strukturn² analĨza)

DHB: Ăstuden§ñmatrice

univerz§ln² pouģit²

92
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Lasery 

UV-MALDI

337 nm dus²kovĨ laser(nejlevnŊjġ² a nejbŊģnŊjġ²)

355 nm Nd:YAG (3xf)

266 nm Nd:YAG (4xf)

193 nm ArF ... fragmentace!

Pozn.: YAG lasery jsou draģġ², alemaj² delġ² ģivotnost a dosahuj² vyġġ²ch 

frekvenc²(kHz vs. Hz).

IR MALDI

2.94 mm Er:YAG laser

10.6 mm CO2 laser

93
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Vliv energie laseru 

Velmi vĨrazn§ z§vislost spekter na energii laseru, pŚesnŊji na vĨkonu 

vztaģen®m na plochu, tzv. hustotŊ vĨkonu (power density, PD).

Sign§l

(ABCH+)

PD

0

PDT

pracovn² oblast

pokles rozliġen²

fragmentace

94
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Vliv energie laseru

Prahov§ hustota vĨkonu, PDT é vĨkon laseru vztaģenĨ na plochu, pŚi 

kter®m se zaļ²naj² objevovat p²ky iontŢ analytu ve spektru.

PŚi PD > PDT: Sign§l (ABCH
+) = k.PDn, kde n = 4 ï6.

Mal§ zmŊna energie vede k velk® zmŊnŊ sign§lu iontu ABCH+.

V praxi obvykle bŊhŊmmŊŚen² pomalu zvyġujeme energii za souļasn®ho 

posouv§n² terļ²ku se vzorkem a sledujeme spektra z jednotlivĨch 

laserovĨch pulsŢ.  Po zjiġtŊn² prahov® energie nastav²me energii asi 10ï

30% nad prahovou hodnotou a akumulujeme spektra (100-1000) za 

obļasn®ho posouv§n² terļ²ku.

95
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Akumulace spekter

zpravidla zaznamen§v§me prŢmŊr z 100 ï1000 desorpc²

zvĨġen² odstupu sign§lu od ġumu a reprodukovatelnosti

sign§l, S´n

ġum, N ´ãn

sign§l/ġum, S/N ´ãn
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Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

MALDI MS spektrum

Modelov® spektrum vzorku 2 peptidŢ, Pep1 a Pep2

[ABC+H]+, [ABC+2H]2+, dimer [(ABC)2+H]+

adukty s alkalickĨmi kovy a matric² [ABC+Na]+, [ABC+K]+, [ABC+MH]+

fragmenty matrice a analytu, iontov® klastry, napŚ. [M2+Na]+

Potlaļen² matrice ïv ide§n²m pŚ²padŊ pouze p²k analytu.

IontovĨ 

sign§l

0         500                      1000                     1500           
m/z

Na+

K+

ionty matrice, 

fragmentŢ matrice 

a analytu a aduktŢ

ionty 

klastrŢ

Pep1H
+

Pep2H
+

Pep2Na+
Pep1Na+
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Charakteristika MALDI

+ jedna ze dvou nejpouģ²vanŊjġ²ch metod pro biopolymery (vedle ESI)

+ mŊkk§ ionizace

+ jednoduch§ spektra, vŊtġinou z = +1 nebo z = -1

+ pulsn² ionizace (pŚedurļena ke spojen² s TOFMS)

+ limit detekce ~ amol (peptidy, pŚi vhodn® pŚ²pravŊ)

+ rychl§ pŚ²prava a analĨza vzorkŢ

98
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Charakteristika MALDI

- obt²ģn§ kvantifikace (nutnost vnitŚn²ho standardu)

- hled§n² prav®ho m²sta na vzorku

- ļasto intenzivn² pozad² v oblasti n²zkĨch m/z (matrice, fragmenty a 

klastry matrice)

- vz§jemn® ruġen² analytŢ

99
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PŚ²pravaMALDI vzorkŢ 

MALDI vzorek = analyt + matrice

c(analyt) = 0.1-10 mM

c(matrice) = 1-100 mM

terļ²k: ocel, Al, syntetick® polymery

detail 

MALDI

vzorku

www.srsmaldi.com

100
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Z§sady pŚi pŚ²pravŊ MALDI vzorkŢ 

ÅRekrystalizace matrice  

ÅĻerstvĨ roztok matrice

ÅVhodn§ volba solventu (ACN, EtOH, MetOH, aceton, voda)

ÅpH matrice < 4 (¼prava napŚ. 0.1 % TFA)

ÅAnalyt mus² bĨt rozpuġtŊnĨ

ÅPurifikace analytu pŚed MALDI analĨzou

ÅNezn§mĨ analyt ïpŚ²prava s®rie roztokŢ o rŢznĨch koncentrac²ch

ÅNanesen® vzorky jsou obvykle stabiln² (skladov§n² terļ²kŢ se vzorky)

ÅDokonal® oļiġtŊn² terļ²ku

101
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Metody pŚ²pravy vzorkŢ

Åvysuġen² kapky smŊsn®ho roztoku (dry droplet)

Åsm²ch§n² a vysuġen² na terļ²ku (quick & dirty)

Åurychlen² vysouġen² ve vakuu (vacuum drying) 

Ånejprve vrstva matrice v tŊkav®m solventu (fast evaporation)

Å vrstva matrice, pak vrstva matrice s analytem (overlayer)

Å vrstvy: matrice, analyt, matrice (sandwich)

Åkrystaly rozdrceny, pŚevrstveny roztokem vzorku (crushed crystals)

ÅrozpuġtŊn² vzorku v kapce acetonu (acetone redeposition)

Ånan§ġen² na rotuj²c² terļ²k (spin coating)

ÅpomalĨ rŢst krystalŢ (slow crystallization)

Ånan§ġen² elektrosprejem (electrospray deposition)

Åmodifikovan® terļ²ky -hydrofiln²/hydrofobn² rozhran²

102
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Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Dalġ² metody pŚ²pravy vzorkŢ

speci§ln² metody (ES, nan§ġen² ve vakuu, MALDI z aerosolu ...)

mikrometody

mikroterļ²ky, piezoelektrick® pipetory, nan§ġen² z kapil§ry 

velikost ohniska ºvelikost vzorku Ýmaxim§ln² citlivost

vyġġ² hustota vzorkŢ na terļ²ku

vzorek:

1 mm

laser:

50 mm

%.
S

S

vzorek

laser 250
1000

50
2

2

==
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Vliv pŚ²tomnosti sol²

MALDI spektrum vzorku peptidu v pŚ²tomnosti sol² Na a K

odsolen² vzorku nutn® (pŚ²tomnost sol² Ýtvorba aduktŢ ¬, citlivost ®)

0 200 400 600 800 1000 1200

0.0

0.2

0.4

0.6

S
i
g
n
§
l
 

m/z

PepH+

PepNa+

PepK+
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Redukce vlivu sol²

segregace na terļ²ku ... vĨbŊr vhodn®ho krystalupro desorpci

pŚ²davek kyselin (TFA, HCOOH, HCl), NH4sol²

opl§chnut² krystalŢ na terļ²ku

katex na terļ²ku

odsolen² vzorku pŚed nanesen²m: separace, dialĨza, ZipTip (C18)

Na+ (odpad)

vzorek: peptid, Na+

H2O

peptid

(MALDI 

terļ²k)

50% ACN1. 2. 3.

ZipTip

105
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Perspektiva MALDI

MS analĨza poļetnĨch s®ri²biologickĨchvzorkŢ

Åpeptidov® mapov§n² pro identifikac²proteinŢ

(MALDI MS produktŢ enzymatick®ho ġtŊpen² proteinŢ)

Åpeptidy, proteiny, oligonukleotidy, sacharidy

Mikrometody

Spojen² se separaļn²mitechnikami

ÅvĨhodaarchivov§n² vzorkŢ na MALDI terļ²ku

Åuveden² dostupnĨchMS/MS spektrometrŢ pro MALDI

ÅdoplŔkov§ technika k ESI (odliġn§ionizaļn² ¼ļinnost pro rŢzn®

analyty)

106
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MS analĨza poļetnĨch s®ri² biologickĨch vzorkŢ

1, 10, 96, 100, 384, 1536 ... vzorkŢ/terļ²k

384 vzorkŢ/terļ²k

107
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m/z
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1567.36 1750.52

1249.36764.33555.31
2854.351419.39

2612.34

1682.50

3815.521905.46 2358.28

MALDI MS identifikace hovŊz²ho albuminu 

z produktŢ enzymatick®ho ġtŊpen²

Analyt: 1 pmol tryptick®hodigestu BSA, odsoleno pomoc² ZipTipC18 

Matrice: 10 mg/ml CHCA v ACN/0.1% TFA : 70/30

PŚ²prava vzorku: dried-droplet.

MS: Voyager DE-STR
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Hmotnostn² spektrometrie biomolekul

Mikrometody -pŚ²klad

Ekstrom, S., Onnerfjord, P., Nilsson, J., Bengtsson, M., Laurell, T., Marko-

Varga, G. Anal. Chem. 2000, 72, 286-93

(A) ¼prava vzorku a 

d§vkov§n² 

(B) reaktor s 

imobilizovanĨm 

enzymem

(C) mikropipetor

(D) nanovialky (300 x 

300 x 20 mm) na 

MALDI terļ²ku

(E) automatizovan§ 

MALDI-TOF MS

109
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Srovn§n² LDI a MALDI 

LDI MALDI

Ionizace relativnŊtvrd§ mŊkk§

Vzorek pouze analyt analyt v pŚebytku 

matrice

Max. m (Da) <2 000 106

TypickĨ analytmal® organick® 

molekuly, mal® 

peptidy, syntetick® 

polymery

peptidy,

proteiny,

DNA,

sacharidy, syntetick® 

polymery

110
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On-line ionizaļn² techniky

Ionizace za atmosferick®ho tlaku
(Atmosferic Pressure Ionization, API, t®ģ sprejov® ionizaļn² metody)

Spoleļn® znaky

ÅAnalyt: pol§rn², ļasto ionizovanĨ v roztoku.

ÅVyhŚ²van® kapil§ry a jin® elementy iontov®ho zdroje (stovky ÜC)

ÅPŚ²davn® elementy pro zvĨġen² ionizaļn² ¼ļinnosti (svazek elektronŢ, el. 

oblouk)

ÅDiferenci§ln² pumpov§n²

ÅĻasto po pŚedch§zej²c² separaci ...2D separace (MS jako druhĨ rozmŊr).

ÅF§ze ionizaļn²ho procesu:

1) tvorba kapek aerosolu

2)odpaŚov§n² rozpouġtŊdla

3)analĨza iontŢ

111
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Termosprej (TSI)

ÅRoztok vŚe ve ġpiļce kapil§ry, tvoŚ² se kapky, pozdŊji suchĨ aerosol a 
ionty MH+.  Spektra podobn§ jako u CI, pŚevl§daj² molekul§rn² ionty.  Do 
zdroje mohou bĨt vloģeny elektrody ïpŚ²davnĨ vĨkon ïvyġġ² ¼ļinnost 
ionizace.  

ÅElektronegativn² slouļeniny mohou tvoŚit negativn² ionty. (Do komory 
mŢģe byt vloģen pŚ²davnĨ zdroj elektronŢ, aby zvĨġil tvorbu negativn²ch 
iontŢ M-.)

ÅPouģit² tŊkavĨch pufrŢ -prevence zacp§v§n² ġpiļky kapil§ry (NH4Ac).

vyhŚ²van§ 

kovov§ kapil§ra

(~ 200 ÜC)
sprej 

kapek

(-)

eluent z LC 

nebo CE 

kolony

k MS

k mechanick® 

pumpŊ(100 

Pa)
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Ionizace svazkem ļ§stic 

(Particle Beam Ionization, PBI)

Typick§ sestava PBI pro GC a LC.  (zdroj: www.micromass.co.uk )

113
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Ionizace svazkem ļ§stic 

(Particle Beam Ionization, PBI)

Princip

ÅOdvozen od ñgener§toru monodisperzn²hogener§toruò aerosolu: R. C. 

Willoughby, R. F. Browner, "", Anal. Chem., 56, 2626-2631, (1984)

ÅVelmi podobn® TSI a vyhŚ²van®mu  zmlģovaļi. PŚ²davnĨ zdroj svazku 

ļ§stic, obvykle He. Separ§tor He od iontŢ.

ÅPŚ²davnĨ EI zdroj mŢģe bĨt pouģit = vĨsledkem jsou EI spektra (s vyġġ²m 

ġumem v dŢsledku pŚ²tomnosti iontŢa molekul rozpouġtŊdla).

Charakteristika

ÅSpektra podobn§ jako v pŚ²padŊTSI.  V²ce fragmentŢ. 

ÅM®nŊcitlivĨ neģTSI a ESI.

ÅVhodnĨ pro tepelnŊst§l®, neiontov® slouļeniny s nepŚ²liġ vysokou 

hmotnost².
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VyhŚ²vanĨ nebuliz®r

ÅSpektra podobn§ CI, obvykle z§chyt 1 protonu ([M+H]+).

ÅN²zk® procento fragmentace (mŊkk§ ionizace).

ÅVhodn® pro stŚedn² hmotnosti (~2000 Da).

ÅStruktura? ...Nutno pouģ²t pŚ²davnou kolizn² celu (MS/MS).

vyhŚ²vanĨ 

element

Ionty extrahov§ny 

skrz s®rii otvor½ 

do MS 

analyz§toru

plyn

plyn

LC, CE vĨboj

N2

(vysouġen² 

vzorku)

atmosferickĨ 

tlak
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IontovĨ sprej (Ion Spray, IS)

ÅPouze pozitivn² ionty proniknou pŚes elektrody, negativn² jsou odstranŊny.

ÅV²cen§sobnŊ nabit® ionty [M+H]+, [M+2H]2+, [M+3H]3+, [M+4H]4+ atd.

ÅPlnŊn® LC kolony se splitterem, mikrokolony, kapil§rn² kolony.

Ionty 

extrahov§ny 

skrz s®rii otvorŢ

do MS

plyn

plyn

LC, CE

vyhŚ²vanĨ  

element

N2

(vysouġen² 

vzorku)

atmosferickĨ tlak
(-)(+)
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Elektrosprejov§ionizace (ESI)

Electrospray, Nanoelektrospray

* Yamashita, M; Fenn, J. B. J. Phys. Chem. 1984, 88, 4451.

* Yamashita, M; Fenn, J. B. J. Phys. Chem. 1984, 88, 4671.
+ Wilm, M. S.; Mann, M. Int. J. Mass Spectrom. Ion Processes 1994, 136, 167.

Schema

1ï5 kV

inf¼ze, mLC, CE

jehla (kŚemen, pokovenĨ

kŚemen, kov)

pŚ²davn§ kapalina 

(sheath liquid) -

nen² nutn§

atmosferickĨ tlak vakuum

Protielektroda s otvorem, 

"nozzle" (0 V)

vyhŚ²van§

kapil§ra

pŚ²davnĨ plyn 

-nen² nutnĨ

k MS

"skimmer"

100 Pa
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Princip ESI
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Princip ESI

ÅTvorba Taylorova kuģele vlivem elektrick®ho pole.Koncentrace kladn®ho 

n§boje v kuģeli, destabilizace menisku a emise kapek s nadbytkem 

kladn®ho n§boje. 

ÅSniģov§n² objemu a zvyġov§n² hustoty povrchov®ho n§boje kapek d²ky 

vypaŚov§n² rozpouġtŊdla.  

ÅNesymetrick® ġtŊpen² nabitĨch kapek (RayleighŢv limit stability); vĨchoz² 

kapka ztr§c² ~15% n§boje ale jen 2% objemu.  

ÅVelikost kapek: mm nm.  Poļet n§bojŢ v kapce: 105 10.  (Velikost 

makromolekuly ~ nanometry.)  

ÅVznik iontŢ v plynn® f§zi.

ÅSekund§rn² reakce v plynn® f§zi.  

ÅTransfer iontŢ do komory MS.  

ÅNedoch§z² k vĨboji; vĨboj je neģ§douc².
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Proveden² ESI

ÅPŚ²davnĨplyn ïproud N2, vyhŚ²van§kapil§raza otvorem: dokonalejġ²

desolvatace, zabr§nŊn²tvorbyklastrŢ.

ÅKoaxi§ln²proud kapaliny moģnĨ(... pŚ²davn§koaxi§ln²kapil§ra).

ÅRozmŊryjehly: i.d. < 100 mm, o. d. 100 mm ï1 mm, hrot < 100 mm.

ÅVzd§lenosthrotu od protielektrody: 1 ï3 cm.  Tok < 10 mL/min.

ÅNanoelektrosprej: menġ²rozmŊry, bez pŚ²davn®koaxi§ln²kapaliny a 

nucen®hopumpov§n², tok < 100 nL/min.

ÅNote: Nanospray = registrovan® komerļn² oznaļen²
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Proveden² ESI

ÅUspoŚ§d§n² trysky a otvoru 

... oddŊlen² iontŢ od balastu

- v ose (on-axis)

- mimo osu (off-axis)

- diagon§ln² (tilted) a kolm® (orthogonal)

- Z-sprej

ÅPŚipojen² el. napŊt²

- pŚes pŚ²davnou kapalinu (sheath flow)

- kapalinovĨ spoj (liquid junction)

- pokovenĨ hrot kapil§ry (sheathless inteface)
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Vlastnosti ESI

ÅVelmi ñmŊkk§ò ionizace vhodn§ pro biomolekuly.  

ÅVelmi vysokĨ limit max. hmotnosti, m ~ 106 (m/z mnohem menġ²).  

Ionizace tŊģkĨch polymerŢ (i cel®ho viru).

ÅTvorba v²cen§sobnŊ nabitĨch iontŢ[M+zH]z+

"Ob§lka" ve tvaru zvonu.  Typick® pro iontovĨ sprej ļi elektrosprej.

Mezery nejsou ekvidistantn² (narozd²l od izotopov®ho paternu).

PŚ.:

m = 10 000 Da

z 4 5 6 7 8 9 10

m/z 2501 2001 1668 1429 1251 1112 1001

m/z

S
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Tvorba v²cen§sobnŊ nabitĨch iontŢ

+ Vyġġ² z sniģuje m/z Ýlze pouģ²t hmotnostn² analyz§tor s niģġ²m limitem 

max. hmotnosti i pro ionty o velmi vysok® hmotnosti.

+ Ke zjiġtŊn² m a zstaļ² pouze 2 sousedn² p²ky:

(m/z)n = (m+n)/n

(m/z)n+1 = (m+n+1)/(n+1)

+ OvlivnŊn² n§boje z ?

ÅpH roztoku: pH®Ý z¬

pH¬Ý z®, negativn² n§boj pŚevl§d§

Åb-z§Śiļ, jinĨ zdroj  e-(z§chyt e- analytem Ý z®)

- Spektrum smŊsi sloģitŊjġ² (ale mŢģe bĨt vyhodnoceno).Jedna l§tka je 

pŚ²tomna v nŊkolika form§ch a d§v§ nŊkolik p²kŢ ve spektru ...komplexn² 

spektra, sn²ģen§ citlivost.

- Ļasto dalġ² p²ky, napŚ.adukty [M+Na]+, [M+K]+ atd.
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ESI

ÅAplikace elektrick®hopole (nozzle-skimmer) Ý fragmentace ve zdroji.

ÅK objasnŊn²struktury -pŚ²davn§komora pro kolizn²disociaci zaprvn²m
MS.

ÅSign§lv ESI je z§vislĨna koncentraci analytu, c(analyt); pŚivelmin²zkĨch
koncentrac²chje z§vislĨnal§tkov®mmnoģstv²analytu (nanoelektrosprej).

ÅSign§lŬc(analyt) (10-7 ï10-3 M), pŚivyġġ²chc se rŢstzpomaluje (plato).

ÅNanosprej (nanospray) ... komerļn² n§zev
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Faktory ovlivŔuj²c²ESI

ÅTyp analytu

Å Jehla, sprejovac² ġpiļka(rozmŊry, uspoŚ§d§n²)

ÅNapŊt² mezi jehlou a protielektrodou

ÅSpotŚeba roztoku(solventy, additiva, soli, iontovŊ p§rovac² reagenty)

ÅPrŢtok vzorku, pŚ²davn® kapaliny a suġ²c²ho plynu

ÅTeplota ¼st² kapil§ry
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Z§sady v ESI

ÅPouģit²tŊkavĨchpufrŢ:

- CH3COOH

- HCOOH

- TFA (kyselina trifluoroctov§)

- NH4
+ soli tŊkavĨchkyselin

ÅKoncentrace sol²< 20 mM

ÅVystŚ²hatse pouģit²s²ranŢ, fosf§tŢ

ÅPravo¼hlĨnebo Z sprej mohou ļ§steļnŊpomoci v pŚ²padech, kde se 

nelze Ś²ditvĨġeuvedenĨmiz§sadami.

ÅPro pozitivn²ionizaci pKa (elektrolyt) < pKa (analyt) ï2

ÅPro negativn²ionizaci pKb (elektrolyt) < pKb (analyt) ï2

ÅDŢkladn§pŚ²pravavzorku = snazġ²analĨza

odsolen², odstranŊn²surfaktantŢa dalġ²chpŚ²mŊs²
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PŚehlednejpouģ²vanŊjġ²ch API technik

ÅNejpouģ²vanŊjġ² API techniky v organick® analĨze: ESI, APCI a APPI

ÅAPCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionization)

- pneumatickĨ zmlģovaļ

- reagent = solvent(mobiln² f§ze), aditiva ... podobn® CI

- energie pro uskuteļnŊn² reakce:

- elektroda pro koronovĨvĨbojpŚedvstupn²motvorem

- vyhŚ²vanĨ zdroj

- nulov®napŊt²na jehle (rozd²l oproti ESI)

ÅAPPI (Atmospheric Pressure Photoionization)

- pneumatickĨ zmlģovaļ

- UV vĨbojka (napŚ. kryptonov§) pro fotoionizaci

- nulov®napŊt²na jehle (oproti ESI)

- vyhŚ²vanĨ zdroj, pŚ²padnŊ dalġ² pŚ²davn® elementy

- APLI: bud²c²m zdrojem je laser
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Pouģit² ESI, APCI a APPI

Schematick® zn§zornŊn² aplikaļn²ho pouģit²
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DESI

Desorption electrospray ionization

- elektrosprej v desorpļn²m proveden²

- interakce s povrchem

- pŚ²klady aplikac²: l®ļiva v tablet§ch

kokain na bankovk§ch

metabolity na pokoģce

- ġirok§ skupina ambientn²ch technik (DART, MALDESI, LAESI ...)

Z. Tak§ts, J. M. Wiseman, B. Gologan, R. G. Cooks Science 306, 471 (2004)
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Analyz§tory. Z§kladyiontov®optiky. WienŢvFiltr.  Energetick®

analyz§tory(E). Hmotnostn² analyz§tory. MagnetickĨsektor (B) 4
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III.  Hmotnostn² analyz§tory

ÅZ§klady iontov® optiky.  Simulace pohybu iontŢ.

ÅEnergetickĨ analyz§tor

ÅHmotnostn² analyz§tory

ÅDetekce iontŢ

ÅZ§klady vakuov® techniky

ÅSpojen² separace ïMS.  Ļipy

ÅNov® techniky/technologie
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