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Studi jn2 materi 8l
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Aplikace MS

AnalTza biologickich | 8tek:
AProteiny, mapovsgn2 peptidT, pepti d
AAnaliTza peptidT7 (ditsudrsidalv® miicd ik
ANukl eov® kyseliny

A Sacharidy

An al Tyataiickis c polymerT

A dalg?...
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lonizaln2 metody a nktodyor

Doutnavi viboj (GD)
Elektronov§ ornizace (El)

Chemick8 ionizace (CI)
Induk|l nD v&§zan® plazma (I CP)
lonizace rychlTmi atomy (FAB)

lonizace (SIMS)

Thermosprej (TSI)

lonsprej (IS)

Elektrosprej (ESI)

Pl azmov§ Desorpce (PD)

Laserovs Desorpce (LD)

Laserov§ desorpce za %%l asti matrice
Spojen2 separace a hmotlimeooff-t inAesplekp
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Struln8 historie hmotnd

1803 Daltonova atomov§
Aihmota se sk§d§ z at
atomy maji stejnou
é ne tak docel a:

DTkaz izotopT:
-spektroskopi e: nepa ) @ ar
..vygaduje kvalitn2 p~A j

-MS: snadn® stanoven?

/,-/,, Dkl
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Hmot nostn2 spektr on

Z8kl ady i on$Siom®l ao@pe i xghybu iontT, S
Energetick® analyz8tory

Magnetickl sektor

Kvadrup-1lovi analyz8tor

lontovi cy+#T-MS)ron (I CR

lontov§ past (I1T)

Time-off | i ght hmotnostn? spektrometr (
Nov® hmotnostn? spekt-TOF mET-TOF.: Orbit
Tandemov§ hmotnostn2?2 sp®ktrometrie
Kol iznhD indukovan§ disociace (CID)
PovrchovhlD indukovang§ disociace (SI D
Fragmentace ve zdroji (ISF) a mimo zdroj (PSD).

Principy vakuov® techniky
Detektory a detek|n2 elektronika
Chromatografie - MS (on-line, off-line, in-line MS)
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Doutnavi viboj jako i

188006s :drudmkaevss viboj

vrstva iontti

/ U~700VDC
+ : boj% - I~1mA
Hy+Hyr - (HY) + H,
(H) - Hy+4hn
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Prvn2 hmotnostn2 spe

1911 J. J. Thomson: Parabola MS (Phil Mag. 1911, 21, 225)
fPaprsky p o z i eléktgny® 1913

s elektrodam
duta katoda

magnet
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Nvakuové
pumpa

Do ut nvailvbvdNie p SliTorr, dut § k,anagmet a
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Prvn2z hmotnostn2 spe

Fotografick§ deskidNgaNe dat ébtogr af

22Nt 20Nt
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Struln8 historie MS ve

1940 C. Berry: Elektronov§ ionizace (Electron Impact, El)
Strukturao r g ani <lkd wlheni n

1950-70 MSpou g2 ke$rn o u katnuarl d2zga ni <lkd wlhe ni n

1980+ Anal f Bagkdvelmit NG kotekuld 2 kpvimni zal n
me t o dBAB, PD, ESI a MALDI

Dnes MSprok v al i,tsa triukikka ant ianaaliTvzne

Gi r gk 8K ame r |hnmocthn o sstpreka lr omet r T
MSne z by prmadn a |l & zgia ni abkiTocl ho gmaekul ¢ h
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Z8kl adn2z koncepty hmot ngd

Hmot nostn2 spektrometr

pS2stroj, kterT z analyzovan® | §tky
hmotnost, p $ egpsmidhimotnosti a n§boje

Soul| §sti spektrometru
1.Komora s iontovim zdrojem (zaS$2zen
optika)

22Hmotnostn2?2 analyz§tor (iontovs§ opt
3.Vakuov® pumpy (n2zk®, vysok® a ult
4. f2d2c? a vy Hektnika, saftwaeec 2 e

Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 17

14

Magnetickl sektor s ener

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

Magnetickl sektor s energetickim an
) selekce
kinetické ;
- analyza _
(+) energie hmotnosti | 7= f(M/2)

™)

zdroj B
gterbina + + +
extrakce
a fokusace
VIt gi Ba op n?2 cThstariozenatdo p1930
Nobel ova cena za projevhowvoéod 1934:
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Hmo t n o spekbrdm

lontovl smgngl vs.

lontovl signgl

proud, |]asto pSkevbdenl n@ hagdhotky
normalizace sign8lu: intenzita nejv

normalizace iont ov ®h o ls ign8§lu

m WL

Mass/Charge
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Hmot nostn2 spektru Pougti ® zkratky
Hmotnost, m n I12sel ng8 kon®dentrace (m
am.u., u, Da(Dalton), pol et atomovich hmotnos | proud (A), tok (m-?)
|2selnn rovnT mol &§rn2 hmotnosti T teplota (K)
o p tlak (Pa, Torr)
m/iz-%| i nn§8 hmotnost, Th (Thomson) R rozlidgenz (
f frekvence (Hz)
Pol et n&boj T, .
pol et element8rn2ch n8boj T iontu w 1/4h|0v§,frekv1¢nce (radls, s
obvykle R a znak pS2m® YmDry
vijimky, nap&>¢tlektrosprej: | LD det ek | nt2®@PD limit df detection (obvykle mol, g, M)
SIN pomRDr sign§l u-toknoigeuatod ( si gnal
lonty: pozi ti wmelkatioaty aamignayt i v n?2 , RSDrel ativn2 smRrodatn§ odchyl ka (r
Hmot nost n?2 s p askspektoosk®pia. i e,
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19 22
Vybran® veliliny v hmot Izotopov® paterny organick
Hmot nostn2?2 rozligen? Il zot opy uh99% kQ,1% 13C

M2ra separace dvou pSilehlich p2kT.

P jako funk | hl 2k v mdlek
DvhD definice: atern jako funkce polt u u o V[ vV mdblekidet 0o m

- 12 13
1. FWHM (full width at half maximum), R = m/Zm C: 99% C 1% =C
2. Max. hmotnost, pSi kter® lze je C,: 98% 12C12C 2% 12C13C 0.01% 13C13C
hmotnost 2. Cy 97% 12C12C12C 3% 12C12C13C  0.04% 12CI3C1C 10+ % BCICLC

Energie iontu
A Joule, J
A elektronvolt, eV

Bi nomiScdh §
Rel ativn? viskya | ehk®ho izotopu,

atomy mis.ted ekalrPnVolty m2stol®Ioul | Rel ati vn3g@hlos kiydottopu,
jednoduchost: urychl ovac2E=neoeWt 2 5 Pol et atomT, n
vhodn®rmrvang&§n2 s ener gi 2seinoenrigzial nf2o, Nap$ pro n = 2: (a+b)? = a2 + 2ab + b?
Tlak, p Monoi zot opi ckdbseH wjkesl han® atomy ve
1 atm = 760 Torr = 101 325 Pa = 1,01325 bar = 14,70 PSI (u org. molekul obvykle atomy C - pouze izotopy 12C)
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20 23
Pougti ® zkrat ky lzotopov @at erny organicklT
hmotnost molekuly (u, a.m.u., Da) Relativnz viskyt mol ekul v %
z polet n&poj; ( Cert  ¥Ceo 100
miz %) i nn8§ h(ho Thonsan), slang: hmotnost, hmota 12¢, 13C 66

e element8&rn2 MHAboj (1.6x10 12c.13¢ 21
58 2

U naplx 2 (V) 12¢. 136 .6
E intenzita elektrick®ho pole (V/m, C'12057 3 160
W energie, pr8ce (eV, J) 100 100

. IZC 13C 110
v rychlost iontu (m/s) 12 9913
r  polomrzak$ ven2 ( m) Ce'C, 60
L dr§ha (m) 12Cq,13C, 22
| st#dn?2 voln§ dr&ha molekuly (nor mal i zov § monoirotopick® nsollekyly /pouze 12C/ = 100 %)
t | as, doba (s)
s

s rgi§ o v TTmfp (m) Se stoupplStcgwE bit monoi zot op inerk§
s2 s rggo v IT &(m?) TznTch forem jsou porovnatei n®p$gklr
m redukovang hmotnost (a.m.u., Da,
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citlivosti
WS ok @B EK® spr §vn@®izzstanov

-Snggn?
-Nutnost

+Pougi t 2 i zot @p2oovH csh avnndiatr d

PS2kl ad

Spept/pddteinT s pomRDrem zastoupen?
C:H:N:0:5=30:45:6:6:S

PraktickVidepad izotd

f

Molecular formula: C90H135N18018S3 Resolution: 20000 at 50%
%Int.

R =20 000

CaoHasNgO6S CooHooN1201,S,

CooH135N 1501655 CigoH270N36O36Ss - - - nav2c ukBz§&n

C270Ha0sN54054Sg  CagoHsaoN272 0272512

Co0oH1350N1800180S30 C1500H2700N3600360S60

Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 25
25

1852.9
100 18519
80
1853.9
60
40 1854.9
20 1855.9
0 1857.9
1852 1854 1856 1858
Mass/Charge
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Molecular formula: C30H45N606S Resolution: 20000 at 50%

Molecular formula: C180H270N36036S6 Resolution: 20000 at 50%
%Int.

3705.9

100

80

60

40

20

3704 3706 3708 3710 3712 3714
Mass/Charge
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%Int.
617.3
100
80
60
40 618.3
20
619.3
0 6203 6213 6223 623.3
616 617 618 619 620 621 622 623 624 625
Mass/Charge
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Molecular formula: C60H90N12012S2 Resolution: 20000 at 50%
%Int.
1234.6
100
80 1235.6
60
40 1236.6
20 1237.6
0 A 1239.6
1234 1236 1238 1240
Mass/Charge
Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 27

Molecular formula: C270H405N54054S9 Resolution: 20000 at 50%
%Int.

27

5559.8
100
5560.8
80 5557.8
5561.8
60
5556.8 5562.8
40
5563.8
20| geesg 5564.8
0 /\ /\ 55668 5508
5555 5560 5565 5570
Mass/Charge
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Molecular formula: C360H540N2720272S12 Resolution: 20000 at 50%
%Int.

Molecular formula: C180H270N36036S6 Resolution: 500 at 50%
%lnt.

13414.4
100
80
60
40
20
0
13405 13410 13415 13420 13425
Mass/Charge
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3706.6
100
80
60
40 Dm/z ~9
20
0
3695 3700 3705 3710 3715 3720
Mass/Charge
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Molecular formula: C900H1350N1800180S30 Resolution: 20000 at 50%
%Int.
18533.4
100

80

60

40

20

18520 18530 18540
Mass/Charge

Molecular formula: C180H270N36036S6 Resolution: 2500 at 50%
%lnt.
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3706.2
100
80
60
40 Dm/z ~ 4.5
20
0
3695 3700 3705 3710 3715 3720
Mass/Charge
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Molecular formula: C1800H2700N3600360S60 Resolution: 20000 at 50%
%Int.

Molecular formula: C180H270N36036S6 Resolution: 5000 at 50%
%lnt.

37066.0
100
80
60
20 Dm/z ~ 12
20
o]
37050 37060 37070 37080
Mass/Charge
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3705.9
100
80
60
40
20
0 3718.0
3695 3700 3705 3710 3715 3720
Mass/Charge
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Molecular formula: C180H270N36036S6 Resolution: 10000 at 50%
%Int.
3705.9
100
80
60
40
20
0 3717.9
3695 3700 3705 3710 3715 3720
Mass/Charge
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V2 cen8sob@intynabi t

ATypi ckT vp $%eklisasd:®iodly [M+aH*t ztelektrospreje
"“"Obsg&l ka" ve tvaru zvonu.
AMezery nejsou ekvidistantn?2 (naroz

S

PS. - m/z

m =10 000 Da

z 4 5 6 7 8 9 10

m/z 2501 2001 1668 1429 1251 1112 1001
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Co mTgete S2ci o tomf

Pozn: Jedn§ se o | §8st hmotnostn2ho s.p{

Hodnoty m/zbyly wurl eny0% toleranc?

S | 10003 {10007
10000 | | 10010

m/z
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II. lonizaln 2t

Neg&douc?2 jevy
Ansrust tlaku v

Aadsorpce | 8tek
RozdRDlen2 wvzorkT
ATekut® vzorky

plynn® vzorky

ATuh® vzorky
tNDkav® (|l ehk®

vzorek (atm. tlak) VY vzorek (vakuum

Aochlazovsn2z a mrznut2 vzorku v dTs

kapaln® vzorky (kapalni analyt,

net Dkav® (pol §rn2, polymern2 | §t

echni Ky2 av zarvig

iontov®m zdroji
ze vzduchu (nap$. v

podl e skupenstv?

sloul eniny)
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ZaviBh® vVvEor k
-li . ventil at
Offl»lne iontov !i-OJn
On-line (vakuum)
In-line

vzorek

Polet zavs8dNDnTch
A1 vzorek

Avzce vzorkT
As®riovn (diskr
Aparalelnn

tsnin 2
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'
k pumpni

vzor kT

®tn2 vzorky nebo s

41

naplx 2 m.
Typick8 energie:

+15V

komora

k

Hmotnostn2 spektromet

El ekt r onzasceSEl (Electron impact)

Kl asicklg?2i ormichai ka.
Elektrony emitovan® ze ¢ha®d®tve |l kIl §k

Energie elektronu, E(€)= ur yc hl B&wvacx?2 nn8abpo j (1).

pSvod pl ynumlrAB& oV en®@m

70 eV.

svazku Bl ektron¥®% (

rie biomolekul 42
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Mechanismus EIl

Interakce elektronu s molekulou analytu ABC:
e(rychlT)y ABCARE(pomal ®)
Visledn§ rovnice,

ABC - ABC* +e

je charakterlnzZoe®ra gii(ABCABL,

lonty ABC*sp& byt kem energie se mohou d§lI
(ABC*)" - AB*+C, A+ CB* atd.

StupeRf r agment ace z§8vi s7 E@panasirekugi i el
analytu:
a)E(e)~ionizaln? pot¥mnwiofFlba mol eul §rn2c

|
lonizah? potenci 8l jednoduchT
b) E(e) >>ionizaln 2  p ot ¥ fraginehtace.
Typ fragmefPt a@e st §lukt ul@einy apodobnptt u; s
strukturou maj? |Ipédeohpr&tfamagment a
Interpretace spekter. Knihovny spekter (> 100 000 spekter).

dH2edr gani
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Mechanismus El

Prahov§ eARéppgdrance energy)p$ gs%® objev? da
fragmenty, a@husdeaBAT t v
ABC - ABC*+e" lonizaln 2 e nABCgH@BC)
ABC- AB*+C+e Prahov§ enhABAB)e AB
AE(AB*) = LH(ABC) + D(ABC*) Dissocialn2 ener gbh(ABCAHABC

el ektronT pSi prTchodu ply
pr ouddup %il epkrt T comold un ténkod vrsivil kowe s

Absorpce
Pbytek
analytu:
dl = -acldx,
po integraci:
1= 1, eraox,
Il proud elektronT (A)
¢ koncentrace molekul ABC, (cm?3) (c = p/RT)
xtlougSka vrstvy (cm)

aprTSe?d @cmnal ogi evlamberf-Beceireonvtiu z §k o
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Chernfick-§ i"onbDa tcr‘éa.’\(TCI\thmwjl.nl’J v i

plazma (ICP). 1-6 n'i z'a-¢ie < ‘ry'c'hl T nidnizawe o my

(SIMS): -Fotoionizace (Pl). Pl a’z.mov/8 Desorpce

Chemick§8 ionizace

20. | ®t a 2O0Dempsterol et 2 A. J.
Tengtilont ovi zdroj jako pro EI plus r
Reaktivn2 plyn (RH)

CH,, butan, H,, NH; atd.

P(ABC) < 10* Pa

p(RH)~0.1Pa (I ~0.05 mm, mnoho k o | vie zd?oji)

Mechani smus tvorby iontT

a) produkce RH*

e(rychl -)RH*+2RH pomal T)

b)p®&nos n8boje

RH*+ ABC - RH+ ABC*

Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 46
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Mechani smus tvor¢oy) i on

) p&nos protonu (bN 9y g 2 )

RH*- R+H* PA(R) protonov§ a

ABC + H*- ABCH* - PA(ABC)

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

LE< O0: exotermn2, preferovang§

[E << 0: p&bytek energie ABC* Y fragmentace ABC*,
[E<O0,[E- 0:ABC*aABCH'p® v | &daj

+kvantitativn2 anallza
+ molekulov§ hmotnost ABC

reakc

strukturn

+ vysok8 ionizaln? % innost (ABC)

-¢8dng§ inform&ce o struktu
Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 47
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Kolize molekul pSi

St2dn? volng8 dr&ha molekuly

St®dnz dr8ha, kteroukamraz? iont mezi
| =(Cep &)

| ¢m) = 0.66/p(Pa) (pouze h r u ddhad)

Poletk ol i z2

2 = ps(BKT/(pr))Y2

mr e du k ohwatmog, m= (m,* +m,1)?

skol ipzdTmnDr

s2pr T $elekuly

Cl:10'5% k o I, v ¢ 8 d ko& i Z4d |i m2ABG)t

Por ov rCBvs El

+silnf) 2 gn§l

-Vy §3u m

+ celkovlv y gp@rafx SIN (LOD o r g a n i lc&tFegh
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Negatéetvermhi ck8& ioniza
Tengtilont ovi zdroj jako pro EI plus r
Mechanismus
1.Produkce term8ln2ch (pomalich) el g

e(rychl F)RH*+2RH pomal T)
W( p o ma)l~B/2 kT
T~400KY E~0.1eV
2.Z8chyt elektronu
ABC +e - ABC
P®dnostnDusloujenin s el ektronegati vA&d)i
LD ~pg
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Zaveden?2 wvzorku pro

1Plyn/tNDkavg kapalina

AAnal T za zbyt k@esidualyasmialysis'T
otevSenl iontovi zdp(komora)=ppymo Se s

AEl uent ze sepd3CaMSn? kol ony
Probl ®m: VysoklT proud plynu z kIl as
a)oddNl en?2 a (sditbsplitter)f r a k ¢ 2

b)rozhran? {fradejrfaxehez Serugen?
Jtryskovl separ§tor4lipj_\;
(particle beam) kolona — —Ms
pro obohacen2 ABC “——/‘F‘

v nosn®m plynu l

vVyg§aM@Be>>M(nosil) vakuov§

Zaveden?2 wvzorgkky pr o

3. Net Dkav® | 8t ky
- Vel k® mol ekuly
- Mol ekuly s mnoha pol §rn2zmi skupina
é mnoho zaj2mavich sloulenin (prote

aPS2prava tNDkavih&lsl éemniv st Bndardni
Vhodn® pro MnolDO@RBail y s
PS2klad: esterifjOda®EQOCRCOOH + CH

b)Pougi t?2 jlohagiacle®v desor plVvzor ek ova
sondD je vsunut do iontov®ho zdroj
elektronT se vzorkem v kondenzovan

c)Jin® ionizaln? techniky
AMDkkS80 ionizace: produkce mol ekul
tepel n®mu FABR Eldkttosptejj. aser ov® desor pl

..He jako nosni plyn pumpa
Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 50
50

Zaveden?2 vzorgkds Ppr o
i)membr §nov® -iavedénteanal ytu pSe
oddRl en2 nosn®ho plynu pomoc2 m

c)pS2mi vstup z kdmiilg§grn o&C nlosIndrh
2.TnNkavi, term8lnhn stabiln2 pevnl

PS2mPogen? vzo( kkloa &endhi ka, oc ¢

do spektrometru doch8z2 k jeho odp
Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 51

51

Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 52
52

Anorganick® iontov®
Doutnavi viboj

Term§ | ihizace
Induk | nnD v plasna ®

Dal g2 techniky vhodn® pro anallzu a
desorpc e, jsou pougiteln® i pro organ
zm2nlDny pozdNji

Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 53

53

Doutnavli viboj

Prvn2 iontovi zdroj (J. J. Thompson
AnalTza peviniethvykloe kvodi vich.
P&sn§ a cel kem RSD+1%iLOB~1ppbal T z a:
Viboj pvlo0a): Arrvyge§ 2 at omy klkwvaorkiva z d
pozdy i je ionizuj?2 na M

(-) vstup do
hmotnostn?2ho
analyz8toru

vzorku

anoda

Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 54

54




aven|®0l
Pa
sk || —kMS

gh
v

*) Q)

Ter m8l n2 ioni zace

ICP

101 kPa
+
£
, +/ 4+
_—_— & +++
Plazma ———

AObvykle 3 vakuov®
Avel mi
Alonty s
ANerovnovggnl

jedn2zm n8ghb
syst®

Hmotnostn?2 spektrometrie

100 Pa

stupnh (diferenc

Yal i n m@I*)h(Mgy) Z98 & E0%.

ojem pSevl s8daj 2.
m.

bi omol ekul 58

58

Vzorek nanesen na vl &knhD; vlI8&8kno od
VypaSovs&n2, atomizace a ionizace:
MX (s)- MX(g)- M(g)+X(q)
M(@)- M'(@+e (vl 8kno)
Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 55
55

Term8l n?2 ionizace

° M(g) Saha-Langmuirova rovnice
n(M*)In(M) ~ exp[(W - IE)/(KT)]
Pracovn?2 fuBkp&~Kewu

M*(g)
Kov K Ca Fe Zn
IE (eV) 46 60 7.8 94
(Wi IE) (eV) 05 -15 -39 -54
“inn® sl ab®

1TS vis§kna (s
odpaSije a ionizuje vzorekp$ | i g rychl e.
Stabi |l nnNj g2RSD mouee 001% !t ok (
Ugiteln® pro stanoven?

(

r o8kl ambas jtedd ohtouyl: §

izotopov®ho

Diferenci§ | n

2 pumpov§8n?

zdroj

I

pumpal pumpa

Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 56
56
Indukl nNv § z apla®ma
(Inductively Coupled Plasma, ICP)
plazmovbzvkallkp 1 P 1P
ho$ k OOO 0 a 00 Pa 0.1Pa
aerosol ____ |
vzorku
Ar, 1L/min / [eXeXeXe) m m
|onty
radi §l nz tok |e otvor %

10 L/min atomy

1. Desolvatace MX (aq, aerosol)
22VypaSen2 MX (s)

3. Atomizace MX (g): disociace na M(g) a X (@)
4. lonizace na M+ (g)

Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul

fferenci §l

57

57

101 kpy 1k Pa)lOO PE) 1Pa
iont@vT MS

!

2 pumpa3

-l asto poongeptwaMBT k
-pougit u technik ionizace pSi at mo
Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 59
59

ICP
Supersonick8 tryska
Ghavs§ plazma (5000_K) proud?2 dovnit
rychlost 2. N§8hodnl pohyb atomT na
girokou distribuc? kinetick® energi
translaln2 rychlost?2. UvnitS se at
vel mi Yzkou energetickou distribuc?
Distribuce je pozdhji n ar u gbarrelsshoskr § g
MachTv). di sk
Plinng ionizace
90-100 % vNDtginy prvkT ionizov8no (v
Vhodn® pro stanoven? jzotopov®ho za

odchylka).

Nevihody
Anevhodn® pro
Ainterference

Hmotnostn?2 spektrometrie

ur| ovgn?

struktury mo

bi omol ekul 60

60
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ICP

lonizace polem (Field lonization, FI)

Vysok®
Odstranin 2

elektrick® pBEPH'MMmzIi o0s

tr T mi

el ek Srzomut unreiltovim jevem.

Detekl|ln2z | imity

1 ppt (kvadrup-1)

10 ppg (magnetickl sektor)

pr o sr ov-ABSa?AAS: pp@ Pppb

ppm ppb ppt ppg

million 106 billion 10° trillion 1012 quadrillion 1015

Interference

1.Nespektr§ln2

Posun ionizaln2ch rovnov8h v dTsl ¢

snadno ionizovatelnlch prvkT atd.
2.Spektr8ln?2

lonty izotopT

Il zobarick® molekul 8rn2z ionty
Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 61
61

Spektr8ln2z interferdg

Tvorba mol ekuTlv8GPn2 ch i ont

1. Plyn plazmatu a |‘eA?, AiHeA®AC, AT o

atd.)
2. Vzorek nebo
3. Chemi ck3§ Tpoonziazdg@e, O C, M, hatd.)

2

3 Studen® pl azma
4. Kolizn2 cela
5

Spektrometr s vysokIm

Odstranth2 spektr 8l n2ho rugen?
1. Matematick® korekce (naps$.
Desolvatace aerosolu (pap$.

s o | v e'nGlO*,(NDY @aoi, lhO"at®.) i

ze zn
vymr

(lInéehat@tmpnzmDny
(t er hmalcihz arcoev nioovngthT),
rozligen2zm

Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 64
64
Desorpln2 ionizaln?

LDI Laser Desorption/lonization

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 lon Mass Spectrometry
1976 A. Benninghoven

MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
1988 M. Karas & F. Hillenkamp, K. Tanaka

Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 62
62
Spektr8lnz interferd
PS2klady izobarickich iontT a rozli
Izotop Rug?2 c? Rioadti gen?
39K 38ArIH* 5690
40Ca A0Ar+ 71700
4K A0ArTH* 4890
44Ca 14N14N160+ 970
12C150150+ 1280
52Cr 40ArL2C 2380
S6Fe 40Ar160* 2500
SAs 40Ar3SCl+ 7770
80Se 40Ar40Ar* 9690
Pozn.: vygg?2 rozligen2 | asto znamen
Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 63

Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 65
65
Desorpce polem (Field Desorption, FD)
H. D. Beckey, Int. J. Mass Spectrom. lon Phys., 1969, 2, 500-503
Vzorek je r@asendo ov&Hmggaesmi t or, Jghave

viI 8kno se speci glnn

vel mi
odstraniDny

Analyty jsou tvoSeny ve
E>10°V/m;elekt r ony j sou

Lasto |l ze sledovat
-terlm® i onizaci
- elektrosprej ...b Dhem nanggen?

doprovodn®
kapal

Vhodn® pr orgamiocka | cihz ua nNMW.x2 fDa s

Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul

63

upravenim povr

vysok®m

vonif

ioni z

nTch

66

66
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Field lonization. Field Desorption

surface of emitter

Produkce rycThXe)pmhFARt om

1L.Produkce rychlTch iontT Xe

2. Konverze Xe* na Xe:
Xet(rychl T) +-Xee ((poneadil(Tp) mal Xk

3. Eliminace (odklon) Xe*

deOJ ZdI’OJ

+ rychl®
I ® ——— Xe, Xe* Xe*

. . — . OOUN e—
Zdroj: Bernhard Linden SE13000x A105
Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 67

MSsekund8r n2 cH i ont
(Secondary lon Mass Spectrometry, SIMS)

€ lonizace ionty paprsek prim8rn2g

/ iontT, ~ 6 keV
‘ ~k MS analyz§8tor

sonda

s pevnim
vzorkem, —
+3 kV

APr i mgontssazekmT gleTstk enaqv &8l e jilopografie

p r vvedrku, "MS image”. Ro z | ivgyegngg?go p t i cskk®ehroo v § n
(svazekpr i m§i phlzef ®z@ o s +NB). t

AProdukty é pSedeatuynymneut m8lékaly? t @ignty. P $2 padn
postionizace mo ¢ nn8a pf@&oionizace p o molaséru.

A nor gaivircgkagnd rcklgvg as | eldbme P‘bloﬁolymery za

Y| a mdtrice, omassi gsted S| MS

Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 68

68

l oni zace n8razem rych
(Fast Atom Bombardment, FAB)

+)
Rychl ®

atomy Xe
I : E ~5keV

Sonda s vrstvou
visk-zn2ho|solventfu a

analytu _—
(glycerol + ABC) )
lonizace podobng§ CI (organick® mol e

Sestava: off-line i on-line (prTt o k o v § s contthwous flawz GF-FAB).
Max. hmotnost ~ 10 000 Da. LOD ~ 10 pmol nebo ag < 1 pmol (CF-FAB)
Obvykle z="° 1.

Vzni kl ® i tRABGHN,]"|ABOZK]*[ABC+H], fragmenty.

Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 69

69

rych
Xe /
xet () ’ |
5 kv
Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 70
A
50 Standard FAB S
°
s v' N .qu l\/\ "“Ul JU ij/ a
M»‘ v,r'\\J\J“ L,,_,»\‘\, )
0 - — o
13914
] Continuous-fiow FAB E
It x
| o
50 a
7]
(%]
=
oL W v J m
1360 1380 00 1420 E
Zdroj: R. Capriolli mjz e
Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 71
CF-FABMS/IMSSet Dzce a | i dsk®h
—X 50 X 1.0

Phe-Leu-Ala-Ser-Val-Ser- The-Val Leu Thr-Ser-Lys

wyy

L

tf x|nm|v. \‘ Ly A e

100 200 300 400 S00 600 700 800 900 1000 1100 1200
HK

Zdroj: R. Capriolli
Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 72

72
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Fotoionizace (Photoionization, PI)

M+nhn- M*+e-
Nut n§ podhms2IB(Ma :

Typy fotoionizace

Pl azmov8 desorpce (

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.)

APrvnz techniozacirpeoluagtiitven k viel kT ch o
(~tis2ce Da , pS. inzul2n, 5735 Dal

AGp z radioaktiavm@®»Bo zodkaj @anesen®

AJinipuyto! efmphdut ®ho g %WCfmmstartuje z
sign8l u.

Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 76

1. Jednofotonov§ ionizace (sni=digle ph
2 Multifotonov§ ionizace (mu3ltiple
A neselektivn2 analilza vhodn§ pro
3. Rezonanln2 multifoton®¥8 ionizace
A pokudhn=W(energie elektronov®ho pS$
Avelmi selektivnz a vel mi citliv
A aromatick® molekuly, barviva, | @
Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 73
73

76

Mechanismy fotoionizace

Experiment§8l n2 uspo$

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).

Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 77

IE(M)
SPI MPI REMPI
Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 74
74
PI
PS2klad uspePS5§d§n? LD

Pl jako postionizace pro laserovou desorpci

1.Puls desorpln2tRa IDesemrpce obl 8| ku

+ - + -
3. Puls ionizal n#.hoExXtarseekcue iontT
| 1
h4 ' -— !
1 i
'
+ - + V-
Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 75

75

77

PD: pS2zkl ad

> L

.'.;. | 2+

5 ‘ Meay M2

E ol I

p Ml | i

Ve ] e
2500 5000 7500 10000 12500

Mass (m/z)

Pozi PDMSribonukle§ zy A z hovhDz2 slinivky

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

Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 78

78
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Charakteristika PD

ARadi oaktivn2 22@rEmjerigalei ffavavgime nt T

ATvorba molekul §rn2ch iontT, iontov

AVhodn® i pro tNgk® analyty
ANevihody
-radi oaktivn2 zdroj

-zd | ou hakum@aces i gn§l u

APro ionizaci tRgkTch analytT dnes

Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 79

@ The Nobel Prize in Chemistry 2002

“far the developmert of methods for ideniification and structure
analysss of biological macromolecules'

“far thei
o meose o mes pehomchle o ermen:
analysss of biological macromolecules' resonance

spectrascopy for

determining the thres-
dimensionsl structure
of kiclogical
macromelecules in
solion”

MALDI

ESI e —

79

L a s e r deso8pce/ionizace (LDI).

L a s e r desofpce/ionizace za¥s| a snitiice (MALDI).
Sprej ov® iTeomosprep @®l): lonsprej (ISH).
Desorpl nz ®ESYktr,ospru«

Elektrosprej (ESI).

80

LDI, MALDI

Laserov§ des or (haser Deisaption/orzetien, LDI)
S objevem laseru v 60. | etech 20. s

Zpol 8t ku anRlidogig ApplcRhy®. Létt. 1963, 2, 138-139),
pozdRji organick® | &8tky (M. A. Pof§
Meuzelaar, M. C. ten Neuver de Brauw, Anal. Chem 1978, 50, 985).

Laserovs§ desorpa e¥li anti ifMameAssisted easer
Desorption/lonization, MALDI)

Vhodng& pro tnNgg2 analyty, pol ymery,

Karas, M; Bachmann, D.; Bahr, U.; Hillenkamp, F. Int. J. Mass Spectrom.
lon Proc. 1987, 78, 53 - 68.

Tanaka, K.; Waki, H.; Ido, Y; Akita, S.; Yoshida, Y.; Yoshida, T. Rapid
Commun. Mass Spectrom. 1988, 2, 151.

Hmot nostn2 spektrometrie biomolekul 81

Jnn . Fenn Koichi T‘a\naka Kurt Wiithrich
@14 of the prize D 174 of the prize @ 1/2 of the prize
usn Japan Switzeriand
Zdroj: irgin Shimadzu Corp.  Eidgandsische
www.nobel.se ”:m*zv:hA e, Jspen Ei&ll;‘piswss
October 9, 2002 T Tehelogy
EZZ%‘J;?‘L"W
Hmotnostn2 g am; b 1959 ;1.:3:’ <ul 82
82
éz 1987 Karas & Hillenkamp
s (M H" iti
) 2845 melitin
A kyselina nikotinovg
g |~ ) N m/z = 2845
™ we s mw #w sm
Fig. 7. Matrix-LD spectra of mellitin/NicAc accumulated from 12 single laser shots.
N .
§ Accumdaton: 500times
1988 Tanaka
z lysozym
g Colglycerol
3 m/z = 100 872 (heptamer)
&
40000 50(‘)00 60!‘)00 |00|000
miz
v {i;u‘.;xluzul:‘.‘:;y ::‘ln‘rjnuunl)um'« spectrum of lysozyme from chicken s 1y i o mo | e Kk u | 83
Schema MALDI (detail)
mal o Qa4 O 4 Plynn§
O o @) fg8ze
s O le)
o 7 OO Puls
QO laseru
M
0o o O Anca)lyto(%/latnce
\ 0000
ONWO 00 QUNVISFRIO"  viswa
O oY) O 0000
OO0 O 00 O vzorku
(e} 00000
00000 00 0O
Hmot nostn?2 spektrometrie biomolekul 84

81
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Schema LDI (MALDI)

laserovi puls
—é ; | | MS, obvykle
y TOFMS
sonda s tenkou
vrstvou vzorku J

U U,
(U;>U;) pro®

Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 85

85
Princip LDI a MALDI

1L.Vel mi  kr &t kT, typickyl t s nsi(LDIs MALDI), max. ns.

Mol ekuly se odpa$2 dS$2ve, neg se r

Ochl azen? exp &y dRE,, (cdlisiona coalieg).

2. Energiejea b s o r b opvSenvagan I (M); rfe analytem.

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

Matrice - MH*, M*, M*, fragmenty, ionty fr

Analyt, rozptilenl v matrici, se o
3.Matrice se pod2]2 AB& ionizaci anal

Matrice je excitov&§na po absorbci

Domi nantn? ionizabBS2nmechani smus 3

MH* + ABC - M + ABCH".

Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 86

86
Pogadavky na matrici (MALDI)

1.Absorbce pSi vinov® d®l ce pougit®h
2Tvorba ¢g8douc2ch krystalT s analyt
30bvykle kyselina (% innl pSenos pr

4Stabiln?, nereaguj2c? s

Typy matric2

Aaromati ck® k y&dHildnkampy
Aglycerol s
povr ch :DI®SaPikdak), SELDI

(Karas
pS2davkem jemn®ho

A modifikovanT

Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul

anal ytem,

kobal

87

BNDgn® matrice pro M
sinapinic acid (SA) gentisic acid (DHB)
(3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid) (2,5-dihydroxybenzoic acid)

o
HC., o]
© \)LOH HO
OH
HO
o OH
CHz
a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) 3-hydroxypicolinic acid
(HPA) (3-hydroxy-2-
- pyridinecarboxylic acid)
OH
WOH y ‘
% OH
HO i H ﬁ/

N )

Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 88
88

BNDgn® matrice pro M
ferulic acid dithranol (DIT)
(4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid)

o] OH ? OH

e 900
HO
i
CH;
2',4' 6'-trihvdroxvacetophenone (THAP) 2'-6'-dihydroxyacetophenone
o
1l
C—CH, OHO
1l
Ho o @%HHE
OH
OH
Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 89
89
BNDgn® matrice pro M

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

(HABA)
T o
I
(\/EC\OH C—OH
i COH

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

(2-pyridine carboxylic acid)

il
H C—OH
N s =

Cc=C
<, St
N N~ "G—OH

H

Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 90

87

90
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Matrice - aplikace

peptidy < 10 000 CHCA, DHB
peptidy, proteiny > 10 000 SA, DHB
oligonukleotidy < 3 kDa THAP

nukl eov®>RBkDael i nHPA

syntetick® pol§ r pdlymery DHB

DIT, IAA

DHB, CHCA, THAP

syntetick® pol§ r pdlymery
karbohydr 8ty

PS2davky komatric?

(nlap@Bgenronborsyastha

homogenity vzorku, rozligen2, potl
Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 91
91
Vlastnosti matrice
CHCA: Ah o rmagide
peptidy < 10 000 Da
vhodn§ pro mSDafaltTau&) ur
DHB: A's t u dneatrice fi
univerz8Iln2z pougit?
Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 92
92
Lasery
UV-MALDI
337 nm dus? kejlevhty taaebO 9y g2 )
355 nm Nd:YAG (3xf)
266 nm Nd:YAG (4xf)
193 nm ArF ... fragmentace!
Pozn.: YAGlaseryj sou dr amgg2 ,gebghost a dos
fr ek veinws.2Hz).
IR MALDI
2.94 mm Er:YAG laser
10.6 nm CO, laser
Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 93

Vliv energie laseru
Vel mi virazng z8§vislost spekter na
vztagen®m na plochu, tzv. RRDstoth
Signégl fragmentace
(ABCH")
pokles rozligen?
0 pracovn?2 obl ast
PD
PD;
Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 94
94
Vliv energie laseru
Prahovs§ hust ®®D@ wilkomu,l aseru vztagse
kter®m se zal2naj? objevovat p2ky
P&D>PD;: Si ghn§1)=kPABKI¢HN =47 6.
Mal 8§ zmhDna energie vede k vélk® zn
Vpraxiobvykle b DhimdSen? pomalu zvyguj eme
posouvg8n?2 ter|2ku se vzorkem a sl ¢
laserovich pulsT. Po zjigtNDn2 pir g
30% nad prahovou hodnotou a akumulujeme spektra (100-1000) za
obl asn®ho posouv§&n2 ter]| 2ku.
Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 95
95
Akumulace spekter
zpravidla zaznamen®v@éee porTpndr 2z 1
zvigen?z odstupu signg§lu od gumu a
si g8,
gunN’ an
si gn§ISING Bm,
Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 96

93

96
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MALDI MS spektrum

Model ov® spektrum vzeaHRem, 2 pep

ionty matrice,

lontlovfiffragmentT maxtr";,eu’l}]f|+
T

signﬁ; a analytu a adu Pep,H*
ionty
K* klastrT
ne i
H 50:) 1000 .1500

m/z
[ABC+H]*, [ABC+2H]?*, dimer [(ABC),+H]*
adukty s al kalickT mi * ABG+K*, ABORMH]*r i c 2
fragmenty matrice aanalytu,i ont ov® k3$[dsNafy, nap
Potlalenivmadeg§mcem pS2padh pouze p?2

Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 97

PS2prmMaALD!I vzor kT

MALDI vzorek = analyt + matrice

c(analyt) = 0.1-10 nM

c(matrice) = 1-100 mM

terl2k: ocel, Al, syntetick® pol yme

97

Hmotnostn2 spektrometrie biomolekul 100

Charakteristika MALDI

+jedna ze dvou nejpoug2vanBjg2ch me

+mNDkk8& ionizace

+jednoduch8§ spektra, v-Dtginou z = 4
+pulsn2 ionizace (pSedurlena ke spd
+limit detekce ~ amol (peptidy, pSi
+rychl 8 pS2prava a anallza vzorkT
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Z8§sady pSi pS2pravhn M

A Rekrystalizace matrice

ALerstvi roztok matrice

Avhodn8 volba solventu (ACN, EtOH,
A pH matrice < 4 (Yprava nap$ 0.1 % TFA)

AAnalyt mus2 bit rozpugtnhnfd
APurifikace analytu pSed MALDI anal
ANezngmi igprS&lpytava s®rie roztokT o r
ANanesen® vzorky jsou obvykle stabi
ADokonal ® oligtnnz terl| 2ku
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98

Charakteristika MALDI

obt2gn8§ kvantifikace (nutnost wvnit

hl ed&8§n?2 prav®ho m2sta na vzorku

-lasto intenzivn?2 ponizéhtice fragméntya st i
klastry matrice)

-vz8jemn® rugen? analytT
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101

Metody pS pravyTvzor k

Avysugen? kapky sdidsopi@ho roztoku (
Asmzchg§n2 a vysuwgaadityna ter| 2ku (
Aurychlen? vysowgemdyingje vakuu (
Anejprve vrstva mat r ifastevaporattolk av ®m s
A vrstva matrice, pak vrstva matrice s analytem (overlayer)

A vrstvy: matrice, analyt, matrice (sandwich)

Akrystaly rozdrceny, p S erushesl trystels) y  r of
Arozpugtnn2z vzor kacetune kedepositon)ac et onu
Anang8gen2 na wsmitcajng)c? ter| 2k (
Apomal T r T sstow kystyllgatia) T (

Ananggen? el edettmsprayplepesjtieym (
Amodifikovah®dtef| PRy/ hydrofobn2 r g
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Dal getodypS pravyTvzork
speci 8l nz2 metody (ES, nan8gen? ve v

mikrometody
mi kroter| 2ky, piezoelektrick® pipe
velikost ohniska © velikost vzorku Y ma xi m&81 n2 ci tl i vo

vygg?2 hustota vzork

2
ﬁ:%:o.zs%

laser: S 100

50 nm

—0<«—
Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 103
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VIiiv pS2tomnosti s

MALDI spektrum vzorku peptidu v

0.6]
=
=4
0.4
-
0.71 PepH+
‘ PepNat
+
00 i TR M, JhrerK

|
0 200 400 600 800 1000 1200
m/z

odsolen2 vzorku nwttn®o r(bpasS »acilivokn®Ts t

Hmotnostn?2 spektrometrie biomolekul 104

104

Redukce vliivu sol

segregace naievhd#én®herodesoppat al u
pSdavek kyselin (TFA, HCOOH, HCI), NH,s o | 2

opl §chnut?2 krystalT na ter] 2ku

katex nater|2 k u

odsolen? vzorku pSed nanZpSie@32)m: sep

1. 2. 3. 50% ACN

| ZipTip @/ %/
\ (ALDI
l

terl 2k)
Na* (odpad)
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vzorek: peptid, Na*

Perspektiva MALDI

MS analiza p®rlbwiogidkd kvhz or k T
Apeptidov® mapov§n2 (pmteinTi denti fikac?
( MALDI MS produktT enzymatick®ho
A peptidy, proteiny, oligonukleotidy, sacharidy

Mikrometody

Spoj e rséparalen 2 mchnikami

Av T hoachivov §n2z v MALDKtEr haku

Auveden2 dwmSMGpspbektrometrT pro M
Adopl Rkovs techniioizal K2 EBl i (pndst gp
analyty)
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106

| MS anapdlzétcth s®ri2 biolo

‘1, 10, 96, 100, /@BH2k1536 ... Vvzo

7384 vieorlkeTk T

107

MALDI MS identifikace h
z produktT enzymatick

100 143047 163951 22644

a0
wea
=%
c
p=
(2]
0
s |usaw
2 106750
1567 36f1750.52
5060 166250 sasas
ar 7603 .
ﬁ. il }n wlldy uﬂlx N ‘l‘ﬁ‘}“‘“ e "1 L n A
8500 12000 9000 20500 %0 “0ss0
m/z
Analyt: 1 pmol tryptick®hdi gestu BSA, odsodgeno pomo
Matrice: 10 mg/ml CHCAv ACN/0.1% TFA : 70/30
PS2prava vaopeku: dried
MS: Voyager DE-STR
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Mikrometody -p $2 k | ad

(A) apr ava vz
d§vkov§gn2

(B) reaktor s
imobilizo
enzymem

(C) mikropipetor

(D) nanovialky (300 x
300 x 20 nm) na
MALDI ter

(E)aut omati z
MALDI-TOF MS

B ‘ Automated
C Y | MALDLTOF

D E
Ekstrom, S., Onnerfjord, P., Nilsson, J., Bengtsson, M., Laurell, T., Marko-
Varga, G. Anal. Chem. 2000, 72, 286-93
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Termosprej (TSI)
vwh$ van§

kovov§ cprej | §r|a

(~ 200 (L) kapek
elul;entCzELC — K mecha
e — pumph (100
kolony Pa)

kws O

ARoztok vSe ve gpilce kapil&ry, tvo
jonty MH*. Spektra podobn§ jako u CI,
zdroje mohou bltipHagehyivwekeka rialdiy
ionizace.

,&Elektrone,gativm2 sl oul eni nBokamork o u
mTge bytpS2ldoagvendj zel ektronT, aby =z
iontl ] M

APougit2 tDkpvédceanpafzdcp8§venz , Agpil
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Srovng8n?2 LDI a MAL

LDI MALDI
lonizace relativnDt vr d § |mik k §
Vzorek pouze analyt analyt v p®bytku
matrice
Max. m (Da) <2 000 106

Typickl apmaly& or ga n|ipeptd®
molekuly, ma | ® proteiny,
peptidy, sy nt et [ﬁ\lh ®

l oni zace svazkem | §
(Particle Beam lonization. PBI)

Typick8 sestava @dsof: wpvmicroraSs.caukl C.
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polymery sacharidy, sy nt et if c k
polymery
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Online ionizaln? te
|l oni zace za atmosferi
(Atmosferic Pressure lonization, AP
Spole| n @&naky
AAnalyt: pol8rn2, |asto ionizovanl
AvwwhS$S2zvan® kapil §ry a jin® eldmenty
APSz2davn® elementy pro zvigen? ioni 3
oblouk)

ADi ferenci §l n2 pumpov§gn?

ALasto po pSedch§zRjseparsepar@ds | a
AF8ze ionizaln2ho procesu:

1) tvorba kapek aerosolu

2odpaSov&nz rozpougtndl a

|l oni zace svazkem | §
(Particle Beam lonization, PBI)
Princip

AOdvozen od figenernz®itdymmemghodiudparr
Willoughby, R. F. Browner, ", Anal. Chem., 56, 2626-2631, (1984)

Avel mi podobmev anS@mgavalvzyml PS2 davni zd
|I§8stic, obvykle He. Separ8tor He od

APStavni EIT g drioti tpoou vi sl edkem jsou
gumem v dBstloemnnkouF api mo lomk uldlal.ozpougt

Charakteristika
ASpektra podolhm@iSlako W2cie fragment
AM®hRci t | g ™8iaESle

AVhodnT pinDet §k@el neieaninytsoep®| $ Gowysok
hmotnost 2.
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3anallTza iontT
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114
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VyhS2vanl nebul i zd Princip ESI

vwh$ vanTl B
element
plyn — ~ @ |3
-'."vlbo lonty extr g
LC, CE J skrz s®rii ®® f
plyn — i do MS EEEEEEEEE
‘[ analyz8tor g
atmosferickT N,
tlak (vysougen?
vzorku)
ASpektra podobn8 ClI, obwHlRle z8chyt
AN2 zk® procento fragmentace (mDkkS§
Avhodn® pro stSedn? hmotnosti (~200 °
AStruktura? ..Nut no poug2t pS2davnou koliz *
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115 118

a

lontovl sprej (lon

vwh$ van’
element
plyn — < E |:|

lonty
LC|CE extrahovs§
i ﬁg |:| skrz s@ri
l do MS
atmosferlckli) (_I) k
N
(vysougen?2
vzorku)
APouze pozitivn2 ionty proniknou pS$

AVzceng§sobnh na b,i[M+&H]2, [MASH], [NI+MH]*HEd.
APl nnNDn® L Gesklitetemnymi krokol ony, kapil

Needle tip
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Elektrosprej o vofizace (ESI) Princip ESI
Electrospray, Nanoelektrospray ATvorba Taylorova kugel eKovnlcievnetm aeclee
ngboje v kugeli, destabilizace men
* Yamashita, M; Fenn, J. B. J. Phys. Chem. 1984, 88, 4451. kl'adn®ho n§boje.
* Yamashita, M; Fenn, J. B. J. Phys. Chem. 1984, 88, 4671. ASni govgn2z objemu a zvygovegn2 husto
*Wilm, M. S.; Mann, M. Int. J. Mass Spectrom. lon Processes 1994, 136, 167. vypaSovgn2 rozpougtRdl a.
ANesymetrick® gthDpen2 nabitich kape
Schema kapka ztr8c? ~15% n8boje ale jen 2
jehla (kemen, p o k o v e Rrbtielektroda s otvorem, AVelikost kapek: mm - n m. Pol et n§bdejll. (Welikésta p c
kemen, kov) nozzle” (0 V) makromolekuly ~ nanometry.)
infYze, mLCT—CE, m—/“kMS Avznik iontT v plynn® f8zi.
pS davnsg i Vyh;van5|mer Asekundg§rn2 reakce v plynn® f§zi.
(sheath liquid) - 1i 5 kV / kapil §r% ATransfer iontT do komory MS.
2 t 5 7 - -
nen® nutns pSdavnl plyn ANedoch8z2 k viboji; viboj je negsd
atmosferi cREMT 1 3K 4BdPa vakuum
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Proveden? ESI

AP $2 d alynri Tproud Ny, v y h $ 2kveamni&a®tvoem:dok onal ej
desolvatace, z a b r §tmobpR | ast r T

AK o a x ipfoudrkdpaliny mo g (.ip $2 d kwm& ik&Ilpn)@ &r a
AR o0 z mijehly: i.d. <100 nm, 0. d. 100 nmi 1 mm, hrot < 100 nm.
AV z d 8| ewota sdtprotielektrody: 17 3 cm. Tok < 10 mL/min.

ANanoelektrosprej: me n § ® z mBazp $2 d &0 @ ® ikdpalimyza
nucenm®hmop o yté&kr 200 nL/min.

ANote: Nanospray = registrovan® k omer | n2 oznal en?
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Proveden? ESI

AUspo$g§dg&n2 trysky a otvoru
oddRl en2 iontT od balastu
- vose (on-axis)
- mimo osu (off-axis)
- diagon8ln2 (tilted) a kolm® (ort

- Z-sprej

APSipojen2 el. napnt?
- pSes pS2davnou kapalinu (sheath
- kapalinovi spoj (l'iquid junction

- pokoveni hrot kapil §ry (sheathle
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Tvorba v2Zcen8sobnh na

+Vy gg2? z miziwilguej epoug2t hmotnostn2 an
max. hmotnosti i pro ionty o vel mi
+ Ke zmagzgsttlen|22 pouze 2 sousedn? p2k

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

(MV2)qy = (M+n+1)/(n+1)
+ OvlivnnDa?2 n8boje
ApH roztoku: pH®Y 2z~

pH-Y z®& negativn2 n&boj pSe

Abz§Sil|, j-i(ri§chandyep Y ze&)
-Spektrum smRsi sl ogitnNjg2ledalae | BT &

pS2tomna v nhkolika form§ch.lomBive
spektra, sn2gen8 citlivost.

-Lasto dal @%du?[MHNal*, [M+K]* atd.
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ESI

AAplikace e | e k t r fole (nd@teeskimmer) Y fragmentace ve zdroji.

AKobj asstrukiory -p S2 d &omorg prok o | idigooigcizap r v n 2 n
MS.

Asi g wBSljez § v inaKoricentraci analytu, c(analyt); p Selmin 2 z k T
koncentjgzagvinail §t k ann®ny samalyté (nanoelektrosprej).

ASi g §@nalyt) (1077 10° M), p Sriy ¢ gc?se rh T gpbmaluje (plato).

ANanosprej (nanospray) ... komerl n2 n§zev
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Vlastnosti ESI

Avel mi fAmnNDkk8&80 ionizace vhodn§ pro

Avel mi vysokT | i mit Orazxmn ochhneom nnoesnt gi2,)
lonizace tnNgkich polymerT (i cel ®h

ATvorba v2cen8sob[MiHftabi tTch iontT
"“"Ob&l ka" ve tvaru zvonu. Typick®
Mezery nejsou ekvidistantn2 (naroz

125

Faktory ovlivRu j ESt 2

A Typ analytu

A Jehla,sprej ovac?2(r gpinDkwn, QJspoS$S§d§n?
ANapntz mezi efktrddbuou a proti

AsSpot Se b a (solventyt additiva, soli, iont o v D p §eagentyd c 2
APrTtok vzorku, pS$S2davn® kapaliny 4
ATeplota Y%st2 kapil 8ry

S

- m/z

PS.:

m =10 000 Da

z 4 5 6 7 8 9 10

m/z 2501 2001 1668 1429 1251 1112 1001
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Z8sady v ESI

APou gintkza piud:m T
- CH,COOH
- HCOOH
-TFA (kyselinat r i f | u)oroctov §
-NH, solit Nk a wysadirh
AKoncentrace s 0 € 20 mM
AVyst Séphaaugictrdmp f 8§t T
APr av onélolZisprej mohou | § s t epdpmoddvp S2 p a Hde seh
nelze$2dl v ede zEmiadami
AProp o z i toizachpK, (elektrolyt) < pK, (analyt) i 2
APron e g a tidnizadi pK, (elektrolyt) < pK, (analyt) i 2
ADTk | apd$?8p vzerkuzs naagal | z a
odso,oedrs?t r anhhaladah gofSc2hmns 2
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DESI

Desorption electrospray ionization

- elektrosprej v

- interakce s povrchem

- pS2kladyl ®pilveaw2tablet&ch
kokain na bankovk§ch
metabolity na pokogce

- girok8 skupina ambientn2ch

Y power supply Atmosphectc il of Fig. 1. Schematic of typical DESI
Soivent v e experiment. The sample solution
was deposited from solution and
dried onto a PTFE surface, and
> 5 methanol-water (1:1 containing
1% acetic acid or 0.1% aqueous
acetic acid solution) was sprayed
at a flow rate of 3 to 15 ul/min
under the influence of a high

"y on wanater e
1 Nebuzer capstary

Surtace
- Frooly moving
sample stage in air

Z.T a k 83t M. Wiseman, B. Gologan, R. G. Cooks Science 306, 471 (2004)

{4 kV) voltage. The nominal lin-
ear velocity of the nebulizing
g5 was set to 350 m/s

techni

desorp|l n2Zm provedenr

i

127

P&hlednej poug2vanhj g2ch
ANej poug2vannj g2z API

AAPCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization)
-pneumaticki zml goval

- reagent=solvent( mobi Il n2 f §ze), aditiva
-energie pro uskutelnlNn?2 reakce:
- elektroda prok o r o nval vbpo§ evcs t u poivGrem
-vyhS$S2zvanil zdroj
-nul ona® Rajehle( rozd?2 |

oproti ESI)

AAPPI (Atmospheric Pressure Photoionization)
-pneumatickl zml goval
-UV vibojka
-nul ona® Najehle (oproti ESI)

t e cEBSh ARCYaAPPloTr g

( nap Sotoiokizagi pt onov§) pro
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-vyhs$2vani zdroj, pS$S2padnn dal gz p
-APLI bud2c?2m zdrojem je | aser
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» Pougit2z ESI, APCI g
o
Schefmatick@ zn§zornNn2 aplikaln2ho
o
I
s o7 N
@ : 3
> i '
o i '
S i 3
x H '
o i
° i
£ ;
polarita
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. Hmot nost n?
Azskl ady iontov®
AEnergetickl analyz§tor
AHmot nostn? analyz8tory

ADet ekce iontT

Azskl ady vakuov® techniky
ASpoj en2 sieMpSar aclé py
ANov ® t e/tebhndldgie
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opti ky. Simul ace

132

anal yz§

132
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