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Spojeni (sprazeni) hmotnostni
spektrometrie a separacnich
technik



* Analyza slozitych smeési (nejdrive separace, poté analyza)
* Vyhody on-line oproti off-line usporadani
— pracnost, Casova narocnost, separacni ucinnost)

Technické problémy spojeni:
« rozdil tlakd mezi hmotnostnim analyzatorem a analyzovanymi latkami
vstupujicimi do iontového zdroje za atmosférického tlaku (tj. 10° Pa)
- kvadrupdl ¢&i iontova past 103 Pa = rozdil nejméné 8 radu
- TOF (vakuum 10-° Pa = rozdil 10 radu)
- FTICR (vakuum 1019 Pa = rozdil 15 fad
» velky nadbytek plynu (GC; v kapilarnich kolonach 1 ml/min) nebo kapaliny
(HPLC; az 1 ml/min) = musi byt odstranény pred vstupem do vakuové cCasti
pristroje



Spojeni plynové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie (GC/MS)

v soucasné dobé zcela rutinni metoda

spojeni kapilarnich kolon (prutok cca. 1 ml/min) s konvencni elektronovou
lonizaci (El) nebo chemickou ionizaci (Cl)
— pro souCasné vakuové pumpy neni problém odCerpat nosny plyn
(v minulosti se pro spojeni GC/MS s naplfiovymi kolonami s vyS$Simi prutoky
nosného plynu pouZzivaly ruzné separatory, jejichz cilem bylo odstranéni
nadbytku nosného plynu pred vstupem do iontového zdroje a analyzatoru)

pouzivané koncentrace u GC i MS jsou obdobné, idealni pro detekci

El (elektronova ionizace) umoznuje srovnani namérenych spekter s
databazi spekter (stovky tisic spekter) a nasledné kritické posouzeni
porovnani — knihovny!!!



Spojeni GC s MS
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GC/MS

» vetsinou ve spojeni s elektronovou (El) nebo
chemickou ionizaci (Cl)

» nejbéznejsi hmotnostni analyzatory pro GC/MS:
» Q (cca 1.5 mil. K&), IT (3 mil. K&), TOF (5 mil. K&), QqQ (6 mil. K&)

» obvykle ve spojeni s kapilarnimi kolonami

» prutok helia jako nosného plynu fadové 1 mi/min staCi odCerpat
vakuove pumpy

» Vv praxi hlavné porovnavani s knihovnami spekter
(parametry shody)

» malo se vyuzivaji moznosti MS



Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie (HPLC/MS)

Rozdily ve spojeni MS s HPLC nebo GC

Vahad

* 1 ml/min kapaliny X 1 ml/l nosného plynu = technicky naroCnéjsi

* uionizacCnich technik pracujicich za atmosférického tlaku (ESI,
APCI, APPI) se mobilni faze se pfimo ucastni ionizaCniho procesu

* u mekkych ionizacnich technik neni mozné porovnavat spektra s
knihovnami
* neexistuji
 [iSi se podle ionizacCni techniky, pracovnich podminek (mobilni faze), typu
pristroje
— proteomicke knihovny
— omezeneé, napf. zakazané drogy, pesticidy apod.; vétSinou MS/MS
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lonizacni techniky pro HPLC/MS

v" ionizacni techniky pracujici za atmosférického tlaku (API)
— Ionizace elektrosprejem (ESI)
— chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)
— fotoionizace za atmosferického tlaku (APPI)

v' ionizace a desorpce laserem za ucasti matrice (MALDI)
— on-line nebo off-line spojeni

v' konvencéni elektronova ionizace (El) s pouzitim Particle Beam
prevodniku

— meéneé obvyklé, specifické aplikace (El knihovny spekter)

v minulosti dalSi techniky (dnes se prakticky nepouzivaji):
— Ionizace termosprejem (TSI)
— ionizace urychlenymi atomy ¢i ionty (FAB/FIB)



Volba ionizacni techniky
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lonizace za atmosférického tlaku
(Atmospheric Pressure lonization, API)

V souCasné dobe bézné a rutinné pouzivané 3 ionizaCni techniky (ESI,
APCI, APPI) pracujici za atmosférickeho tlaku.

Prilomova metoda pro spojeni HPLC/MS s obrovskym potencialem v
radé oboru (chemie, biochemie, |€karstvi atd.)

Techniky ESI a APCI jsou standardem pro komeréni HPLC/MS
systémy, APPI je vhodnou alternativu pro nepolarni nebo velmi
labilni latky

Vznikaji pfevazné ionty se sudym poctem elektronu (existuji vyjimky)

— pfi zaznamu kladnych iontu: [M+H]*, [M+Na]*, [M+K]* (vétsina
slouCenin, pomeérné univerzalni)

— pFi zaznamu zapornych iontu: [M-H]- (slou¢eniny obsahujici sulfo,
karboxy, (poly)hydroxy nebo nitro skupiny, halogenované slouceniny,
organokovy, atd)



lonizace elektrosprejem (ESI)

produkce iontd zacina s nabitymi polarnimi analyty v HPLC
rozpoustedle

LC eluent je rozprasSen (nebulizovan) do komory za atmosférického
tlaku v pritomnosti silného elektrostatického pole a vyhratého
susSiciho plynu:

Eluent — Spicka jehly — vysoké napéti a tlak proudu plynu —
aerosol nabitych kapének; odparfovani — nabity analyt migruje k
povrchu, kapenka exploduje — mensi nabité kapénky

kdyz aerosol analytu dosahne kritického rozmeru (10 nm) — ionty

analytu vytrzeny z kapenky do plyne faze; tyto ionty jsou pritahovany
a prochazi skrz kapilaru do hmotnostniho analyzatoru

Vhodnost: velké biomolekuly (proteiny, peptidy, oligonukleotidy);
maji Casto vice nez 1 naboj, proto Ize analyzovat az 150 000 (3000

m/z)
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Aplikace ESI — uréeni My, proteinu

Cytochrom ¢

Molecule  Absolute Relative

Abundance Abundance

[M + H]+ 5550378 90.47

Component Molecular Average
Mass Mass
A 12362.4 12362.4
Intens. Component A Detail

b Actual Charge Isotppic
x10% ] 1;5;3('2‘) Peak Mags
1.50 : (M} HI+)

T 589.8 21+ 123p5.7

T 619.3 20+ 123p6.7

1 651.6 19+ 123p1.9

4 687.8 18+ 123p4.0

- 728.2 17+ 123p2.7
1.25 | 1595-‘1(2) 773.6 16+ 123p2.0

. 17+ (A) 825.0 15+ 123p0.6

T 728.2 883.8 14+ 123p9.5

. Molecular Mass ([M + H]+): 13362.4
1.00 - 15+ (A) Average Mass ([M + H]+): 12362.4

: i 825.0

] 18+ (A)

: 687.8
0.75
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] 21+ (A)

589.8 14+ (A)
0.25 8838
1168.9 1237.8
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Predicted
Peak

589.8
619.3
651.6
687.9
728.1
773.6
825.0
883.8

Std. Deviation: 0.529952



Chemicka ionizace (APCI)

oproti ESI tvofi ionty v plynné fazi (spis nez v HPLC eluentu) —
analyt musi mit urcitou tékavost

HPLC eluent je zmlzen ve vyhfivané komore (analyt i solvent
vyparen)

korénovy vyboj ionizuje pary rozpoustédla (,vybijené” elektrony)
— ionty rozpoustédla predaji naboj molekulam analytu
chemickymi reakcemi (chemicka ionizace)

Vhodnost: Siroka oblast polarnich a nepolarnich latek,
Mw mensSi nez 1.500, ne pro nestabilni latky,
normal-phase HPLC, protoze vétSinou nepolarni latky

Heater
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S = solvent molecule

Corona discharge needle M = analyte molecule
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Fotoionizace (APPI)

Velmi podobna APCI — ,vybijeci“ lampa produkuje fotony v Gzké oblasti
ionizaCnich energii (opatrné zvolena k ionizaci co nejvétsiho
mnozstvi molekul analytu a pfitom k minimalizaci ionizace molekul

rozpoustédla) — vzniklé ionty jdou skrz kapilaru do hmotnostniho
analyzatoru

Zdroj UV — kryptonova vybojka
Na rozdil od ESI a APCI bézné vznikaji ionty s lichym poctem e-

Pouziti: velmi nepolarni nebo labilni slou€eniny v porovnani s APCI
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Mobilni faze pro HPLC/MS

Maximalni Cistota vSech rozpoustedel, odvzdusneni,
filtrace

NE netékave pufry a aditiva

Tékavé pufry a aditiva — v nizké koncentraci (pokles
odezvy)

— Kyselina mravendi, octova; octan amonny (5 mmol/l)

— TFA méné vhodna (,ion-killer”)

RP-HPLC — hlavné ESI (acetonitril, methanol,
Isopropanol; voda)
NP-HPLC — hlavné APCI a APPI

— v mobilni fazi musi byt urcity obsah (>5%) proton-donorniho
rozpoustedla, napr. 2-propanol,

prutoky 1 ul — 2 ml/min

— ESI 1 ul—1mi/min

— APCI 200 pl — 2 mi/min



Sheath Liquid
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Spojeni HPLC/MALDI-MS

o Off-line (nejcastejsi)
— Nanaseni kapek eluentu ze separacni kolony na MALDI terCik
— TerCiky s hydrofilnimi misty
— Mikrometody pouzivajici piezoelektrické pipetory a mikrotercCiky
— Nanaseni vzorku pomoci elektrospreje

* In-line
— Nanaseni eluentu na povrch ve vakuu (téz off-line)
— Interface ROBIN

 On-line
— Prutokova sonda s fritou
— Prutokova sonda bez frity
— Zmlzovac pro tvorbu aerosolu



MALDI-MS

Matrix —assisted laser desorption/ionization /TOF time-of-flight

« makromolekularni latky jsou ulozeny do loze
nizkomolekularni matrice (znacny prebytek,
latky schopny absorbovat svetlo laserového
paprsku). Po kratkém ozareni laserem
dochazi k iradiaci vzorku a k sou¢asné
desorpci aionizaci sledovane latky, ktera
vykazuje minimalni nebo zadnou absorpci pri
vinove délce pouzitého laseru

e peptidy, proteiny, nukl. kys., glykokonjugaty
bilkovin — matrice: kys. hydroxyskorlcova



Off-line spojeni HPLC/MALDI-MS

 Pridavek MALDI matrice
— Smichani s roztokem analytu (sheath flow, liquid junction)
— Naneseni roztoku na terCik predem pokryty vrstviCckou matrice

o Sbér eluentu
— Diskrétni frakce
klady: - komerCné dostupné automatizované pristroje
- kompatibilni s HPLC
zapory. - nizka vzorkovaci frekvence (nedokonala integrace pikua)
- nizké chromatografické rozliseni

— Spojita stopa
- bézné vzorkovaci frekvence ~10 vzorku/s
- vysoke rozliSeni separace (slozité biologické smeési)
- kompatibilni s CE, nanoL.C a separacemi na Cipu



Detektory (MS)

Quadrupdl

4 paraleni tyCe ve Ctverci; ionty analytu jdou skrz; napéti na tyCe generuje
elektromagnetické pole — toto pole ur€uje, ktery pomér hmota/naboj iontu
projde filtrem v daném Case, nejjednodussi a nejlevnéjsi

2 mody: scan a SIM

Time-of-flight
stejna elektromagnet. sila je aplikovana na vSechny ionty ve stejném Case,

udeli jim akceleraci k letu dolu trubici; leh&i ionty cestuji rychleji a dosahnou
detektor prvni — poméry hmota/naboj iontu jsou uréeny dle ,Casu priletu”

Siroké hmotnostni spektrum, presné stanoveni

lontova past z kruhové elektrody a dvou uzavérd = dohromady komurka;
lonty vstupujici do komurky jsou chyceny elektromagnetickym polem. Jiné
pole muze byt aplikovano k selektivnimu vypusténi iontd z pasti.

Vyhoda — muZze slouzit k mnohonasobné hmot. detekci bez dalSiho
hmotnostniho analyzatoru

Jina sprazeni: s ICP-MS (inductively coupled), AAS, AES, NMR atd, ale |
SPE, mikrodialyza ...



Spojeni kapilarni elektroforézy a MS

technicky narocngjsi, nez HPLC/MS

— Nahrada pracovniho elektrolytu (netekave X
tekave)

— Nizké prutoky (cca desitky nl/min)

— Separace ve vysokem napeti



Zakladni typy spojeni CZE/ESI-MS

> s pridavnym tokem kapaliny (“Sheath-Flow
Interface”)
— Nejrozsirengjsi, nejrobustnéjsi
— Problémy s citlivosti zplusobené narfedénim eluatu

» s vodivym kapalnym spojenim (“Liquid-Junction
Interface”)
— Méne rozsirené

> bez pridavného toku kapaliny (“Sheathless
Interface”)
— Spojeni s on-line nanosprejem
— NejcitlivejSi ale nejméne robustni
— Technicky naroCne, casté problemy



CE/MS (s ,,sheath liquid®) a LC/MS
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CZE/MS s vodivym kapalnym spojenim
(“Liquid-Junction Interface”)

 CZE kapilara nedosahuje do spiCky elektrospreje, ale
koncCi v nadobce s elektrolytem, kde je vilozeno napéti
potrebne pro ESI (zaroven ukonceni elektrickeho obvodu
CZE)

 Presné nastaveni mezery mezi separacni a ESI
kapilarou - 10—-20 um (hrozi ztrata pocCtu teoretickych
pater)

Zdroj vysokeho

napéti x
Separacni A
kapilara 2

$
Zmlzujici
plyn



CZE/MS bez pridavného toku kapaliny
(“Sheathless Interface”)

Jedna se o nanoelektrosprej

« Specialni uprava Spicky - vytazeni do ztuzeného konce 5-30 pym (nachylné k
ucpavani = cca 20 um)

« Stabilni i pro velmi nizké pruatoky (10—1000 nl/min) kompatibilni s CZE

* Vodivé spojeni pres pokovenou SpiCku nebo vlozeny zlaty dratek

* Potla¢eni iontd z pozadi

"N

Separacni |

kapilara 2w
ESI zdroj Pozlacena
napéti — Spicka
kapilary
¢
Zmlzujici

plyn
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