Klinicka a farmaceuticka analyza
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Katedra analytické chemie
e-mail: kozlik@natur.cuni.cz
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Spojeni separacnich technik s
hmotnostni spektrometrem

Separacni metody
— Vysoka separacni ucinnost

— mala informacni obsaznost dat o kvalitativhim
slozeni (i pfi pouziti selektivnich detektoru)

Spektralni metody

— velké mnozstvi informaci vyuzitelnych k
identifikaci slozek

— nutnost prace s Cistou latkou
— zadna moznost separace



Separacni metody

AR




Spojeni separacnich technik s
hmotnostni spektrometrem

Proc spojeni?

e muzeme v jedné analyze zaroven separovat i identifikovat slozitou smés latek

e izolaci latek po jejich chromatografické separaci a nasledném zméreni hmotnostnich
spekter pro jednotlivé latky off-line technikou

Slozitost spojeni MS se separacnimi technikami?

rozdil tlak( mezi hmotnostnim analyzatorem (napt. kvadrupdl ¢i iontova past 10-3 Pa)
a analyzovanymi latkami vstupujicimi do iontového zdroje za atmosférického tlaku (
10° Pa) je nejméné 8 radu

analyzované latky jsou neseny v toku plynu u GC nebo kapaliny LC, které jsou v obrovském
nadbytku a musi byt odstranény pred vstupem do vakuové Casti pristroje



Hmotnostni spektrometr

i _ e produkuje ionty vzorku k analyze
lontovy zdroj
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* rozdéluje ionty podle jejich
hmotnosti, resp. poméru hmotnosti
a naboje

e stépiionty na mensi

Analyzator

\ 4

* deteguje ionty a meéri jejich
Detektor hmotnost, resp. pomér hmotnosti a

naboje, a jejich intenzitu



lontovy zdroj

slouzi k prevedeni neutralnich molekul analytu na nabité Castice
(ionty), které jsou dale analyzovany hmotnostnim analyzatorem

ionizace
mekka
ESI, APCI,
APPI, MALDI

ionizace

za shizeného tlaku
El, MALDI

tvrda

El

za atmosférického tlaku

ESI, APCI,
APPI



lonizacni techniky

100 000+

10 000+

molarni hmotnost

1000 -

nepolarni
polarita

velmi polarni




lonizace za snizeného tlaku

Elektronova ionizace El

Anode trap

——— A Ay
Molecules: : i | | Electron

Sample

e
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Repelier

Heated filament

Molekuly interaguiji s elektrony emitovanymi ze zhaveného wolframového viakna.
Vznikaji radikal-kationty (Me+), prebytek energie vede k jejich rozsahlé fragmentaci.



lonizace za shizeného tlaku

Elektronova ionizace El

10 yd \ Cain

/ N

M+e ->M*" +2e

loniza¢ni energie IE:

IE pro vétSinu molekul je v rozmezi 7-15 eV.

Nejvyssi ucinnost ionizace je kolem 70 eV.

NUMBER OF IONS PRODUCED
PER cm FREE PATH LENGTH AND
PER mm Hg SAMPLE PRESSURE

10 50 102 10% 10*
ELECTRON ENER@GY (eV)
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INTENSITY
ARBITRARY UNITS

1000+

INTENSITY
ARBITRARY UNITS

lonizace za shizeného tlaku

Elektronova ionizace El
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* PriE,=70eVje
ucinnost ionizace asi 1
lont na 10 000
molekul



lonizace za snizeného tlaku

Chemicka ionizace ClI

Magnet

Extraction and
Focusing lenses

J_ eV B Filament
A . AH- MS Analyzer
A - Analyte ions
Analyte vapor -
From R
GC/insertion probe R
0.5-10kV
Vacuum

Clreagent gas

Reakeni plyn - interaguje s elektrony. Vznika reaktivni plasma, ktera ionizuje analyt
prenosem protonu ([M+H]+). Fragmentace je silné potlacena.
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lonizace za snizeného tlaku
Chemicka ionizace CI
Primarni proces:
CH,+e" >CH, +2e
Sekundarni procesy:
CH, >CH, +H
CH,” >CH, +H,
CH,+CH, > CH: +CH,
CH,+CH, >C,H; +H,
M + [BH]* -> [M+H]* + B




lonizace za atmosférického tlaku

lonizace elektrosprejem ESI

Electrospray lonization
(ESI)

fonmed

Mass
Inlet rrans Spectrometer
: lon
(LC System) "
Region
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lonizace za atmosfeéerického tlaku

lonizace elektrosprejem ESI

Taylor cone

Needle tip




lonizace za atmosférického tlaku

lonizace elektrosprejem ESI

n Sample nebulizer
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lonizace za atmosfeéerického tlaku

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku APCI

M+[Solvent+H")]
———+[M+H*]+Solvent (proton transfer)
Hesater
A A 2 PP E AR & BF P IF P BF 8 DFF h:l i TrE ] E-fE I |._.h 1
Erom HPLC i Mebulizer gas
om HPALCunit - ®
e D —— —EEELL +*+"":: * e
mobile phase Mebulizer Unif MS

A A A A A O O A A e

Vaparization Unit

Corona discharge and solvent
mokecule ionzabon und

Eludt je rozprasovan do vyhtivané komurky (~400-500 °C). lonizace zmlzZzovaciho plynu
koronovym vybojem. Kolize iontl s molekulami rozpoustédla za tvorby sekundarnich
reakénich iontl . Tyto ionty ionizuji molekuly analytu .



lonizace za atmosférického tlaku

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku APCI

Analyte (M) and

sofvent vapour
Sample introduction
needle tip
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lonizace za atmosférického tlaku

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku APCI
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lonizace za atmosférického tlaku

Fotoionizace za atmosférického tlaku APPI

lon formation

I U

Heater Block

Atmospheric Pressure
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Nebulization gas (N,) A D> A AR+
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Analyte solution S L A . ==
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Desolvation gas (N;) - A Dh thhv .
MIDI
AH®

MS inlet

Vacuum
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lonizace za atmosférického tlaku

Fotoionizace za atmosférického tlaku APPI
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Spojeni planarnich separacnich technik
s MS

Tenkovrstva chromatografie — TLC
Papirova chromatografie - PC

- Extrakce skvrny, MS analyza
- Desorpce analytu, prima MS analyza

caplillary
MS inlet
\ Electrospray
= droplets
Electrospray/ P K =l
o o o b (o]
0O 0 O 0

<

surface % M // sample

+«— freely moving sample stage




Spojeni planarnich separacnich technik
s MS

% Cancer Grading Tumor Diagnostics %

WHO grade II tumor nermal

j‘y : "“*:“ ) 3D Molecular Chemical
: - Images Fingerprint
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%&l w Drug Mapping Analysis of Inks E




lonizace laserem za ucasti matrice -

MALDI
4""’

\25%

Mixing sample matrix
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Desorption -

Matrice — kyselina sinapinova, skoficova, nikotinova, aminobenzoova
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GC/MS

Kapilarni kolony - pritoky 1 - 2 ml/min
Délic toku
~1:1
Primy vstup

kapilara je pred vstupem do iontového zdroje vyhrivana, aby
nedochazelo ke kondenzaci analytu pfi prechodu do vakua

iontové zdroje: El nebo ClI

Porovnavani nameérenych spekter s knihovnou spekter



LC/MS

Pouziti API

Nejsou knihovny spekter
Interpretace manualni
Knihovny spekter pro specialni aplikace — proteomika

(MS/MS spektra)



LC/MS

Hybridni MS: QqQ, QTOF, IT-TOF; IT-orbitrap

MoZnost méfit v rlznych skenech:

*Full scan
*SIM
*Sken produktovych iont(
*Sken prekurzorovych iontd
*Sken neutralnich ztrat

lontovy zdroj

*SRM
Ql q
(I IIIIIIIIIIIII!IIIIII
SN WD
[
1. kvadrupal 2. kvadrupol
kolizni cela

—

Q2

3. kvadrupol

——

Detekce
iontU

26




CE/MS

1987 prvni spojeni CE/MS (Smith)

slozitéjsi reseni vkladani separacniho a sprejovaciho napéti, aby
se navzajem
neovlivnovali

Spojeni s pridavhym tokem kapaliny — sheath flow intarface —
nejrobustnéjsi, problém s citlivosti

Spojeni s vodivym kapalnym spojenim — liquid junction
interface — Cipové techniky

Spojeni bez pridavného toku kapaliny — sheathless interface —
spojeni naprimo, nerobustni
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CE/MS

Spojeni s pridavhym tokem kapaliny

C C B
LT
Lo b
=0
3 ; na Spicku kapilary je vlozeno napéti 3 —
| 5 kV - zaroven uzavreni elektrického
\ . obvodu pro CE a napéti potrebné pro
funkci elektrospreje
= 2
IF\\&\?
-
e
prutok CZE radové desitky az stovky
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CE/MS

Spojeni s vodivym kapalnym spojenim

H.V. nebulizer gas
NCEAS N l'\——fl —-b]
— \] analyte/butfer SOlUtON =g | to MS
et =
liquid junction '

separation capillary

CE kapilara nedosahuje do sSpicky elektrospreje, ale konci v
nadobce s elektrolytem, kde je vlozeno napéti potfebné pro
ESI (zaroven ukonceni elektrického obvodu CE)
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CE/MS

Spojeni bez pridavného toku kapaliny

Electric contact

00
Buffer

CEflow  reservoir
—>

Spraytip .- )

]f I ,(\ L .

| ) D T2 T X > -)J!
Separation capillary N M "||‘
] . g J |
nanochannel [ \ Iq ‘ jﬂnkjm
OTOF-MS 757585 95 90 65 %0 me

specialni Uprava Spicky - vytazeni do zuzeného konce 5 — 30 um
(nachylné k
ucpavani)

stabilni i pro velmi nizké prtoky (10 — 1000 nl/min)
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