Tomegspektrometriai mérések alapjai és
alkalmazasuk
TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0012 projekt
Kéti Janos

Szerkezetkutatasi osztaly
Richter Gedeon Nyrt.

2013. Majus 7. Szeged (\

Richter

Budapest

Szerkezetkutatasi osztaly laboratériumai

Budapest




Thermo Accela HPLC-LTQ-FT-
ICR-Ultra hibrid
tomegspektrométer

HPLC-API-MSn-HRMS

MS»
CID fragmentacié

Pontos tomegmérés
+ fragmenticio




Szerves tomegspektrometria alkalmazasa

Minta = Feladat

/

Ismert sszetétel Ismeretlen komponens a mintdban
1 vagy ismertlen ,,termék”

Rutin elemzés= HPLC/GC v.
HPLC/GC-kisfelbontasa MS
*Min6ségellenbrzés
*Gyartaskozi analitika
*Végtermék minSsités
«Tisztitasellen6rzés

estb...

Szerkezetmeghatarozas
NMR + IR+ nagyfelbontasa MS

Elérhet6 irodalmak
teljesség nélkiil
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Debreceni Egyetem Kossuth kiad6 2001

Dr. Balla Jézsef: A gazkromatografia analitikai alkalmazasai IX. fej.
Edison House kft. 2006

Pécsi Egyetem munkatarsai: M{szeres analitika gyakorlat IX. fej
http://tamop412a.ttk.pte.hu/files/kemia7/www/book.html

Kiss Attila: ,,BIO” Tomegspektrometria
http://szerves.science.unideb.hu/ms-bio_vegso.pdf

google.hu

Tomegspektrometria

Sikeres analitikai eszkoz:

Kis anyagmennyiséget igényel (mikro-femto gramm)

Kivald érzékenység

Kénnyen kapcsolhato elvalasztastechnikai eszkdzokkel (GC, HPLC,

CE, ICP)

Molekulatémeg, és fragmentacid révén szerkezeti informaciét szolgéltat

Hatranya: destruktiv technika, azaz a minta nem nyerhet vissza mint pl
NMR esetén

Lényege: gazfazisiu ionok fajlagos tomegiik (molekulatomeg m/ téltés z)
szerinti elvdlasztdasa

Tomegspektrometria

IONIZACIO
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Gazfazisu ionok

Tomegspektrométer elvi felépitése

IOILIZACIO
IONFORRAS

ELVALASZTAS JELFELDOGOZAS

ANALIZATOR DETEKTOR

I 4

bevitel ,
Vakuum rendszer
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SZAMITOGEP

IONFORRASOK:

Gazfazisu ionok létrehozasa
* valamilyen energia kozlés révén
* és ezek eljuttatasa az analizatorba

Fontos, hogy a minta kompones(ek)
hogyan reagadlnak az energia kozlésre




Cél: molekulatomeg és szerkezeti informacio kinyerése
Figyelembe kell venni az anyag ,,energetikai természetét”

-Termikus stabilitas
-Illékonysag
-Hb6re érzékeny

-lonizélhatdsag
-Elviseli-e a kozolt energiat @
Hard illetve soft ionizacids technikak

Ezért kiilonbo6z6 ionforrasokat kellet 1étrehozni
El, ESI, leggyakoribb

APCI, MALDI, gyakori

APPI, Cl, FIB, kevésbé hasznalt
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= 1 (volatile sa ) APCI (lowimedium polarity)

1.000 ESH1 (high polarity)
Non-polarity Medium Polarity High Polarity

Range Appicaie Range Applicable
to G%ehlah'sis to LC Analysis

http://www.shimadzu.com/an/hplc/support/lib/Ictalk/47/47intro.html|

El: elektron ionizacio vagy elektron tkozéses ionizacio

Ufﬂ‘mih‘\l
70 eV [A&lezészél, katéid |
e” Unuurand
Malekula- I
. . L anok
Mintabeeresztés .
@ o Analizator felé
® [@—F5 ©,—
@ 5%
— @ @
Yiasaing e
_ Fragmens-
— 000K

Andd

http://tamop412a.ttk.pte.hu/files/kemia7/www/ch09s02.html

Electrospray lonisation (ESI) and lon Source
Overview

Mass
Specirometer]
lon
Source
Region

http://www.lamondlab.com/MSResource/LCMS/MassSpectrometry/electrospraylonisation.php

APCI: Atmoszférikus nyomdsu kémiai ionizacié
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http://www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/apci-ionisation.html

Analizatorok tipusai:
- Kett®s fokuszélasu szektor
- loncsapda
- Kvadrupol
- TOF
-ICR
- Orbitrap

Analizatorok teljesitmény jellemzGi

Témegtartomany 10-50 t6l—1000-2000
altaldban TOF elvileg igen nagy akar 100 000 feletti is

Pdasztazasi sebesség: mili sec— néhany sec

Felbonto képesség: egysényitbl- nagyfelbontasig R~20000
de lehet akar FVHM™~1 000 000 (ICR esetén)

Erzékenység 107 t8l-akar 101 g-ig




KettOs fokuszalasu szektor analizator
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Functional Description Manual MAT95XP Revision B; 2/03; 5_3-5_4; 15_2

loncsapda analizator

Filament

Electrode

Electrode

lectron
Multiplier

http://departments.agri.huji.ac.il/zabam/Polaris-Q.html|

Kvadrupol analizator
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Repiilési id6 analizator
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ICR KXRizdko(Penning csapda) Orbitrap analizator
APl lon Source LT0 YL Linear lon Trap CTrap

- Detektor elektrod MS spektrum

FT

Frekvencia
spektrum

Dibitrap Mass Analyzer _*_“\
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http://www.rigaslabs.gr/rigaslabs/products/show.html?pid=15




Tomegspektrum ,keletkezése”

Elektron ionizacid
szektor készulék
példajan keresztil

Direkt méréstechnikak
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Tomegspektrum ,feldolgozasa”

Alapfogalmak
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"1 Total lon Chromatogram

Y: relativ intenzitas (%)
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Y: relativ intenzitds (%)

TTsds. e cemEs B

] I i W ot [




Minta fGkomponensének s
atlagolt spektruma

Bazis ion —

xEEE

Fragmens ionok Molekula ion

i

" Molekulaion:

De miért van 4 vonal

Molekulaion:

El-ben gyok és ion egyszerre

Izotop eloszlds © |

Molekulaion:

Kis kitéro...
,Elektrospray” ionizacio

ESI tomegspektrum

ESI spektrum

Relatve Abun

Melyik a molekulaion???




[M+H]*-ra dekonvolvdlt tomegspektrum
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Tomegspektrum ,feldolgozasa”

Alapfogalmak:

TIC,
relativ intenzitas,
fajlagos tomeg,
tomegspektrum,
molekulatomeg,
molekulaion,
bazis ion,
fragmens ion

Spektrumfejtéshez sziikséges
fogalmak,
okolszabalyok

Valaki: , A tomegspektrometria
empirikus tudomany”
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Szerkezeti izoméria
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Szerkezeti izoméria
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Tandem tomegspektrometria

ms/ms

KettOs fokuszalasu szektor analizator
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Feladat: Szteroidok szerkezetvizsgalata
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A’-ketandrén EI spektruma
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A? ketandrén m/z = 272 EI leanyion spektrum

s21870eidau #13-24 RT: 2.99-6,04 AV: 12 SM: 3B NL: 3,11E6
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A’ ketandrén m/z = 218 EI leanyion spektrum




5216706idau #25-33_RT: 8,61-11,28 AV: 8 SM: 3B NL: 1,06E7
T: + p EI Full ms2 190,28@4644,00 [ 49,50-198,81]
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A’ ketandrén m/z = 190 EI leanyion spektrum

A? ketandrén fragmenticioja

Spektrumfejtéshez sziikséges
fogalmak,

sQkRlszabalyak,

Spektrum jellege
Izotdp elosztas

Fragmentdcids utak

Nitrogén szabaly
Paritds
Nitrocsoport dtrendez6dés
Tandem tomegspektrometria

Ko6szonom a figyelmiiket !




