Analizne metode v karakterizaciji
materialov in bioloskih sistemov

Masna spektrometrija, 1. del

Zakaj spektrometrija?

Spektrofotometer

vir svetlobe  vzorec  prizma reza detektor

Masni spektrometer

vir ionov magnet  reza detektor
(ionski izvir)




Definicija

Masni spektrometer je aparat, ki loCuje ione

elementov, molekul ali delov molekul
(fragmentov) glede na razmerje med njihovo
maso in nabojem ter izmeri mnozino
posameznih ionov. Rezultat tega procesa je
masni spekter: mnozine posameznih ionov kot
funkcija razmerja med maso in nabojem (m/z).

Kaj je m/z?

tudi oznakam/q (g=ze; e=1,6-10""C )

kot ulomek masnega Stevila in nabojnega
Stevila je brez enote

¢e m v atomskih masnih enotah (u aliamu =
Da, dalton)=— m/z enota thomson - Th

u= %m(IZC) =1,6605402-10 kg




Masni spekter...

. je zvezni spekter: na x-osi je m/z, na y-osi pa ionski tok.
Posamezne ione vidimo kot vrhove pri neki vrednosti m/z
(najvisja tocka vrha) in z neko Sirino (4m na polovi¢ni visini
vrha). Na slednjo vpliva predvsem tip masnega analizatorja.
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Masne spektre najbolj obi¢ajno riSemo kot ¢&rtne diagrame
(histograme): na x-osi so m/z vrednosti, na y-osi pa
(relativne) intenzitete ionov (vsota pri najblizji nominalni
masi). Relativne intenzitete dobimo

tako, da ionu z najvecjo

Intenziteta
intenziteto (bazni vrh) 100
pripisemo vrednost 100 %, i
ostale pa potem
normaliziramo nanj. ®
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Nominalna masa: sestevek celostevilénih mas najbolj pogostega
izotopa vsakega elementa.

Monoizotopska masa: seStevek to¢nih mas najbolj pogostega
izotopa vsakega elementa.

Povprecna masa: sestevek povprecnih atomskih mas elementov.

Element / Spojina Nominalna m | Monoizotopska m | Povpre€na m
ogljik C 12 12,0000 12,0111
vodik H 1 1,0078 1,0080

dusik N 14 14,0031 14,0067

kisik O 16 15,9949 15,9994
fosfor P 31 30,9738 30,9738
Zveplo S 32 31,9721 32,0660
tripeptid Ca7H29N307 507 507,1998 507,5476
prasicji inzulin C2s6H351N6sO76S6 5771 5773,6083 5777,6755

Naravni izotopski delezi pogostejSih elementov

Element | Izotop | M [Da] Delez |lzotop | M[Da] Delez | Izotop | M [Da] | Delez
[%] (%] (%]
vodik H 1,007825 | 99,985 | 2H (D) 2,014102 0,015
ogljik 2C 12,0000 98,89 13C 13,003355 1,11
dusik N 14,003074 | 99,634 | N 15,000108 | 0,366
kisik 150 15,994915 199,762 | Y70 16,999131 0,038 | 180 17,999160 | 0,200
Zveplo 325 31,972071 | 95,02 ES 32071457 | 075 | ¥s 33967867 | 4,21
365 35967081 | g 02
fosfor 31p 30,973762 | 100
silicij 28Si 27,976927 | 92,23 295i 28,976495 | 4,67 30Si 29,973770 | 3,10
fluor °F 18,998403 | 100
klor 35C] 34,968852 | 75,77 37¢) 36,965903 24,23
brom 7SBr 78,918336 [ 50,69 81gr 80,916289 49,31
jod 1271 126,904473 | 100




Kako izotope vidimo v masnem spektru?

“satelitski ioni”, pridruzeni ionu z maso najpogostejSega izotopa

Element Intenziteta Intenziteta Intenziteta
M* (M+1)* (M+2)*

ogljik 100 % 1,1% - N(C)

dusik 100 % 0,4 % - N(N)
kisik 100 % / 0,2 % - N(O)
silicij 100 % 5,1 % - N(Si) 3,3 % - N(Si)

zveplo 100 % 0,8 % - N(S) 4,4 % - N(S)
klor 100 % / 32 % - N(Cl)
brom 100 % / 97,5 % - N(Br)

N(X)... Stevilo atomov elementa X v spojini

M* je oznaka za molekulski ion —ion, ki nastane z odcepom 1 e~ iz spojine.
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Locljivost (angl. (mass) resolution power,
resolution, R) — dve definiciji:

* Am (om) je razlika mas R = m — n
dveh sosednjih vrhov, med Am om
katerima je najveC 10 % « Am (dm) je Sirina vrha na
dolina 50 % njegove viSine

M M+AM )
! |

50% visine
viha A o

mlz miz

...5e o locljivosti:

nizka lo€ljivost: 100-500 (-1000)
srednja locljivost: 1000-5000

visoka locljivost: nad 10 000 (angl. high resolution
mass spectrometry, HRMS)
konstantna Am (npr. Am=1; angl. unit mass
resolution): R odvisna od m/z = najveéji R pri zgornji meji
masnega obmocja spektrometra

govorimo Se o natancénosti (merilni negotovosti)

dolocitve mase (angl. accuracy):
A m

2 m




HRMS spekter

Nyt

m
-— = 1,147,000
A

27.995 28.000 ZB8.005 28.010

Izracun potrebne locljivosti za primer CO* in N,*:

CO*in N,*: nominalna masa 28

CO*: N,*:
12¢ 12,000000 2X
160  15,994915 14N 14,003074
m = 27,994915 m =28,006148
4m=0,011233

R =2500




SploSna shema masnega spektrometra

ioni v plinski fazi m locevanje ionov | detekcija ionov

ionski
izvir s

detektor
analizator # ionov

:
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VvNnos vzorca
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Bistveni procesi v masnem spektrometru

* jonizacija vzorca v ionskem izvoru: ioni molekul in
delov molekul (fragmenti) v plinski fazi

* pospesitev ionov

* |loCba (separacija) ionov v plinski fazi v masnem
analizatorju glede na m/z

* detekcija ionov

* obdelava signala z detektorja: masni spekter




Zakaj vakuum?

ioni morajo priti do detektorja, ne da bi vmes trcili ob
druge ione ali molekule, sicer:
odstopanje od trajektorije—) trki ob stene inStrumenta

nezazelene reakcije c—ydrugaen masni spekter

srednja prosta pot iona (preden zadene ob drug

ion/molekulo): kT
> 1 mv analizatorju L = «/——
~0,1 mm v trkovni celici 2po

mehanske ¢rpalke: predvakuum do 103 torr

turbomolekularne, difuzijske, kriogene ¢rpalke (10--
1020 torr) '1torr=133,3 Pa|

Vakuumske Crpalke

Prva stopnja (predvakuum): mehanske (rotacijske)

Crpalke

za delovanje potrebno olje
kapaciteta pribl. 100 L/min

doseze vakuum 0,1-10 Pa g, 9
(10-3-101 torr), odvisno

od kapacitete

izpust

vstop plina

stator.

cilindriéni 4 4

rotor -




Druga stopnja: visoki (£ 0,1 Pa/1073 torr) in
ultravisoki vakuum (< 10 Pa/10” torr)

difuzijske ¢&rpalke: potrebno olje, *VStOp plina
intenzivno (vodno) hlajenje, do 10 Pa
(108 torr); problem: pare olja — doba

curek
turbomolekularne ¢rpalke: par ofja
priljubljene, ker hitro doseZejo polno
zmogljivost, brez olja, do 107 Pa (10°
torr)

hlajenje

kriogene Clrpalke: potrebujejo za k predCrpalki
delovanje tekoCi helij; omogocajo

(10 torr) ogrevanje

Masni analizator

loCi (separira) v ionskem izviru nastale ione
glede na njihovo razmerje m/z

vec izvedb glede na princip delovanja
poglavitne lastnosti:

masno obmocje (zgornja meja)
transmisija (prenos) ionov

locljivost




Razdelitev analizatorjev

Staticni: Dinamicni:

stati¢na elektri¢na, (elektri¢no) polje se
magnetna polja spreminja

Pregledovalni (angl. Zadrzevalni (angl.
scanning): storage):
zaporedoma prepusca v njem se hkrati nahajajo
ione z dolo¢eno m/z na ioni vseh m/z vrednosti
detektor

Magnetni sektor (B)

magnetni

ionski izvir




lone z neko maso m in nabojem z-e pri izstopu iz ionskega izvira pospesimo z
napetostjo V, pri tem dobijo neko kineti¢no energijo E, in vstopijo v magnetno
polje s hitrostjo v:

2
m-v

Ek: zz.e.v (1)

Ko preckajo magnetno polje gostote B pravokotno na smer polja, nanje deluje
centripetalna magnetna (Lorenzova) sila F,. Ker je enaka centrifugalni sili (Fc),
se pot ionov (trajektorija) ukrivi v kroZnico s polmerom r:
2

nm-vy 2)

F,=z-ev-B=F.=
r

Iz enacb (1) in (2) lahko izpeljemo osnovno enacbo za MS z magnetnim sektorjem:

m_er’ B )
z 2.V

Ce je torej r fiksen (npr. poloZaj detektorja) in pospesevalna napetost V
konstantna, bo vrednost m/z ionov, ki pridejo na detektor, odvisna le od
gostote magnetnega polja B. S spreminjanjem B torej na detektor zaporedoma
dobimo ione z razliénimi m/z. Lahko bi spreminjali pospesevalno napetost V,
vendar je to manj prakti¢no.

Enacbo (2) lahko preuredimo: m-v=z-¢e-B-r (4)

Pri nekem B bodo vsi ioni z enakim nabojem in enako gibalno koli¢ino (m-v) imeli
enak r. Magnetni analizator torej loCuje ione glede na gibalno kolicino.

1z kombinacije enacb (1) in (2) lahko izpeljemo 3e:

ol [2mV _2em B
B z-e z-e-B (5)

Razvidno je, da bodo pri enakih Bin V
ioni z razliénimi m/z imeli razlicne

. . . Bainbridge-ov
radije r. Vse ione hkrati lahko ?:gzgl)spektrometer
detektiramo s t.i. disperzijskimi + | -

magnetno}

. . . . . r
masnimi spektrometri, kjer je detektor \?ue
fotografska plosca \
T 5 - \

fotografska plosc¢a (nekdaj) ali detektorska
plosca s (foto)diodami.

\ N
\ A ~




Elektrostatski sektor (ESA, E)

/ izhodna
) A, reza
ionski izvir

Smer ionov, ki vstopijo v radialno elektrostatsko polje (valjasti
kondenzator), je pravokotna na smer elektricnega polja intenzitete E.
loni imajo zaradi zacetne pospesitve z napetostjo V neko hitrost v in
kineticno energijo E,. Elektrostatska sila Fg, ukrivi njihovo pot v
kroznico s polmerom r, uravnoteza pa jo centrifugalna sila:

mv? (6)
r
Ce enacbo preuredimo in uporabimo e ena¢bo (1), dobimo:

Fep=z2-¢-E=

2-E, 2.V (7)
E

Elektrostatski sektor torej loCuje ione glede na kineticno energijo, tirnica
ionov je neodvisna od njihove mase. ESA (ali E) prakti¢no nikoli ni v
uporabi kot samostojni masni analizator, temvec le v kombinaciji z
magnetnim sektorjem.




Disperzija ionov

Ceprav so vsi ioni pri izhodu iz ionskega izvora pospedeni z isto
napetostjo V, pa so tik pred pospesitvijo razlicno oddaljeni od
pospedevalnih le¢, zato se njihove E, nekoliko razlikujejo. Spomnimo
se na drugi del enacbe (5). Iz njega je razvidno, da bodo ioni z enakim
razmerjem m/z imeli v magnetnem polju razlicne radije, ¢e imajo
razlicno kineticno energijo. To imenujemo energijska disperzija. Prav
tako iz enacbe (7) vidimo, da do nje pride tudi v elektrostatskem
sektorju.

Drugi problem je kotna disperzija ionov. loni, ki zapuscajo ionski izvor, se
gibljejo proti analizatorju (smer z), nekateri pa nekoliko tudi v smeri x
in y. To disperzijo lahko analizator Se poveca.

ESA
(ali B) | PRSN, S .,

lece “,
B RN
ionski
. izvir
Energijska Kotna
disperzija disperzija

Dvojno fokusiranje

Zaradi disperzije je loCljivost analizatorja zmanjsana. Problem odpravimo
s t.i. dvojnim fokusiranjem s kombinacijo B in E sektorja: masni
spektrometer visoke locljivosti (HRMS).

V magnetnem polju je radij r nekega iona neodvisen od hitrosti v, s
katero se giblje pravokotno na smer polja - enacba (5). Enako velja za
ion v elektrostatskem polju - enacba (7). Ker imajo enak r, lahko za
ione iste m/z ne glede na njihovo kotno disperzijo s primerno
geometrijo magnetnega ali ESA sektorja doseZzemo, da konvergirajo v
isto tocko - smerno fokusiranje.

Ce kombiniramo dva sektorja (B in E) z enako energijsko disperzijo, bo
disperzijo prvega sektorja korigirala konvergenca drugega. Na ta nacin
doseZemo tudi energijsko fokusiranje.




InStrument z dvojnim fokusiranjem

ESA sektor

detektor
\/ “"\/ reza ~ \/
O\ lece i m/ N reza
ionski - S
izvir X

magnetni sektor

Lastnosti sektorskih MS z dvojnim
fokusiranjem

obic¢ajna postavitev je ESA pred B (angl. forward geometry, EB),
obratno je potem "reverse geometry" (BE)

visoka locljivost, vendar konstantna po celem masnem obmodju——>
Am se spreminja z m——> pri niZjih masah zazna proporcionalno
manj ionov kot pri visjih (masna diskriminacija) —> resitev: razli¢en
Cas zadrZevanja glede na maso

potrebna visoka pospesSevalna napetost, posledi¢no tudi visok
vakuum v ionskem izviru

kako povecati masno obmodje: visji B (odvisno od zlitine magneta) ali
vedji r => daljsa Zaris¢na razdalja in vedji inStrument; novejsa
resitev: nehomogena magnetna polja




Analizator na Cas preleta, TOF

TOF analizator (angl. time of flight) loCuje ione glede na Cas, v katerem
preletijo podrocje brez polja (angl. field-free region). TOF v dokaj
preprosti izvedbi (linearni TOF - cev brez polja) je nastal okrog |. 1950,
a predvsem zaradi slabe locljivosti (R = 100-500) ni zaZivel. Z znatnimi
izboljSavami se je v zadnjih 20-ih letih uvrstil med HRMS, njegova
prednost je prakticno neomejeno masno obmocje.

| cev brez polja

dioda

m~= ZZZZzZz=3]
[ racunalnik
— |

anoda I |

Crpalka

Pri linearnem TOF analizatorju ione pospeSimo z napetostjo V, da dobijo
neko kineticno energijo - velja enacba (1). loni imajo hitrost v, s
katero preletijo razdaljo d v cevi brez polja:

(8)

d

t = —
Kombinacija enacbe (1) in (8) nam da: v
ﬂ=12‘2~e~V (9)

z d?

Ker je vse ostalo konstantno, lahko m/z dolo¢imo iz ¢asa preleta t. LaZji
ioni hitreje preletijo cev.

Problem linearnega TOF je slaba locljivost, do katere pride zaradi
disperzije t za ione iste m/z. Ta je predvsem posledica porazdelitve
zaletne kineti¢ne energije ionov. Preprosta resitev je podaljSanje d na
1-2 m, kar pa ni prakti¢no.




Pristopi k boljsi locCljivosti TOF

» fokusiranje na ¢asovni zamik (angl. time-lag focusing, TLE)
- drugi imeni oz. razliCici sta zakasnela pulzna ekstrakcija
(angl. delayed pulsed extraction, DPE ali DE) ter pulzna
ekstrakcija ionov (angl. pulsed ion extraction, PIE)

* reflektron (angl. reflectron) - druga imena so reflektor
ionov (angl. ion reflector), ionsko zrcalo (angl. ion mirror),
elektrostatsko zrcalo (angl. electrostatic mirror)

pospesitev ionsko
jonski ionov prostor brez polja zrcalo
izvir  -3000 V drz -30Q0V +130V

detektor

-3000 \/

Lastnosti modernih TOF

* najbolj kompatibilni s pulznimi ionizacijskimi tehnikami
(npr. MALDI); pri kontinuirnih ionizacijah potrebna
vmesna "past"”, od koder v pulzih ekstrahiramo ione v cev
brez polja (pravokotna postavitev)

* natancnost doloditve mase do 200 ppm, locljivost 1500 -
20 000

* zgornja meja masnega obmocja nad 300 000 Da

* 100 % transmisija ionov




Kvadrupolni analizator, Q

Stiri vzporedne palice (idealna je hiperboli¢éna oblika): po dve
nasprotni enako nabiti (enosmerna napetost U), na vseh Se
izmeni¢na napetost Vcosaxt

detektor
stabilna

trajektorija

nestabilna
trajektorija

y
' z
ionski izvir enosmerna in A X

izmenic¢na
napetost ®,= U - Vcosot

—

Kvalitativni opis delovanja kvadrupolnega analizatorja
(Miller, Denton, J. Chem. Educ. 63, 1986, 617-622)

m/z




Gibanje ionov (v smereh x in y) v kvadrupolu opiSemo z diferencialnimi
enacbami:
d?x 2ze

d2
+ (U-Vecosan)x =0 y_ 2z (U-Vcosax)y =0
dt2 mrg (10) dr> mrg (11)

Uvedemo nove spremenjivke (u je x ali y):
aw =ax =—ay = 78Z6U (12) qu =qx =—qy =74zeV (13) £ = @ (14)
ma?2re ma?rf 2
Ce v enadbi (10) in (11) vstavimo nove spremenljivke a, g in & dobimo t.im.
Mathieu-jevo enacbo:

2
u+[(/zu +2qucos2&]u=0 (15)

dé&:

Resitve te enacbe lahko predstavimo kot a-q diagrame, iz katerih je razvidno,
pri katerih vrednostih a in g bodo ioni imeli stabilne trajektorije skozi
kvadrupolni analizator.

He=dwin

a (U

2Ulv

q (V)




Lastnosti kvadrupolnih analizatorjev

Prednosti: Slabosti:

* teoreticno masno obmocje do ¢ v praksi masno obmodje niZje
m/z 4000 (do m/z 1000-2000)

* zelo hitro pregledovanje m/z + konstantna Am=1 ("unit mass
obmogja (scan) - do 1000 Th/s, resolution"), torej locljivost
torej zelo primerni za sklopitev odvisna od m/z in omejena z
zGC masnim obmocdjem

* neodvisni od E, ionov * transmisija ionov precej niZja

* nizki pospeSevalni potenciali, kot pri vecini drugih
zato dopusca slab$i vakuum v analizatorjev

ionskem izviru

* dokaj poceni

lonska past, IT; Quistor

ioni iz
ionskega

e konéna
izvira

kapi¢na
elektroda
obro¢na
elektroda

A
kon¢na ?%
kapi¢na

/ elektroda

ioni z izbrano m/z
na detektor




lonska past je v bistvu kvadrupol, "zavihan sam vase". Gibanje ionov tudi
tu opiSemo z diferencialnimi ena¢bami, ker pa je krozno, uporabimo
koordinate z in r. Z uvedbo novih spremenljivk g, g in & prav tako kot
pri linearnem kvadrupolu dobimo Mathieu-jeve enacbe.

Resitev teh enacb zahteva uvedbo imaginarne funkcije s parametroma o
in B. loni imajo stabilne trajektorije znotraj IT pri vrednosti
parametrov o=0 in 0<p<1.

z slablce

r slable

0 a5 1 1.5 2 25
q axis

Delovanje ionske pasti:

-ione bodisi uvedemo v IT iz ionskega izvora ali pa jih tvorimo v IT z
injiciranjem curka elektronov

- ioni razliénih m/z se zadrZujejo v IT. Masna analiza poteka tako, da
zaporedno izvriemo posamezne ione s spreminjanjem izmeni¢ne
napetosti V pri stalni frekvenci (izvrzba pri meji stabilnosti; angl.
ejection at the stability limit)

- drugi nadin masne analize je z resonancno izvrzbo (angl. resonant
ejection): tu spreminjamo tudi frekvenco izmeni¢ne napetosti. lonom,
ki pridejo v resonanco, se bo amplituda oscilacij povecala in bodo
zapustili IT pri nizji vrednosti V, kot bi sledila iz stabilnostnega
diagrama. Ta nacin omogoca razsiritev masnega obmocja ionske pasti.

- samo polovica izvrienih ionov pride na detektor, druga polovica se
nevtralizira na nasprotni kapicni elektrodi

- trajektorije ionov v IT bi se vecale zaradi medsebojnega odboja; ta efekt
omejimo s prisotnostjo He v pasti (tlak v pasti pribl. 0,1 Pa/10-3 torr)




Lastnosti ionske pasti

Prednosti:

masno obmoc¢je do m/z 4000
nizke meje zaznave

hitro pregledovanje m/z obmocja
(scan), zato primerni za sklopitev
zGC

dopusca slabsi vakuum v ionskem
izviru, niso potrebne visoko
zmogljive Crpalke

majhen in prirofen

Slabosti:

v praksi masno obmocje nizje

problem prostorskega naboja
(angl. space charge effect): Ce je v
ionski pasti preveC ionov, pride
do zamika stabilnostnih
diagramov in posledi¢no napak v
odditavanju m/z; resitev:
omejeno Stevilo ionov v IT (npr.
"automatic gain control”)

transmisija: polovica ionov

Linearna ionska past, LIT

V bistvu linearni kvadrupolni analizator, ki na zaéetku in
koncu "zaprt" z dodatnimi elektrodami. lone izvriemo
skozi kon¢no elektrodo ali med palicami kvadrupola
(postavitev detektorja). Prednost pred 3D-IT: zaradi vecje

prostornine $§irSe dinami¢no obmocje

Zaznave.

in niZje meje




MS na osnovi ionske ciklotronske resonance s
Fourierjevo transformacijo, FT ICR MS

sprejemniska

plosca FT
i — -
- casovni —‘L—-I-
> potek masni
magnetno > | signala spekter
polie, 8 al

) vzbujevalna
zadrzevalna. plodéa
plosca

Za razlago delovanja ICR MS inStrumenta se najprej
spomnimo, kaj se dogaja ionu s hitrostjo v, maso m in
nabojem z v magnetnem polju jakosti B:

m-v’ @)
F,=z-ev-B=F.=

r

V ICR celici se bo torej ion gibal po kroZnici s polmerom r,
pravokotni na smer magnetnega polja (x-y ravnina), v
smeri z je njegovo gibanje omejeno samo zaradi enako
nabitih zadrZevalnih plos¢ (angl. trap plate). lon kroZi s
frekvenco v oziroma s kotno frekvenco m, ki jo imenujemo
ciklotronska frekvenca iona:

w=2m =Y (16)

r




Iz enacb (2) in (16) izrazimo ciklotronsko frekvenco:
P z-e-B (17)

m

Vidimo, da je ® neodvisna od zacetne hitrosti oz. kineti¢ne
energije iona. Fokusacija torej ni potrebna, locljivost pa
lahko izrazimo:

R=-"—=-"— (18)

Iz enacbe (16) je tudi razvidno, da je polmer kroZnice ionov
odvisen od njihovega m/z razmerja in od B.

Primer: pri sobni temperaturi in B =3 T imajo ioni z m/z 10 000 Da
polmer kroZnice 1 cm.

loni iste m/z se sicer gibljejo po enakih kroZnicah, vendar nekoherentno.
Ce jih preko vzbujevalnih plo$¢ (angl. emitter plate) vzbujamo za &as
Tee Z izmeni¢nim elektricnim poljem njim lastne frekvence in
maksimalne jakosti E, bodo absorbirali elektricno energijo in jo
pretvorili v kineti¢no energijo, zaradi ¢esar se bodo priceli koherentno

gibati po kroZnici ve¢jega radija:

EoT exe
ro= =2 (19)
2B
P L T . , . . . .
e ’~.\ Odvisnost r'iona od Ein/ali T,
O' * -
’c' ‘\‘ A- EO/ Texc =0
‘," '-‘C B - srednje velika Ey/T,,., r' koncen
! % in manjsi od dimenzij celice
¥ | )
1 . v
v B i C - velika Ey/T,. r' vecji od
H dimenzij celice, zato ion zadene
y vV B ..
/! ob plosce in se nevtralizira
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-, td
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Iz enacbe (19) je razvidno, da r' ni vec¢ odvisen od m/z iona.
Ce torej vzbudimo vse ione hkrati s t.im. "Sirokopasovnim"
(angl. broadband) izmeni¢nim poljem, bodo ioni razli¢nih
m/z krozili po kroznici enakega polmera, vendar Se vedno
s sebi lastno ciklotronsko frekvenco.

Koherentno gibanje "paketa" ionov iste m/z (angl. ion
package) med dvema sprejemniSkima plos¢ama (angl.
receiver plate) inducira na njih izmenic¢ni naboj oz. zrcalni
tok (angl. image current), ki je sorazmeren Stevilu ionov
iste m/z. Preko upora to prevedemo v izmenicno
napetost. Merimo hkrati napetosti, nastale zaradi ionov v
vsem obmodju m/z, in dobimo kompleksen ¢asovno
odvisen signal (signal v ¢asovni domeni).

Zaradi dusenja se ioni polagoma vrnejo na svoj osnovni radij kroZenja.
Vzbujanje ionov in merjenje signala lahko veckrat ponovimo.

Signal v Casovni domeni (funkcija v odvisnosti od Casa) s Fourierjevo
transformacijo pretvorimo v signal v frekvencni domeni (funkcija v
odvisnosti od frekvence), ki ga je mogoce preracunati (enacba (17)) v
masni spekter.

vakuum 10™" torr

(LT

' FT -
| o
'_f,‘k_",, ——
vakuum 107 torr — |
- > R=16 000
pojemajocdi signal ] )
f — iz
casovna domena frekvenc¢na domena

(pretvorba v m/z)




Lastnosti FT ICR masnih spektrometrov

Prednosti: Slabosti:
* hkratna detekcija ionov . potreben zelo visok

vseh m/z vakuum, moéni magneti

* enostavno je odstraniti (= 21 T), zato zelo dragi
Sum, izboljsati locljivost inftrumenti

* iziemna lo€ljivost (do
100000)

* masno obmocje do m/z
10000 Da

* slabSe kompatibilni z LC

Orbitrap

Dve elektrodi: centralna vretenasta in zunanja oblike soda.

Princip delovanja podoben kot pri ICR MS: kroZeci ioni imajo lastno
frekvenco, odvisno od m/z in neodvisno od prostorske in energijske
porazdelitve. Detektiramo zrcalne tokove, nastale zaradi kroZenja ionov,
in signal s Fourierjevo transformacijo pretvorimo v masni spekter.
Dobre karakteristike: R do 150 000, masno obmodje vsaj do m/z 6000.

Podobne kakrakteristike kot ICR, le precej cenejsi, ker ni magnetnega polja.




Detektorji v masnem spektrometru

» funkcija: izmerijo intenziteto Zarka ionov z dolo¢eno m/z

* vsi delujejo preko "pretvorbe" toka ionov v elektri¢ni tok -
razlike v faktorju ojacitve signala (angl. amplification)

* detektorji za direktno merjenje: fotografska plosca, Faradayev
cilinder, induktivni detektor

e detektorji z ojaitvijo signala: elektronske, fotonske
pomnozZevalke (fotopomnozevalke), detektorji na niz
(foto)diod

* kaj nas pri detektorju zanima: faktor ojacitve signala, hitrost
odgovora, robustnost, Zivljenjska doba...

Elektronske pomnozevalke

* diskretna izvedba: 12-24 dinod pri narasS¢ajoCem potencialu,
povrsina Al,O,

* kontinuirna (polvodniska) izvedba - channeltron
 ojacitev signala (angl. multiplier gain) 106-107
* hiter odgovor

* pred pomnoZevalko lahko konverzijska dinoda oz.
visokoenergijska dinoda (HED) za dodatno pospesitev ionov

* Zivljenjska doba 1-3 leta (kontaminacija)

detektor konverzijska dinoda
TN TR 7 | ¥ (a0
7N N /77 _ _
/7N AN /777 anallzatorﬁme@ —
7/ elektroni \s N s// // // \ [
/ \ 77 NN/ 17, kontinui
{ \ V AN </ // 1,/ ontinuirna )
/ W4 N \ elektronska pomnozevalka
reza detektorja ]_ miritevicke

Diskretna elektronska pomnozevalka




Fotonska ali fotopomnozevalka

* dfoni  padejo  na ont | | EiSona |

fosforescentni zaslon —
konverzijska
dinoda

(fosfor): nastanejo
fotoni, katerih tok se
ojaci v fotopomnozevalki

* ojacitev signala 10%-106¢,
Zivljenjska doba > 5 let,
ker  zaSCitena pred
kontaminacijo

fosforescentni
zaslon

fotokatoda
foto-
pomnozevalka

Detektorska plosc¢a s (foto)diodami

angl. multichannel plate, MCP, array detector

plod¢a z vzporednimi cilindri¢nimi kanal¢ki (2r 4-25 um) s polvodniskim
nanosom (elektronska pomnoZevalka) ali s fosforescenénim zaslonom
(fotopomnozZevalka)

simultana detekcija ionov v nekem m/z cbmocju

boljsa obcutljivost, slabsa locljivost

pri TOF analizatorjih; namesto fotografske plosce pri magnetnih sektorjih

NN i
elektroda \ \‘ font

% votle steklene kapilare s
\ D fotoelektron

previeko za emisijo sekundarnih elektronov

P SN - (diEct3 N sekundarni
/ TS ; TN ,/~ elektroni
steklo kanaléki

izhodni elektroni
(do 10°)




Masna kalibracija

nujno kalibrirati inStrument na znane spojine, ki dajejo
fragmente v Zelenem masnem obmocju - kalibracija na m/z
vrednosti in na intenziteto ionov

prilagodijo se nastavitve analizatorja, pospeSevalna napetost,
napetost na detektorju...

zagotovimo tocno meritev m/z vrednosti ionov neznanih
spojin in ponovljivost meritve intenzitet (pri kvantitativni
analizi)

spojine za kalibracijo: fluorirane spojine, npr. perfluorotri-
butilamin (PFTBA) pri El in CI, sinteti¢ni polimeri pri ESI in
APCI, glicerol pri FAB, kovinski halidi, ki dajejo skupke ionov
(angl. ion cluster), npr. Csl, CsF

Racunalnik kot del MS

upravljanje inStrumenta: nastavljanje parametrov v
ionskem izvoru, analizatorju...

pretvorba analognih signalov iz inStrumenta v digitalne

preracunavanje intenzitete ionov in pozicije vrha za paket
ionov neke m/z glede na predhodno kalibracijo z znanimi
spojinami

prikaz konc¢nega rezultata: masni spektri in/ali ¢asovno
odvisni rezultati (npr. kromatogram)

izraCun elementne sestave nekega iona, primerjava
masnih spektrov s spektri v knjiznici masnih spektrov




