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1. Uvod

Prevedeni neutralnich ¢astic na ionty je nezbytnym
krokem hmotnostné spektrometrické analyzy. lonty vzni-
kaji ionizaci latek v iontovém zdroji, pfipadné pfeménou
primarnich iontd, nejcastéji fragmentaci (o zékladech roz-
padovych procesti je pojednano v cit.'). Mnohem méng
pravdépodobnd je naslednd reakce téchto iontl
s molekulami, napf. reakce fragmentovych iontl s roz-
poustédlem?®, za vzniku dalsich iontd odvozenych od pi-
vodni ionizované latky. Tonizace vyZaduje dodani potiebné
energie a ve své podstaté se jedna o chemickou pfeménu
sledované latky. Iontovy zdroj predstavuje chemicky reak-
tor, kde je ionizacni energie neutralni molekule nebo ato-
mu dodéna energetickou ¢astici (napf. elektronem, urych-
lenym iontem, fotonem) nebo v pribéhu reakce iontu
s molekulou. Vytézek konkrétniho iontu, ktery ovliviiuje
intenzitu jeho signalu, zavisi na ucinnosti ionizace dané
latky, na konkurencnich d&jich pfi jeho vzniku (napt. sou-
téz latek o proton) a na jeho naslednych preménach, které
zpusobuji ubytek iontu (napf. fragmentace, neutralizace).
Ionizace a nasledné pfemény iontd mohou byt ovlivnény
doprovodnymi latkami pfitomnymi v iontovém zdroji, jako
jsou rozpoustédla, slozky mobilni faze nebo matrice vzor-
ku. Vyznam zminénych d&ju se lisi podle typu iontového
zdroje.
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2. Zpisoby ionizace latek v hmotnostni
spektrometrii

Ztrata elektronu v disledku interakce s energetickou
Castici (elektronem, metastabilnim atomem, fotonem) se
uplatiiuje napf. pfi elektronové ionizaci nebo fotoionizaci.
Utinnost souvisi s ionizaéni energii analytu (analyzované
latky). Vznik4 radikal-kation, ktery v zéavislosti na mnoz-
stvi dodané energie a své struktufe mtze fragmentovat na
kation a radikal (homolytické §tépeni vazby), vzacnéji na
radikal-kation a neutralni ¢astici se sudym poctem elektro-
nu (heterolytické Stépeni). Pii §tépeni radikal-kationtu je
preferovan vznik radikélu s vyssi ioniza¢ni energii a loka-
lizace naboje na casti molekuly, kterda odpovida radikalu

[

s niz§i ionizaéni energii (Stevensonovo pravidlo)*™.

Elektronovia ionizace
M+e —M"™+2e

P#i fragmentaci molekulového iontu (M*®), je-li ioni-
zatni energie IE(F;*) > IE(F,"), bude ve spektru intenziv-
né&jsi signal F,":

++ L]
+e /I Fl F2
AN B+ F,

Penningova ionizace je zalozena na interakci analy-
zované latky s elektronicky excitovanou Castici A*:

M+A* >SM™ +A+e

Fotoionizace vede podobné jako elektronova ionizace
v prvnim kroku ke vzniku molekulového iontu:

M+ hy —>M* >M™ +¢

Zdrojem ionizacni energie je jeden nebo vice fotonl
(h — Planckova konstanta, v — frekvence zafeni), coz dovo-
luje ptesnéjsi davkovani dodavané energie, a tim i ovliviio-
vani vnitini energie vznikajicich iontl. Absorpci zafeni
vznika excitovana ¢astice M*, ktera muze uvolnit elektron
(k deexcitaci muze také dojit emisi fotonu, kdy zadany ion
nevznikd). Technika je vhodnd pro meéfeni ionizacnich
energii nebo prahovych energii rozpadu. V prvkové hmot-
nostni spektrometrii se rezonan¢ni vicefotonova ionizace
vyuziva k selektivni a velmi citlivé analyze isotopd.

Zachyt elektronu poskytuje ionty zdporné a muize
nastat, pokud se v iontovém zdroji vyskytuji pomalé elek-
trony (jejich energie je blizka termalni energii) a analyty
maji elektronegativni atomy nebo skupiny. Vede ke vzniku
radikal-aniontd (M"*).

Vyména naboje probihajici mezi reakénim ¢inidlem
(obvykle radikal-kationtem, pfipadné radikal-aniontem
ptipravenym napf. fotoionizaci, ale ¢inidlem muzze byt také
ion se sudym poctem elektronti napt. NO") a neutrdlnim
analytem spoc¢iva v pienosu elektronu.

M
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R+.+M—’R+M+.
R*+M—->R+M"*

Odebrani aniontu A~ (piikladem je odebrani H) je
zalozeno na reakci kationtu reakéniho ¢inidla s molekulou
analytu.

R"+M — RA + [M-A]

Pi‘enos protonu vede ke vzniku kationtii piipadné
aniontl dle zvoleného modu ionizace. V kladném moddu je
reakéni ¢inidlo (RH") donorem protonu, analyt (M) jeho
akceptorem.

RH'+M — MH' +R

V zaporném modu je reakéni ¢inidlo (R™) akceptorem
protonu, analyt (M) je donorem protonu.

R +M — [M-H] + RH

Akceptor protonu (neutralni ¢astice nebo anion) musi
mit vétsi protonovou afinitu neZ donor (kation nebo neut-
ralni Castice). Protonova afinita charakterizuje latku
v plynné fazi. U elektrospreje se uvedené ionty mohou
uvoliovat ptimo z roztoku. Kyselost a zasaditost latek
v roztoku je obecné odlisna od plynné faze.

Ionty MH" a [M-H] mohou rovn&Z vznikat
z adukti®’. Ve vakuované &asti piistroje mezi iontovym
zdrojem pracujicim za atmosférického tlaku a samotnym
hmotnostnim analyzatorem muize v disledku zvyseni
vnitini energie iontu ohfevem (pomoci horkého plynu
nebo vyhiivané kapilary) nebo nastavenim napéti na ionto-
vé optice dochazet napf. k uvolnéni molekuly NH;
z aduktu [M+NH,]" popt. CH;COOH z [M+CH;COO]J".
Vznikaji ionty MH" (Ize také psat [M+H]") popt. [M-H]
a vzhledem k nizkému tlaku ve zminéné ¢asti pfistroje je
jejich zpétna reakce s NH; nebo CH3;COOH malo pravdé-
podobna.

Pti pfenosu protonu mohou probihat konkurenéni dé&je
zavislé na protonové afinité reagujicich latek M; a M,,
pfevazovat budou ionty latky s vétsi protonovou afinitou.

M;+M, +RH" > MH +M, +R

M;+M, +RH" > M; + M,H" + R

Podobné v zaporném modu budou pievazovat ionty
odvozené od latky s vétsi kyselosti v plynné fazi. Pfeno-
sem protonu se tvofi ionty se sudym pocet elektrond, pfi
jejichz fragmentaci obvykle vznikaji fragmentové ionty
rovnéz se sudym poctem elektronti. Dochézi k heterolytic-
kému §tépeni vazeb. V kladném modu naboj zistava na frag-
mentu s vysS§i zasaditosti, v zaporném s vyssi kyselosti.

Pozn.: Dfive pro protonovanou ([M+H]") a deproto-
novanou ([M—H]") molekulu uzivané terminy kvazimole-
kulovy nebo pseudomolekulovy ion jiz nejsou doporuco-
vany (viz Projekt Ceské terminologie v hmotnostni spek-
trometrii®).

Tvorba adukti oznacuje spojeni neutralni molekuly
s jinym iontem nez protonem. V kladném modu jde Casto
o vznik sodnych aduktli, méné Casto jsou pozorovany dra-
selné adukty nebo adukty s amonnym kationtem (neni-li
jejich vznik podpotfen piidavkem odpovidajicich soli do
analyzovaného roztoku).

M +Na"— MNa"
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Ve spektrech se piitomnost adukti mtze projevit
diferenci 22 resp. 38 hmotnostnich jednotek mezi jednona-
sobné nabitymi ionty (MH" ~ M+1; MNa" ~ M+23; MK"
~ M+39). Sodné adukty ¢asto konkuruji vzniku protonova-
nych molekul, je-li to na zdvadu, miZe pomoci odsoleni
vzorku. U cukrt, které se obtizné protonuji, je vznik sod-
nych adukti pro jejich ionizaci vyhodny. Ve struktufe
analytu nemusi byt zasadité misto, vznik adukt podporuje
pritomnost elektronovych par. V zéporném modu se tvori
adukty napt. s CI', HCOO™ nebo CH;COO".

Tvorba Klastri vede k iontim obecného vzorce
[nM+kat]", kde kat" mfize byt proton nebo kation kovu.
Nejéastéji se ve spektru objevuji klastry [M+M-+kat]*
a obvykle Cetnost iontu klastru klesa s rostoucim n. Vznik
klastru musi byt exotermnim déjem, aby byl kompenzovan
pokles entropie v duisledku shlukovani ¢astic. Naopak, aby
nedoslo k fragmentaci pfi nadbytku vnitini energie, musi
byt jeji ¢ast pfedana srazkou jiné Castici. Mén¢ Casty je
vznik klastri [M;+M,+kat]" (obvykle snadno fragmentuji
a naboj je lokalizovan na molekule s vétsi afinitou ke kati-
ontu) a klastrd v zdporném modu, kde objemngjsi distribu-
ce elektronti oslabuje interakce slozek klastru.

S uvedenymi dé&ji souvisi vlastnosti latek v plynné
fazi (cit."*) charakterizované:

1. ioniza¢ni energii IE = AH® pro endotermni reakci
M—-M"+e¢;

2. elektronovou afinitou EA = —AH’pro reakci
M +e — M™*, ktera byva exotermni nebo slabé& endotermni;
3. protonovou afinitou PA = —AH" a zasaditosti
v plynné fazi GB = -AG", které se vztahuji

k exotermnimu procesu M + H" — MH";

4. kyselosti v plynné fazi AH’, a AG®s charakterizu-
jici endotermni proces MH — M+ H'.

Pii ionizaci mlze hrat roli pouze jeden z vyse uvede-
nych procesti nebo se jich mize uplatnit vice soucasné.
Vybér ionizacni techniky musi zohlediiovat vlastnosti 1a-
tek. Urcuji totiz, zda pouZity zpisob ionizace bude efektiv-
ni nebo ktery ioniza¢ni proces bude preferovan. Naptiklad
u fotoionizace za atmosférického tlaku jsou pozorovany
ionty M™a MH" (cit.”). Jejich vyskyt ve spektru bude
zaviset na ionizacni energii a protonové afinité sledované
latky. Nizk4 ionizacni energie podporuje vznik radikal-
kationtu, vysoka protonova afinita vznik protonované mo-
lekuly. Jinym piikladem je elektrosprej. Pfi jeho pouziti
jsou v hmotnostnich spektrech ¢asto pozorovany pro tutéz
latku protonované molekuly a adukty se sodikem. Dochazi
jak k pfenosu protonu, tak k tvorbé aduktt.

3. Vliv tlaku v iontovém zdroji na ionizaci

Ionizaci lze provést za vysokého vakua (napt. elektro-
nova ionizace, fotoionizace), ale i pii sttednim az nizkém
vakuu (napt. chemicka ionizace) a dokonce pfi atmosféric-
kém tlaku (tzv. ionizace za atmosférického tlaku, jakou je
napt. elektrosprej nebo fotoionizace za atmosférického
tlaku). Zatimco za vysokého vakua se jednd o ionizaci
ztratou elektronu a reakce iontd s molekulami se neuplat-
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Tabulka I

Struény prehled vyvoje ioniza¢nich technik® 2716

Referat

Ionizaéni technika

Elektronova ionizace
(Electron ionization, EI)

1921 — popséna A. Dempsterem (bombardovani zahfivaného povrchu elektrony);
1922 — Smyth pouZil elektrony k ionizaci par rtuti pro urceni ionizacnich energii;
1929 — W. Bleakney a 1940 — A. O. Nier navrhli doposud pouzivana technicka
feSeni; Siroce vyuzivana tvrda ionizacni technika pro dostateéné tékavé latky,
zejména se uplatiuje ve spojeni GC/MS;

Chemicka ionizace
(Chemical ionization, CI)

1966 — zavedena M. S. B. Munsonem a F. H. Fieldem, m¢kka ioniza¢ni technika
vhodna pro tékavé latky, dodnes nabizena pro spojeni GC/MS;

Ionizace polem
(Field ionization, FI)

1954 — M. G. Inghram a R. Gomer spojili iontovou mikroskopii (field ion
microscopy) s hmotnostni spektrometrii; 1957 a v nasledujicich letech H. D. Bec-
key se spolupracovniky studoval ionizaci polem a Uspé€sné vyvijel iontové zdroje
pro mékkou ionizaci té¢kavych latek;

Desorpce polem
(Field desorption, FD)

1969 — H. D. Beckey rozsifil moznosti ionizace v oblasti neté¢kavych
a termolabilnich latek;

Chemicka ionizace za atmosférického
tlaku (Atmospheric pressure chemical
ionization, APCI)

1974 — E. C. Horning, D. L. Carroll, I. Dzidic, K. D. Haegele, M. D. Horning
a R. N. Stillwell navrhli tuto techniku pro analyzy roztokd; jedna ze zakladnich
ioniza¢nich technik v LC/MS;

Bombardovani rychlymi atomy
(Fast atom bombardment, FAB)

1980 — M. Barber, R. S. Bordoli, R. D. Sedgwick a A. N. Tyler popsali iontovy
zdroj, ktery pfinesl nové moznosti v analyze peptidii a malych proteinti, pozdéji
byl jeho vyznam zastinén elektrosprejem a MALDI;

Termosprejova ionizace
(Thermospray ionization, TSP)

1983 — C. R. Blakney a M. L. Vestal navrhli techniku vhodnou pro spojeni
LC/MS zaloZenou na ionizaci tepelnym rozprasovanim (pozdéji nahrazena ESI
a APCI);

Elektrosprejova ionizace
(Electrospray ionization, ESI)

1984 — uspésné technické feseni predstavili M. Yamashita a J. B. Fenn

(za analyzu biomakromolekul obdrzel J. B. Fenn Nobelovu cenu v roce 2002);
jedna se o nejrozsifenéjsi feSeni analyzy roztok, bézny iontovy zdroj

pro LC/MS, vyznamnou ioniza¢ni techniku v analyze proteinti; koncept byl
navrzen jiz v roce 1968 (M. Dole, L. L. Mack, R. L. Hines, R. C. Mobley, L. D.
Ferguson a M. B. Alice);

Laserova desorpce a ionizace za Gi¢asti
matrice

(Matrix-assisted laser desorption/
ionization, MALDI)

1985 — M. Karas, D. Bachmann a F. Hilenkamp popsali nové feseni analyzy
organickych latek v pevné fazi; 1987 — K. Tanaka, H. Waki, Y. Ido, S. Akita,
Y. Yoshida a T. Yoshida analyzovali velké molekuly s velikosti poméru
hmotnosti ku naboji az do sto tisic (K. Tanaka za vyuziti MALDI v analyze
biomakromolekul ziskal v roce 2002 Nobelovu cenu); spolu s elektrosprejem
znamenala prilom v analyze proteini;

Fotoionizace za atmosférického tlaku
(Atmospheric pressure
photoionization, APPI)

1985 — 1. A. Revel’skii, Y. S. Yashin, V. N. Voznesenskii, V. K. Kurochkin
a R. G. Kostyanovskii vyuzili fotoionizace za atmosférického tlaku v hmotnostni
spektrometrii; 2000 — D. B. Robb, T. R. Covey a A. P. Bruins popsali spojeni
LC/MS realizované pomoci APPI;

Ambientni ionizace
(Ambient ionization, Al)

2004 — byla popsana desorpéni ionizace elektrosprejem (desorption electrospray
ionization, DESI, Z. Takats, J. M. Wiseman, B. Gologan a R. G. Cooks); 2005 —
byla predstavena piima analyza v realném Case (direct analysis in real time,
DART, R. B. Cody, J. A. Laramee, H. Dupont Durst); byl odstartovan bouflivy
rozvoj ambientnich ionizacnich technik, pfi kterych je vzorek b&hem analyzy
ptistupny (neni uzavien v hmotnostnim spektrometru) a neni nijak nebo jen
omezen¢ pro analyzu pfipravovan;

nuji, vyssi tlak zvySuje pravdépodobnost srazek Castic
v iontovém zdroji a tyto reakce mohou hrat klicovou tlo-
hu. Ionizovany reakéni plyn poskytuje proton analyzované
molekule za vzniku MH", v zdporném modu anion pfitom-
ny v iontovém zdroji odebird proton molekule analytu.
Kromé pfenosu protonu mohou soucasné vznikat adukty
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a klastry. Za obvyklych experimentalnich podminek vSak
nedochazi ke vzdjemnym srazkdm iontl stejného néaboje
(vzhledem k jejich odpuzovani) ani k interakci iontl
s neutralnimi produkty fragmentace (mala pravdépodob-
nost v disledku jejich malych mnozstvi v iontovém zdro-
ji). Vyjimkou je vzajemna reakce produktd fragmentace,
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tj. pfi ni vznikajiciho iontu a neutralni ¢astice, pokud zi-
stanou asociovany.

Pii ionizaci za vysokého vakua je nutné dopravit ana-
lyty do iontového zdroje ve formé plynt ¢i par, coz je
mozné u latek dostatecné té¢kavych a teplotné stalych. Al-
ternativou pro latky nesplityjici tyto poZadavky je jejich
ionizace ze vzorku v kondenzované fazi. Soucasné dochazi
k odpateni analytd a jejich ionizaci. Latky jsou zavadény
do iontového zdroje ve formé roztoku nebo v pevném sku-
penstvi. Napiiklad pfi desorpci a ionizaci laserem za Gcasti
matrice (MALDI) je vzorek vkladan do vakuovaného pro-
storu na ter¢iku v pevné fazi (ve smési s matrici). Energie
laseru zplsobi rychlé odpafeni vzorku, aniz by doSlo
k tepelné degradaci molekul. Ackoli MALDI pracuje za
vysokého vakua (k dispozici je také MALDI za atmosfé-
rického tlaku) v oblacku odpatreného vzorku je tlak vyssi
a mohou v ném probihat reakce ionti s molekulami'®. Tim
jsou vytvoreny vhodné podminky i pro ionizaci velkych
biomakromolekul s relativni molekulovou hmotnosti
v fadu statisictl.

Snaha o analyzu vétsich nebo termolabilnich molekul
byla a je vyznamnym hybatelem vyvoje iontovych zdroju.
Uplatiiovani novych ionizacnich principti provazelo histo-
rii hmotnostni spektrometrie, rozSifovalo jeji aplikacni
moznosti a bylo ocenéno udélenim Nobelovy ceny za che-
mii v roce 2002. J. B. Fenn a K. Tanaka ji ziskali ,,za vy-
voj metod umoziujicich analyzu biologickych makromole-
kul“!". V poslednim desetileti zna&ny rozvoj zaznamenaly
ambientni ionizacni techniky, které zjednodusuji ptipravu
vzorku pted analyzou'’. Struény piehled vyvoje ionizaé-
nich technik nabizi tab. I.

4. Zavér

Volba ioniza¢ni techniky, a tim i mechanismu ioniza-
ce, se fidi vlastnostmi analytu, charakterem vzorku a cilem
analyzy. Z praktického hlediska roli hraje dostupnost ioni-
zacni techniky v dané laboratofi. U tvrdych ioniza¢nich
technik (napf. elektronova ionizace) vznikaji ionty s vyso-
kym obsahem vnitini energie a podléhaji bohaté fragmen-
taci, coz je vyhodné pfi identifikaci latek porovnanim
spekter. Nemusi vSak byt pozorovan ion odpovidajici celé
molekule, ve spektru pak chybi informace o molekulové
hmotnosti. U mékkych ioniza¢nich technik (napt. chemic-
ka ionizace) je situace opacna. Niz§i obsah vnitini energie
znamend omezenou fragmentaci, l1ze urcit molekulovou
hmotnost, ale pro nedostatek fragmentovych iontd muize
chybét informace o struktufe.

Vhodny postup ionizace by mél byt u¢inny, a tim
umoznovat nizké detekéni limity. Soucasné by mél posky-
tovat stabilni iontovy proud (stabilni signal), tizkou distri-
buci vnitini energie iontd, minimalni iontovy proud pozadi
a zanedbatelnou kiizovou kontaminaci mezi naslednymi
vzorky’. Béhem let doglo ke znaénému rozvoji zpiisobt
ionizace latek, ale stale plati, ze Zadna ionizacni technika
neni univerzalni a vybér nejvhodnéjsiho pfistupu je pro
uspéch analyzy dulezitym rozhodnutim.

Referat

Seznam zkratek

Al ambient ionization, ambientni ionizace
APCI atmospheric pressure chemical ionization, che-
micka ionizace za atmosférického tlaku

APPI atmospheric pressure photoionization,
fotoionizace za atmosférického tlaku

CI chemical ionization, chemicka ionizace

DESI desorption electrospray ionization, desorp¢ni
ionizace elektrosprejem

EA electron affinity, elektronova afinita

EIl electron ionization, elektronova ionizace

ESI electrospray ionization, elektrosprejova
ionizace

FAB fast atom bombardment, bombardovani
rychlymi atomy

FD field desorption, desorpce polem

FI field ionization, ionizace polem

GB gas-phase basicity, zasaditost v plynné fazi

GC/MS  gas chromatography/mass spectrometry,
plynova chromatografie/hmotnostni
spektrometrie

IE ionization energy, ioniza¢ni energie

MALDI matrix-assisted laser desorption/ionization,
laserova desorpce a ionizace za ucasti matrice

PA proton affinity, protonova afinita

TSP thermospray ionization, termosprejova

ionizace

Tato prace byla financné podporena Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a telovychovy Ceské republiky (LO1509).
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K. Lemr and L. Borovcova (Institute of Microbiolo-
gy of the Czech Academy of Sciences, Prague): Ton For-
mation in Mass Spectrometry: Ionization and Frag-
mentation

Formation of ions is the first step of mass spectromet-
ric analysis. Neutral species are ionized in an ion source
giving primary ions. These ions act as precursors of sec-
ondary ones that are produced mainly by fragmentation.
Fundamental ionization processes include ejection or cap-
ture of an electron, charge exchange, removal of an anion,
proton transfer, and formation of adducts or clusters. In
a particular ion source, one or more of these processes can
be effective for a given analyte. For example, protonated
molecules and sodium adducts are simultaneously ob-
served after the electrospray ionization. The ionization is
also related to the pressure in the ion source. Under high
vacuum, the loss of electron is predominant, while ion-
molecule reactions become more important with increas-
ing pressure. lonization techniques significantly influence
the applicability of mass spectrometry. They have been
developed to achieve ionization of still less volatile sub-
stances, more polar and larger molecules. Nevertheless,
universal ionization technique has not been introduced yet.
Careful selection of the technique appropriate for the given
analysis is still a crucial step.

Keywords: mass spectrometry, ionization, fragmentation,
pressure in an ion source
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