PODSTAWY INTERPRETACJI
WIDM MASOWYCH
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1. Ustalanie masy czasteczkowej

Metody:
 widmo EI 70 eV 1 np. 12 eV;

* tagodne metody jonizacji (FAB, LSIMS, CI, ESI,
APCI, MALDI, FI) w celu otrzymania jonu
molekularnego.
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TERMINOLOGIA

Jon molekularny: jon o masie rownej masie czasteczkowe]
badanego zwiazku (z doktadnoscia do masy elektronu)
powstajacy w wyniku oderwania lub (znacznie rzadziej)
przylaczenia elektronu przez czasteczke.

Jon pseudomolekularny, quasimolekularny lub jon typu
jonu molekularnego: jon powstajacy w wyniku
przylaczenia prostego jonu (najczescie] H, Na*, CI-) do
czasteczki badanego zwiazku lub oderwania jonu H" od tej
czasteczki. Obecnie zaleca si¢ stosowanie nazw typu:
protonowana czasteczka, deprotonowana czasteczka itp.
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»REGULA AZOTOWA”

Parzysta liczba atomow azotu =
= parzysta masa czgsteczkowa (nominalna)

Nieparzysta liczba atomow azotu =

= nieparzysta masa czasteczkowa (nominalna)

W spektrometrii mas dotyczy jonow nieparzystoelektronowych.

Dla jonow parzystoelektronowych jest na odwrot.

Jony parzystoelektronowe: M+ H", M — H", M + Na*, M + CI 1itp.
— powstaja w wyniku jonizacji ESI, APCI, MALDI

Jony nieparzystoelektronowe: M™ — powstaja w wyniku jonizacji EI
1 FI
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LICZBA MIEJSC NIENASYCENIA

Dla czasteczki o wzorze C_H N O, liczba

Xy 20 nm
miejsc nienasycenia /N wynost:

N=x—éy+éz+1

Ogolnie;: typx: C, Si1
typy: H,F,Cl Br, I
typz: N,P
typn: O, S

Dla czasteczek obojetnych 1 kationo- lub anionorodnikow
liczba miejsc nienasycenia musi by¢ catkowita i dodatnia
lub réwna 0.

Dla jonow parzystoelektronowych — utamkowa 1 nie
mniejsza niz —0.5.




Warunki, ktére musi spetni¢ jon molekularny w
widmie El (konieczne, ale nie wystarczajace)

1. Musi by€ jonem o najwyzszej masie w danym widmie
(z uwzglednieniem jonow 1zotopowych).

2. Musi byC€ jonem nieparzystoelektronowym, czyli
odpowiadajacy mu wzor sumaryczny musi spetniac
,,regute azotowa”.

3. Masy najblizszych mu jonow fragmentacyjnych (czyli
fragmentOw o najwyzszych masach) musza dac sig
wyjasni¢ utrata fragmentow obojetnych (czasteczek lub
rodnikdéw) o logicznych masach.
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Warunki, ktore musi spetni¢ jon pseudomolekularny
w widmie LSIMS, ESI lub APCI

1. Musi by¢€ jonem parzystoelektronowym, a odpowiadajacy mu wzor
sumaryczny musi spetniac¢ regul¢ azotowa po odjeciu lub dodaniu jonu
odpowiedzialnego za jonizacj¢ (najczgscie) HY, Na*, Cl- itp.).

2. Jego masa musi umozliwi¢ wyjasnienie obecnosci ewentualnych klasterow
typu (nM + Kat)*, (nM — Kat)~ lub (nM + A)-, a takze klasteroOw z matryca
(w LSIMS) lub rozpuszczalnikiem (w ESI).

3. Jego masa musi by¢ zgodna z masami obserwowanych jonow
natadowanych wielokrotnie (w ESI, czasem takze w LSIMYS).

4. W wigkszosci przypadkow zakwaszenie probki powinno spowodowac
wzrost intensywnosci jonu M + H', a dodanie soli sodowej —jonu M + Na*.

5. W przypadku probek o charakterze amfoterycznym (np. peptydy) dodatni
jon pseudomolekularny powinien mie¢ mas¢ o dwie jednostki wigksza niz
ujemny jon pseudomolekularny (dotyczy jonow M+ H" 1 M — H").
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Zaleznos¢ wygladu
widma El octanu
etylu od energii

elektronow

P
HC—C

O—CH;—CH,
M = 88
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PROFILE IZOTOPOWE JONOW W FUNKCJI ICH MASY

C;H;NO, CeH12N20,

C15H33N509 C30H68N10019 CGOH138N20039 C150H348N50099

89 160
89.05 160.09
89.09 160.17

Masa nominalna
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427 872 1762 4432
427.23 872.47 1762.94 4434.37
427.43 89.93 1763.87 4436.69
Masa monoizotopowa Masa srednia



Przyktad widma zwigzku cynoorganicznego

207
1004 1'sn, 10 179
111.90482300, 0.95, 1
113.90278100, 0.65, 1
114.90334410, 0.34, 1
115.90174350, 14.24, 1 =Ne
116.90295360, 7.57, 1 =~ O
1| 117.90160660, 24.01, 1 149 = 3
118.90331020, 8.58, 1 = .
119.90219900, 32.97, 1 €t o
121.90344000, 4.71, 1 S =
123.90527100, 5.98, 1 =e
=
=
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Widmo ESI zwigzku o matej czasteczce
(M =397, MeOH, jony dodatnie)

Spec #1[BP = 817.4, 2132] 2M + Na*
100 1 817.3 2132
R Pli i
80 N7 o7 ph
70 M + Na* /l\/Y\<\
M+ HY O
60 420.2 OH
2 M = 397
250
£
)
40
M + K*
30 436.2
20 1 616.3
623.7 819.4
10 1
0 il |.l'l._L ||. LL'L‘_.LL | IL.IL — | L_L'..I.L at 0
300 420 540 660 780 900
° Mass (m/z)
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Widma ESI aldehydu o M = 269 Da w MeOH i EtOH

iner Spec /27:32 (T /1.39:1.82) ASC[BP = 324.1, 611]

3241
T | Widmo w MeOH
20/ M + MeOH + Na*

80+

Aldehydy ol
czesto tworza

hydraty i M + MeOH + H*

hemiacetale: 2022 | |M+H,0 +Na*

307 M + Na*
M + H* L
201 \ L\ /

60+

507

% Intensity

(0 10, 310.1

200 250 300
Mass (m/z)

1731 2171 2701 292/1
' — 239.2 : 349.2
R% + R—OH = gl L. | \ L 2o VL L

Marii Spec /7:26 (T /0.38:2.00) ASC[BP = 338.2, 355]

100 338.2

==— R OR' Widmo w EtOH M + EtOH + Na*

90+

707
607

507

401 M + H,O + Na*
301
201 M + Na* \

Copyright © 2005 *] 1851 217.1 \%92_1 310-1 339.2
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Widma ESI trietylenotetraminy w réznych rozpuszczalnikach

H
I
HZN/\/N\/\N/\/NHZ
I
H

Aminy moga reagowac
z formaldehydem
(powstajacym w wyniku
anodowego utleniania
metanolu), dajac
kationy imoniowe:

I I
/N\ + /C\
R R H H
CH,OH +H* (M2
- rll —=
R/ \R i Hzo R/ \R

Taka reakcja jest dosé
rzadko spotykana w
ESI, ale trzeba sie z nig
liczyé.

% Intensity

% Intensity
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100, 147.1
o Widmo w MeOH M + H*
80+
70+
60+
50+
40+
30+
] M + Na*
1:7 130.1 1691 190.2
50 90 130 170 210
Mass (m/z)

100. 147.1

Widmo w M + H*
~' | MeOH/H,0/NaOAc

159.1

70
o] M + CH,O - H,0 + H*
501 formalnie: [M + CH]*
40-
307
20
10+
%o 90 130 - - 170 210

Mass (m/z)
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2. Jaki jest skiad elementarny zwigzku (wzor
sumaryczny)?

Metody:

* doktadny pomiar masy jonu molekularnego lub
peudomolekularnego 1 komputerowe dopasowanie
mozliwych sktadow elementarnych;

 badanie profilu izotopowego.
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Dokiadne masy atomowe i sktady izotopowe
najlzejszych pierwiastkow

H, 2

1.00782504,
2.01410179,

He, 2

3.01602930,
4.00260325,

Li, 2

6.01512320,
7.01600450),

Be, 1
9.01218250,
B, 2

10.01293800,
11.00930530,

C, 2

12.00000000,
13.00335484,

100.

18.
81.

.985
.015

.00013
. 99987

.52
92.

48

98
02

.892
.108

N, 2

14.00307401,
15.00010898,

0,3

15.99491464,
16.99913060,
17.99915939,

F, 1

18.99840325,
Ne, 3

19.99243910,
20.99384530,
21.99138370,

Na, 1
22.98976970,
Mg, 3

23.98504500,
24.98583920,
25.98259540,

99.635
0.365

99.759
.037
0.204

o

100.0

90.92
0.257
8.82

100.0

78.60
10.11
11.29

Al 1
26.98154130, 100.0
Si, 3

27.97692840, 92.18

28.97649640, 4.71
29.97377170, 3.12

P, 1
30.97376340, 100.0
S,4

31.97207180, 95.018
32.97145910, 0.750
33.96786774, 4.215
35.96707900, 0.107

cl, 2

34.96885273, 75.4
36.96590262, 24.6
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Definicje zdolnosci rozdzielczej spektrometru mas

M

R o, =
10%
AM AM
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/\_ 10,05 h

M

FWHM =
AM

10%-owa dolina (R,40,)
- odpowiada szerokosci
na poziomie 5%

AM

0,5h

Szerokos¢ potdwkowa
(FWHM - Full Width
at Half Maximum)




Wplyw definicji zdolnosci rozdzielczej spektrometru
na wyglad widma

Ry0v FWHM

Widma dla takiej samej nominalnie rozdzielczosci
R, 1 FWHM
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Przykiad wymagan dotyczacych rozdzielczosci
niezbednej dla rozréznienia pikow

M AM R
CO 27,9949

0,0113 2478
N, 28,0062

0,0250 1120
C,H, 28,0312
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Wplyw zdolnosci rozdzielczej spektrometru
na wyglad widma

100
80 R=10000
60
40
20
0 T T T T

| |
| |
| |
| |
| |
| |
I I
I I
I T T !
| |
| |
| |
| |
| |
100
80 R =5000 N\
60 : :
40 | |
2 L
i T T I T I T T T
| |
| |
| |
| |
| |
| |
I I
| |
| |
| |
| |

0 T T T

100 ]
80 | R=3000

60 |

40

20

M,=100,00 M,=100,02
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Wplyw masy jonow przy stalej roznicy masy
i rozdzielczosci na wyglad widma

100
80 _ M=100
60 R =10 000 AM = 0,02
40
20
1:;’ M = 200
60 R =10 000 AM = 0,02
40
20

100 ]
80 | - M = 350
60 | R=10000 AM = 0,02

40 |
20
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Doktadny pomiar masy - wymagania

Wazne:

Doktadny pomiar masy nie zast¢puje analizy elementarnej, poniewaz
nie dostarcza informacji o czystosci probki. Pozwala jedynie na
stwierdzenie, ze w widmie masowym badanej probki znajduje si¢ pik
pochodzacy od jonu o masie odpowiadajacej zatozonemu wzorowi
sumarycznemu. Czystos¢ zwigzku nalezy udowodni¢ w inny sposob.

Wymagania wig¢kszosSci czasopism odnosnie
dokladnych pomiarow masy sa nastepujace:

1. Pomiar musi dotyczy¢ jonu molekularnego lub
pseudomolekularnego (a nie jonow fragmentacyjnych).

2. Doktadnos$¢ pomiaru powinna wynosi¢ 5 ppm
(w niektorych czasopismach dopuszcza si¢ 10 ppm,
zwlaszcza dla wyzszych mas).

3. Mozna mierzy¢ masy nie przekraczajace 800 u.
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Wplyw dokladnosci pomiaru masy na liczbe
mozliwych wzoréw sumarycznych

Elements: C12:20 H1:30 N14:4 0l16:6 S32:1
Tolerance window: 2 mmu (ok. 8 ppm)

Mass Deviation Formula
(u) (mmu)
260.08306 .0 C:10 H:16 N:2 0:4 s:1
-.7 C:16 H:10 N:3 0:1 Ss:0
.7 C:18 H:12 N:0 0:2 S:0

Elements: C12:20 H1:30 N14:4 0l16:6 S32:1
Tolerance window: 5 mmu (ok. 19 ppm)

Mass Deviation Formula
(u) (mmu)
260.08306 -4.0 C:5 H:16 N:4 O0:6 S:1

.0 C:10 H:16 N:2 0:4 S:1
-3.4 C:13 H:12 N:2 0:4 S:0
2.7 C:13 H:14 N:3 0:1 S:1
4.0 C:15 H:16 N:0 0:2 S:1
-.7 C:16 H:10 N:3 0:1 s:0
.7 C:18 H:12 N:0 0:2 S:0




Wptyw wyboru
pierwiastkdw na
liczbe mozliwych

Wzorow
sumarycznych
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Elements: Cl1l2:12 H1:30 N14:
Tolerance window: 5 mmu

Mass Deviation Formula
(u) (mmu)

260.08306 .0 C:10 H:16 N:

Elements: Cl2:16 H1:30 N14:
Tolerance window: 5 mmu

Mass Deviation Formula

(u) (mmu)

260.08306 .0 C:10 H:16 N:
-3.4 C:13 H:12 N:
2.7 C:13 H:14 N:
4.0 C:15 H:16 N:
-.7 C:16 H:10 N:

Elements: Cl12:16 H1:30 N14:

Tolerance window: 5 mmu

Mass Deviation Formula

(u) (mmu)

260.08306 -3.4 C:13 H:12 N:
-.7 C:16 H:10 N:

Elements: C12:20 H1:20 Ol6:

Tolerance window: 5 mmu

Mass Deviation Formula

(u) (mmu)

260.08306 4.0 C:15 H:16 O:
.7 C:18 H:12 O:

4 016:4 S32:1

2 0:4 S:1

4 016:4 S32:1

2 0:4 s:1
2 0:4 S:0
30:1 8Ss:1
0 0:2 Ss:1
3 0:1 s:0
4 0l6:4
2 0:4
3 0:1
2 S32:1
2 S:1
2 S:0
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Profile izotopowe kombinacji pospolitych
pierwiastkow dwuizotopowych typu M+2

Si, S, Si,p S,
1.6
10 8.8
5.1 .8 T.1 0.1
3.4 4.4 0.4 0.2
| TR VR | | N
Bf|C|| BI’|C|2 BI’|C|3
\ 6.6 17
| %

15

Bl’z

Siy

Cl

szC||

Cl,

Brz Clz

Cly

Brl

Cly

0.9

Bl'a

BTS Cl

Br4
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Poréwnanie profilu izotopowego
zmierzonego i obliczonego

Intensity (%age)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Widmo zmierzone

786 788 790 792

Intensity (%age)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

779.1754
/

776.17602
N 778.17517

781.17543
N

784.17414

Widmo obliczone dla
skladu: C;;H,;F N,O.Ru

786.18044
\ 787.18277 789.19169

—r—

786 788 790 792




3. Czy zwigzek jest czysty?

Metody:

« zachowanie probki podczas parowania w zrodle jonow
(w ED);

» stwierdzenie obecnosci wigcej niz jednego jonu
molekularnego;

« stwierdzenie wzajemne] niezgodnoscit widm jondw
dodatnich 1 ujemnych.
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Badanie zachowania probki podczas parowania
w zrodle jonow El
Copyright © 2005
ww  Witold Danikiewicz 278 e ——

178 35_300 /

.65 Tross.
130 255 /\

255 270

255

103 88,320 T 2%s.8
270
278 278
n 209 | J
w295
220 3 19,065 177950
191 95
g 295
178
165 26
! T 1 1 T T 7 T

pRinii im | I I Ll | | . - -
58 149 158 208 258 nl/z I § U 1§ ]




4. Jaka jest budowa czgsteczki zwiazku
(wzor strukturalny)?

Metody:

analiza fragmentacji w standardowym widmie EI;

identyfikacja zwiazkow znanych przez poréwnanie widma
eksperymentalnego z widmami z komputerowej biblioteki
widm;

badanie Sciezek fragmentacji poprzez rejestrowanie jonoOw
metastabilnych 1 jonow powstajacych w wyniku aktywacji
zderzeniowej (CID);

doktadne pomiary masy jonoOw fragmentacyjnych;
wymiana 1zotopowa;

otrzymywanie 1 badanie pochodnych.
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Intensity (%age)

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

Identyfikacja produktu reakcji na podstawie widma masowego

o0 o Copyright © 2005
O . . . .
AN on ocH, Witold Danikiewicz
NaOH | N czy 2
EtOH Z
>X 5
315
\
344
4
59 = C;H,0
M+
=59 }
160 189
403
) 4 316 ™
d
105 130
N N 234
. )
il | III 1, ul il I “ll Ill Ll |l| .11‘1111 i ull il IL il Il 1 ‘1 : | Il il 1 | 1\
|IIIIIIIII|IIIII|III|I lllllll|III|IITII|IIIIIIIII|II IIIIII|IIIIIIIII|1I
50 100 150 200 250 300 350 400

Low Resolution M/z



Chromatogram GC/MS olejku cytrynowego.

- S Sktadniki zidentyfikowano na podstawie
S 2 biblioteki widm Wiley’a
o % 478 -bisabolen geranial
@ < limonen (95 %) (96 %)
o . 1419
b= S (99 %) \
&N . I o-bergamoten Z-cytral 1407
= o linalool . tap (98 %) 070, octan
>~ O (97 %) linal?)llu (O7 %) geranylu
% = 1 O1%) B a-terpi- (91 %)
@ g B-kariofilen ?96 ? 1%) 1445
= 99%) .
B-pinen y-terpinen 1230
(97 %) (97 %)
317 582
sabinen
(97 %)
a-pinen -Cymen 14.19
(96 %) mircen ”?97 %) terpinol
23 (1333(96 %) 02986 1:51)11 o e R | P
3% 640 ° 1212 '
: 6.66
T k T T L_lA-Al T T 1 T T T T T o T T T T
200 4.00 6.00 8.00 10.00 1200 14.00 mn

Liczby w nawiasach okreslaja w procentach wspotczynnik

zgodnosci widma zmierzonego 1 bibliotecznego




Statystyka procedury porownywania widm

Average of 14.039 to 14.086 min.: CYTR6.D

olejek cytrynowy w heksanie 0.2 ul

PBM Search of library d:\DATABASE\Wiley275.L
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Name MolWt Formula Qual
1. .BETA.-BISABOLENE 204 C15H24 92
2. .beta.-Farnesene $$ 1,6,10-Dodecatriene, 204 Cl1l5H24 90
3. NEROL 154 C10H180 90
4. trans-.beta.-Farnesene $$ (E)-.beta.-Far 204 Cl5H24 90
5. .beta.-Bisabolene $$ Cyclohexene, l-meth 204 C15H24 81
6. .BETA.-BISABOLENE 204 C15H24 72
7. .beta. bisabolene $$ BETA-BISABOLENE 204 C15H24 70
8. (Z)-.beta.-Farnesene $$ 1,6,10-Dodecatri 204 C1l5H24 70
9. 5-BROMO-3-PENTENE $$ l-Pentene, 5-bromo- 148 C5H9Br 60
10. CIS-.ALPHA.-BISABOLENE 204 C1l5H24 53
11. .alpha.-Humulene $$ 1,4,8-Cycloundecatri 204 C1l5H24 52
12. .alpha.-Humulene $$ 1,4,8-Cycloundecatri 204 C15H24 50
13. .alpha.-Humulene $$ 1,4,8-Cycloundecatri 204 C1l5H24 50
14. .alpha.-Humulene $$ 1,4,8-Cycloundecatri 204 C1l5H24 50
15. .ALPHA.-HUMULENE $$ ALPHA-HUMULENE 204 C15H24 50
16. .alpha.-Humulene $$ 1,4,8-Cycloundecatri 204 C1l5H24 38
17. CIS-.ALPHA.-BISABOLENE 204 C15H24 38
18. .beta.-Bisabolene $$ Cyclohexene, l-meth 204 C15H24 38
19. .beta.-Bisabolene $$ Cyclohexene, l-meth 204 C15H24 38
20. .beta.-Bisabolene $$ Cyclohexene, l-meth 204 C15H24 38



[=n
=
=
(=5
[a1]
=
(t

Average of 14.039 to 14.086 min.. CYTRE.D

121

136
5 147
S L Dlllul, 2 U, ..|!|.1‘??| m _ A

58

20 150
. BETA. -BISABOLENE

. .BETA_-BISABOLEME #89641
. _beta.-Fammeszene $% 1.6.10-Dodecatrniene, wea 2y
. MEROL #40567
. trans- beta.-Famnezene $% [(E]-_beta.-Far 189123




Eﬁ )

Average of 14.039 to 14.086 min.:

o 121

‘ a H 136 161
& 147
58 G3[|IIJ.. |‘||I|. : s [z gl 1T 1se

||| LT L
| T T T T T T T T T

50 150
1,6, 10-Dodecatriens, 7,11-dimet

Hef Ho. MW OQual
1. .BETA.-BISABOLENE #89641 204 92 .
2. .beta.-Famezene $% 1.6.10-Dodecatriene, w27y 204 a0
3. MEROL #40567 154 90
4. tranz-_beta_-Famesene $% [E])-.beta.-Far Hemz23 204 90

[
|
bundance
bundance
i

[ Difference | || Done || Help |

107 120

L L .‘|.| L
I T T T
100




Wykorzystanie
wymiany
izotopowej do
ustalania liczby
wymienialnych
atomow
wodoru

OH

NH,
M =137
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Intensity (%age)

Intensity (%age)

Widma EI

100 7 120 137
90 — \ /
80+ | Widmo standardowe
70 —
60 —
50 —
40 — 92
. N
30—_ Gi
20 121
10 37 ?j’ 46525560 |66 7480 93 108109 / 136
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Wykorzystanie
wymiany
izotopowej do
ustalania liczby
wymienialnych
atomow
wodoru

NH,
M =137
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Typowe zanieczyszczenia
probek obserwowane
w widmach masowych
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Weglowodory nasycone
(na przykiadzie triakontanu — C;,H,,)
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C(M>Triacontane



Silikony
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CM>Dibutyl phthalate

Ftalan di-n-butylu
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Ftalan diizooktylu
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Widmo ESI ftalanow

Spec /2:19 ASC[BP = 413.3, 542]

100+ 413.3 542.4
ftalan diizooktylu + Na*
90
413

80

70+

60
2
I% 50
E ftalan di-n-butylu + Na*
2

401 301

301.1
30
4143 (ftalan diizooktylu), + Na*
20
393|3 803
10+
302.1 349.2 4372 803.6
311.3 | 360.3 |3094|3 481.3
0 ‘103'0.\ | L‘If‘..gho‘ A1§2.9. .215'0. \%5.1\'1.‘ \%85 lﬂ . l\n ‘u. .:?‘?7‘5..2 LM “4.2‘:{1.:%?144:‘7?&‘.75\3!. al 115?15:‘3 m 1.563.4 " l61l:?.4 " 14.657‘».5 F9»1.ﬁ717'5.745'5 J 80?.5 0
100 280 460 640 820 1000

Mass (m/z)



Siarka
(widmo rzeczywistej probki zanieczyszczonej siarka)
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