Van élet az

elektroporilasztasos ionizacion
kivul?
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Torténeti attekinteées

1965: Atmoszférikus nyomdsu ionizdcié p-emitter ¢3Ni ill. korona
kisiiléssel (Shahin)

1966: Kémiai ionizdcié (Munson and Field)

: Polisztirén makromolekuldk vizsgdlata Electrospray-ve/ (Dole)
1973: APT kapcsoldsa nagyvdkuum témegspektrometridval (Horning)
1974: API LC-MS kapcsolds (Horning)

1982: API LC-MS-MS kapcsolds (Henion)

1985: Jelenleg haszndlt Electrospray ionforrds kifejlesztése
(Whitehouse és Fenn)

1988: Els6 kereskedelmi APCI interface
Tobbszoros toltés( ionok vizsgdlata ESI-vel (Fenn)

1993-:Alkalmazasok tobb, mint 35 %-a ESI
2000: APPI (Robb, Covey, Bruins)




Elektroporlasztasos ionizacio-
_Electrospray (ESI) _
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Atmoszféerikus nyomasu kémiai
ionizacio — APCIl_
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Koronakistilés: pozitiv ion képzddés
mechanizmusa

Az elsé fazisban a (i
elektronokat fog be és N,*,
O.,*, H,O¢... ionok (primer ionok)
képzddnek.

A primer ionok rovid élet-
tartamdak: dtadjdk toltésiiket
az oldészernek, H;0*, NH,*,
RH,O¢... (reaktans ionok)
keletkeznek.

A reaktadns ionok dtadjdk
toltésiiket a vizsgdlando
vegyiletnek, [M+H]" képzddik.




Koronakisilés: negativ ion képzddés
mechanizmusa

Az els6 fazisban a *(i
elektronokat bocsat ki és O5-,
O,", NO,-, CO5 (primer ionok)
képzddnek.

A primer ionok rovid élet-
tartamdak : atadjak
toltésiiket az oldoszernek,
OH-, HCO;-, RO- (reaktans
ionok) keletkeznek.

A reaktdns ionok atad jak
toltésiiket a vizsgalando
vegyiletnek, [M-H] képzddik.




Ionizacios folyamat: koronakisiilés

/01

Koronakistiilés (elektronok)

|

1 usec Primer ionok (levegd)

l Egyensuly (visszaalakuldsi energia)

500 usec Reaktdns ionok (olddszer)

l Egyensdly (protonaffinitas)
Mintaionok [M+H]*, [M-H]




APCI LC-MS Interface eldnyei és hatranyai

CI spektrumok: molekulatomeg Nincs fragmentdcio

informacio Hébomlas kovetkezhet be

Pozitiv és negativ ionok, kdzepesen .
poldros/illékony komponensek Nem illékony pufferek???

Lagy és “kemény” ionizdciora is Csak egyszeres t6ltés( ionok
alkalmas keletkeznek

Nincs nemkivanatos fr'agmen’rdcié Nem alkalmas apoldros molekuldk
Kvalitativ és kvantitativ vizsgdlatdra

meghatarozas Poldros ve%y(.ile‘rek - ESI

0,2-2 ml/perc dramldsi sebesség erzekenyebb

pH nem befolydsolja az ionizdciét

Jobban tolerdlja a puffereket, mint
az ESI (nagyobb érzékenység)

Konnyd installdlni és lizemeltetni
Egyszeriien kapcsolhaté HPLC-vel




- eltérés peroxiszomadlis zavarok esetén

+ alt.: extrakcid, szarmazékképzés, GC-MS
(hosszadalmas, munkaigényes)

+ dlt. tendencia: 6C-MS = HPLC-MS

- fejlesztés: szdrmazékképzés nélkiili

HPLC-MS
- gyors, hatékony, érzékeny
- alkalmas vér analizisére
(szlirépapirra szaritott vércsepp)

Nagy et al, Anal Chem 76, 1935 (2004)
Nagy et al, J. Chrom. A 1078, 90 (2005)




Zsirsavak vizsgdlata

- std. keverék ill. vér-extraktum vizsgdlata
beszaritott vér (~50 ul) + belsé std.

foszfolipidek, gliceridek, észterek hidrolizise (CH;CN/HCI)
extrakcid hexannal

* Uj HPLC modszer - szokatlan gradiens:
metanol-viz vs. metanol-hexdn, gyors gradiens

részben elegyedd olddészerek!

* negativ ionok detektdldsa APCI ionizdcioval




HPLC modszer

» jol reprodukdlhatd, robusztus

» gyors elvdlasztds

0.7 ml/perc aramlds mellett a zsirsavak
elvdlasztdsa 2 percen beliil

kivald apoldros vegyiiletek vizsgdlatdra

» az oszlopnak csak kis hatdsa van az elvdlasztdsra

pl. trigliceridek, szteroidok, szterolok




MS

* APCT kedvez6bb mint ESI: pozitiv és negativ ionizdcid, de
- pozitiv ionizdcio eseten gazfazisu metilezés:
ront a reprodukdlhatésdgon
- negativ ionizacio lényegesen szelektivebb

- intenziv [M-H] ion

» kvantitativ meghatdrozdskor az egyes
zsirsavakhoz kiilon-kiilon belsé std, pl.
hexakozansav (C26)

Intensity [%]

+ jo linearitds a fizioldgiai-patologikus
koncentrdciétartomanyban
» érzékeny: kimutatdsi hatdr 1-5 pg
hasonlol a GC—MS—heZ ! 100 150 200 250 300 350 400 450 500

m/z [Thomson]




Vérmintak vizsgadlata
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97 "4 w2 3 2
- betegségek diaghosztikdjdra

+ jo érzékenység, kedvez6 mennyiségi meghatdrozads
» gyors mérések, sorozatmérésekhez jol haszndlhaté
* mas apolaris vegyiiletek vizsgdlatdra is kivalé

Cholesterol

Cholestanol

Lathosterol
\ //Sitosterol

Desmosterol




Atmoszferikus nyomasu
_fotoionizacio - APPI_

HPLC

inlet\ A/Nebulizer

Vaporize/

(heater)

Capillary




Fotoionizacio elve

Fotoionizdcio. hv > IP
M+hv—> = +e

Gerjesztés (de nem ionizdlds): hv < IP
M +hv —

=Legtobb szerves vegyllet IP < 10 eV

=Tipikus HPLC olddszerek IP > 10 eV




Szelektiv ionizdlas

3 ldmpa
alkalmazhaté
/_/H
Ar: 112 eV

Kr: 10.0 eV

Xe: 84¢eV

Nitrogen
Water
Acetonitrile

Methanol
Methyl pentanoate
Hexane
Heptane
Acetone
Pyridine
Benzene
Amphetamine
Toluene
Naphthalene
Reserpine
Triethylamine

(A2) |p1ouatod so1opZiuog




"Dopant”

Az ionizacio hatékonysdga novelheto un.
“dopant” molekula alkalmazasaval.

Direkt fotoronizacio
M+ hy > + e

Dopant-kozvetitett fotoionizacio
D+hv—> ' +e
+M—>D+

Altaldnosan alkalmazott ..dopant” molekuldk:
toluol, aceton




Parhuzamos reakcidk: protondlt ionok
keletkezése

Az M* gyokion képzédése mellett protondlt
ionok [M+H]* is keletkeznek (domindns vagy
kizdrdlagos is lehet):

pl. D+hv—> 0 +e
+S — [D-H]J +
+M —> S+




APPI LC-MS Interface eldnyei és hatranyai

Pozitiv és negativ ionok,
apoldros komponensek

Molekulatémeg informdcio
Minimalis hattér-
interferencia, szelektiv
iohizdcio

Konnyd installdlni

Egyszer(ien kapcsolhaté
HPLC-vel

Kombinalt ionforrasok

Uj technika..

Gyokion vagy protondlt
molekulaion?

Nem illekony pufferek???

Nem alkalmas poldros
molekuldk vizsgalatara




lonizacios technikak vs. alkalmazasok
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Problemak, tevhitek

NEM minden anyag detektdlhaté az MS-ben
Jelintenzitds ardanyos a koncentrdcidval, de kiilonb6z6
tipusd anyagok esetén nagysdgrendi kiilonbségek
lehetnek (lasd el6z6 példa)

'° W

4
A7
Tomegspektrométer = tomegszelektiv detektor ——
(mint a nitrogén szelektiv detektor)

Olyan egyszer(, mint a FID vagy UV
Nem sziikséges érteni hozza a szdmitogép mindent megcsindl

LC-MS ionforrdsok barmilyen kromatografids
korilményekkel haszndlhaté
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