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1. A modszer rovid attekintése
A Kapillaris elektroforézissel kapcsolt tomegspektrometria (CE-MS) egy olyan nagy
teljesitoképesseégli analitikai modszer, melynél egy nagy elvélasztasi hatékonysagu
szeparacios modszert (kapillaris elektroforézis (CE)) kapcsolnak 6ssze on-line egy
nagy érzékenységli, tomegszelektiv detektorral (tomegspektrométer (MS)). A két
analitikai rendszer 0sszekapcsolasa azért nem egyszerti (nehézkesebb, bonyolultabb,
mint mas elvalasztastechnikai médszer (pl. HPLC, GC) esetén, mert a CE legfeljebb
~0.1 pL/perc aramlési sebességii folyadékaramot szolgaltat az MS felé, ugyanakkor
az MS elektrospray mintabevivé/ionizaldo (ESI) egysége joval nagyobb sebességii
folyadékaramot kivan. Tovabbi probléma, hogy a CE-nél 20-30 kV fesziiltséggel
torténik az elektroforetikus elvalasztas, mig a CE kapillaris detektor felé es6 végénél
az ESI porlasztashoz ugyancsak nagyfesziiltségre (3-5 kV) van sziikség. Mindez azt
jelenti, hogy a CE és MS o6sszekapcsolasanal dssze kell hangolni a folyadék és
elektromos rendszereket. Az Osszekapcsolasra mar tobb lehetdséget is kidolgoztak
¢s kereskedelmi forgalomban is elérhetoek CE-MS rendszerek, ugyanakkor a
jovoben Gjabb fejlesztések varhatoak.
A CE-MS modszer nagyon sok teriileten alkalmazhatd, mivel a CE az egyik
leguniverzalisabb elvélasztastechnikai, az MS pedig a legnagyobb teljesitdképességii
analitikai mdédszer. A CE emellett nagyon gazdasagos lizemeltetést tesz lehetdvé az
elvalasztastechnika oldalarol tekintve.
Az elektroforézis/kapillaris elektroforézis és a tomegspektrometria elvének részletes
ismertetése, megvaldsitasaik modja nem targya a gyakorlatnak, hiszen ezekrdl a
témakrol mas kurzusokon (miiszeres analitika eldadas, gyakorlat) mar volt szo, vagy
részletesebb ismertetésiikre késdbbiekben kertil sor.
Az elektroforetikus elvalasztasi modszerek azon alapulnak, hogy elektromos térben
az oldott anyagok kiilonb6z0 sebességgel vandorolnak. A kapillaris elektroforézisnél
az elektroforézis egy vékony, altalaban 25-75 pum belsé atmérdjii, puffer oldattal
toltott kapillarisban torténik. A kapillaris alkalmazasdnak szdmos elénye van, igy
példaul az, hogy a kapillaris nagy elektromos ellenalldsanal fogva a rendkiviil nagy
téreré (100-500 V/cm) alkalmazasat csekély hoéfejlodés (Joule-hd) mellett teszi
lehetdveé. Ezenkiviil a fejlédott hd a kapillaris nagy feliilet/térfogat ardnya miatt jol
eloszlik. A nagy elektromos térerd hasznéalata rovid mérési idot, valamint nagy
elvalasztasi hatékonysagot ¢és felbontast biztosit. Az elméleti tdnyérszdm a
kapillarison beliili elektroozmotikus dramlds dugoészeri profiljdnak koszonhetden
sok esetben meghaladja a 10° értéket. Az elektroozmotikus dramlas lehetévé teszi
valamennyi oldott részecske egyidejli vizsgalatat, tekintet nélkiil a részecske
toltésére. A CE minimalis mintamennyiséget (1-10 nl) igényel, konnyen
automatizalhat6. A modszer egyik legnagyobb eldnye a lehetséges alkalmazasok
rendkiviil széles kore. Mig a kapillaris elektroforézist eleinte csak biologiai
makromolekuldk vizsgéalatdhoz hasznaltdk, ma mar hasznaljdk aminosavak, kiralis
vegyiiletek, vitaminok, peszticidek, szervetlen ionok, szerves savak, peptidek és
fehérjék, szénhidratok, oligonukleotidok és DNS részek, de még egész sejtek és
virusok elvélasztasahoz és meghatarozasahoz is.
A tomegspektrometrias  vizsgalatok elve, hogy a mintabol eléallitott
gazhalmazallapota ionok fajlagos tomegiik (tomeg/toltés) alapjan elvalaszthatdk és
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fajlagos tomegiik pontosan meghatarozhatd. A tomegspektrométerben ionos vagy
semleges részecskékbdl az ionforrasban gazhalmazallapoti ionokat allitunk eld. Az
ionoptika biztositja azt, hogy ezek az ionok lehetdleg azonos kinetikus energiaval,
egy nyalabban mozgatva bejussanak az analizatorba. A tOmeganalizator az ionokat
elektromégneses terek segitségével tomeg/toltés aranyuk szerint elvalasztja. Az
elvalasztott ionok intenzitasat a detektor méri, s igy egy ionaram intenzitas - fajlagos
tomeg fliggvénykapcsolathoz, a tomegspektrumhoz jutunk. A témegspektrométer
jelentbs részében (pl. az elektrospray ionforrast leszamitva) vakuum van. Az egyik
gyakran hasznalatos analizator a repiilési id6 (time of flight, TOF) analizator.
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1. abra CE-MS rendszer fobb részei

2. A CE és MS egységek osszekapcsolasa

A CE késziilékben egy vékony, pufferoldattal toltott kvarckapillaris végei
pufferoldatokba meriilnek. A puffert tartalmaz6é edényekben taldlhatok a
nagyfesziiltségli tapegység ¢és a kapillaris kozotti elektromos vezetést biztositd
elektrédok i1s. A minta bevitele a kapillarisba egy (altalaban az anodnal 1évo)
pufferes edénynek a mintat tdrold edénnyel valo kicserélésével és ezt kovetden kiilsd
nyomds vagy elektromos tér egyidejii alkalmazéasaval torténik. A pufferes edény
visszahelyezése utan elektromos tér alkalmazasa miatt a minta egyes komponensei
elvalnak. A komponensek optikai detektalasa leggyakrabban a kapillaris mésik vége
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kozelében, kozvetleniil a kapillaris faldn keresztiil torténik. MS detektalas
alkalmazasa esetén a CE kapillaris detektalasi végét sziikséges az MS mintabeviteli
egyseégeéhez kapcsolni, igy az elvdlo komponenseket eldbb a kapillaris falan
keresztiil UV fotometrias, majd a kapillaris végét elhagyd oldatot MS modszerrel

lehet detektalni.
/
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2. abra A CE kapillaris kapcsolasa az tomegspektrométer ESI
mintabeviteli/ionizacids egységéhez

A tomegspektrometridban leggyakrabban hasznalatos mintabeviteli/ionizacios
technika az elektrospray ionizacié (ESI). Az ESI technika a folyadékkromatografias
(LC) moddszerekkel egyiitt valt népszeriivé az elmult évtizedekben. A vizsgalando
nem-illékony, ionos vagy polaris vegyliletet valamilyen viszonylag illékony, polaris
olddészerben oldjuk. Az ESI mddszer a konnyen protonalddo, bazikus csoportokat
tartalmazd vegyiiletek (aminok, peptidek, fehérjék stb.) vizsgalatira kiilonosen
alkalmas. Az M>1000 Da tartomdnyban ESI koriilmények kozott a tobbszorods
protonalédas / deprotonalodas eredményeként tobbszordsen toltdtt ((M+nH]™, [M—
nH]™) ionok is képzddhetnek, ahol n az adott ion tdltéseinek szdma. Az apolaris
vegyiiletek ESI-vel nem, vagy csak alig vizsgalhatoak.

Az ESI-nél a mintaoldatot egy kapillarisban aramoltatjak, melyre nagyfesziiltséget
kapcsolnak, emiatt az elektrosztatikus tér hatasara a kapillaris végén 1évo folyadék
felszinén toltéstobblet alakul ki, igy a kapillarisbol kilép6 folyadék kicsucsosodik és
a csucsarol toltéssel rendelkezd folyadékeseppek szakadnak le. Az ESI technikdnal
ezt az ionspray technikdt gyakran aerodinamikus porlasztassal kombinaljak: a
fémkapillarissal koaxialisan elhelyezkedd kiils6 csOben egy inert porlasztogazt (pl.
N,) alkalmaznak a toltott aeroszol l1étrehozasara. A parolgas soran a cseppek mérete
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folyamatosan csokken, viszont toltésiik nem valtozik, igy jelentésen megnovekszik a
feliileti toltésstirliséglik, instabilla valnak, végiil kisebb cseppekre, majd ionokra
szakadnak. A cseppek zsugorodasat, a minta ionjainak deszolvatacidjat 150-300 °C-
os szaritogaz (pl. N,) alkalmazasaval fokozzak.
A CE-nek az ESI-MS-hez val6é kapcsolasanal a legnagyobb nehézséget a CE altal
szolgaltatott rendkiviil kis sebességii (legfeljebb ~0.1 uL/perc) folyadékaram jelenti,
hiszen ahhoz, hogy stabil ESI aeroszol képzd6djon, legalabb néhany pl/perc
sebességre van sziikség. (Abban az esetben, ha minimalis az elektrozmotikus
aramlas (savas pufferek haszndlata esetén), inkabb csak ionok aramlasardl lehet
beszélni, és nem folyadékaramlasrol). Emellett az 6sszekapcsolaskor azt is meg kell
akadalyozni, hogy az ionforrds vakuumrendszere "kiszivja" az elektrolitot a
kapillarisbdl. (1 bar nyomasesés 1 m hosszi 50 um belsé atmérdji kapillarisban 1
cm/s linedris aramlasi sebességli folyadekaramot allit eld.) Az eredményiil kapott
parabolisztikus  4ramldsi profil az elvalasztds hatékonysagdnak jelentds
csokkenéséhez vezetne. Ezért egy potlolagos segédfolyadékaramot (make-up vagy
sheath flow) vezetnek a kapillarishoz, hogy igy biztositsak az elektrospray
ionizacidhoz sziikséges, az EOF-nél koriilbeliill 50-szer nagyobb folyadékdram
igényt. A CE kapillaris végét az ESI kapillaris belsejében annak végéig toljak, igy
kialakul egy elektrolitikus kapcsolat a CE kapillarisbol érkezé oldat és a
segédfolyadékaram kozott. Az ESI porlasztofej (a segédfolyadékaram kapillarisanak
fala) fémbdl késziil, igy amikor erre a fémtestre kapcsoljuk a foldelektrodot, az
egyszerre lesz a CE elvalasztashoz sziikséges szeparacios fesziiltség és az ESI
fesziiltség foldpontja.
A leggyakrabban hasznalatos segédfolyadékaramok:

— 50% metanol vagy izopropanol

— 5 mM ammoénium-formiat vagy ammonium-acetat 50% metanolban

— 0.1-1% ecetsav vagy hangyasav 50% metanolban

nebulizing
gas

sheath
liquid

3. abra A CE kapillaris kapcsoladsa a tomegspektrométer ESI
mintabeviteli/ionizaciés egységéhez



A CE-MS rendszerekben hasznélatos kvarc CE kapillarisok belsé atmérdje 50-75
um, hossza 60-120 cm. Lehetdség van arra, hogy csak MS detektalast végezziink, de
altalaban egyideji UV fotometrias és MS detektalast alkalmazunk. A kétféle
detektalds megvaldsitasdhoz a kapillarist kétféleképpen kell elhelyezni a
tartokazettaban.

kapillaris (outlet vég)
—

kapillris (inlet vég)

b.

UV detektals
kapilliris (outlet vég)
\

kapillaris (inlet vég)

4. abra A CE kapillaris elhelyezése a kapillaristartd kazettdban (a) MS detektélas,
illetve (b) UV fotometrids és MS detektalds esetén. A kapillaris outlet vége az MS
késziilék ESI egységéhez csatlakozik.

1. tablazat CE-MS rendszer tipikus ESI paraméterei

Paraméter Erték
segédfolyadékaram sebessége 2-10 pL/min
porlasztogaz nyomasa 0.2-1 bar

szaritogaz sebessége 10 L/min

szaritogaz homérséklete 200-300°C

ESI fesziiltség 4 kV (poz), 3.5 kV (neg)




A CE elvalasztoegységnek ESI-MS rendszerhez vald kapcsolasnal egy masik
probléma, hogy a CE kiilonb6z6é technikdinal (pl. zona elektroforézis (CZE),
micellaris elektrokinetikus kromatografias (MEKC), kapillaris gélelektroforézis
(CGE), Kkiralis kapillaris elektroforézis (CCE)) altalaban olyan vizes
pufferelektrolitokat hasznalatnak, melyek nem illékonyak (pl. borat, foszfat
pufferek, SDS, CTAB detergensek) és ezért nem ESI-MS kompatibilisek. Ezek a
vegyiiletek jelentdsen novelik a zaj mértekét, sokszor dramaian rontva a kimutatési
hatart vagy eltomddést okozhatnak a kapillaris végében. A CE-MS rendszerekben a
szeparacios kapillarisban hasznalatos elektrolitok illékonyak kell, hogy legyenek. A
leggyakoribb ilyen elektrolitok: hangyasav vagy ecetsav és ezek ammonium soi,
ammonium hidroxid (ritkdbban még trietilamin). Az elektrolitok optimalis
koncentracioja (ionerdssége) olyan, hogy az aramerdsség ne legyen nagyobb ~50
pnA-nél.

Egy CE-MS késziilékkel torténd mérés az alabbi, egymast koveto lépésekbdl all:

1. a kapillaris feltoltése, atmoséasa a pufferelektrolittal a kapillaris bemeneti vége
(inlet) feldl,

bemeneti (inlet) pufferedényke cseréje a mintat tartalmazé edénykével,

a minta bejuttatasa a kapillarisba kis nyomas vagy fesziiltség alkalmazasaval,

a bemeneti pufferedényke visszahelyezése,

fesziiltség alkalmazasa az elvélasztashoz,

az elvalasztads soran elobb UV detektalas torténik (kb. 40 cm-nyi szeparacios
uthosszat kovetden), majd a kapillaris végén az MS detektaldsra is sor kertil.

ok own

3. Q-TOF MS
Az egyik népszeri és gyakran alkalmazott tdmegspektrométer a kvadrupdl-repiilési
1d6 analizatorokkal felszerelt késziiléck mely MS ¢és MS/MS iizemmodban is
hasznalhato. Jelenleg a tomegspektrométerek e verziojat eldszeretettel hasznaljak
CE-hez. Az ionforrasban eldallitott ionok egy gyorsitoé fesziiltség (U) hatasara
elindulnak az analizator felé. Toltéssel rendelkezd részecskék elektrosztatikus térben
a toltésiikkel ardnyos kinetikus energidra tesznek szert. Amennyiben azonos toltésii
(z) ionokrdl van sz, ezek az elektrosztatikus gyorsitast kovetéen azonos kinetikus
energiaval rendelkeznek
1 1 1

zU=5my 2= 3mV,2= .. =3mV,:2
Amint az ionok belépnek az analizitorba, egy erétérmentes térrészbe, un. repiilési
csObe keriilnek, ahol kinetikus energiajuk mar nem valtozik. Az azonos kinetikus
energiaval rendelkezd, de kiilonbozd tomegl ionok kiilonb6z6 sebességgel repiilnek,
tehat a repiilési csében elkiiloniilnek, majd kiilonb6zé idében érik el a detektort. A
nagyobb tomegli ionok lassabbak, mig a kisebb tomegii ionok gyorsabbak. A
repiilési 1d6 az adott ionforras-detektor tavolsag (L) és gyorsitod fesziiltség mellett
csak a fajlagos tomegt6l fiigg. A pontos tomegméréshez az sziikséges, hogy az ionok
egyszerre, impulzusszeriien lépjenek be a repiilési csObe, és repiilési idejliket
pontosan tudjuk mérni.

:':':ffx
20U

e=be1
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5. abra Tomegspektrométer elektrospray ionforrasa
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6. abra Q-TOF tomegspektrométer felépitése (ionforras, ionoptika, kvadrupdl,
itkdzési cella, repiilési id6 analizator (ortogonalis gyorsitd, reflektor, detektor)



4. A CE-MS elektroferogramok kiértékelése

Minden analitikai elvalasztasi folyamat célja, hogy vélaszt tudjunk adni a kovetkezo
kérdésekre:

1. Milyen 6sszetevokbdl all a minta?

2. Milyen koncentracioban vannak jelen az dsszetevok a mintaban?

Mig az els6 kérdés megvalaszolasaval a mindségi (kvalitativ) analizis foglalkozik, a
masodik kérdésre a mennyiségi (kvantitativ) analizis ad valaszt.

Mindségi analizis

A CE-nél a mindségi analizis az elektroferogramon taldlhatd csticsok azonositasat
jelenti. Ez egy adott csucs migracids idejének vagy mozgékonysagénak egy ismert
vegylilet kisérletileg kapott megfeleld eredményeivel vald Osszehasonlitasaval
torténhet. Ha ugyanazokat a migracios iddket, illetve mozgékonysdgi adatokat
kapjuk, akkor lehet, hogy a két vegyiilet azonos. (A csucsoknak a migracids idejiik
alapjan torténd Osszehasonlitdsa allandd kisérleti koriilményeket feltételez. A
miikodési paraméterek (pl.: hdmérséklet, puffer pH, puffer ionerdssége, stb.) kis
mértékli megvaltozasa is hatassal lehet a részecskék mozgékonysagara, és igy
megbizhatatlannd vélhat a csucs azonositdsa.)

Gyakorlatilag teljes bizonyossagal akkor azonosithatunk egy kérdéses csucsot, ha
MS modszerrel végezziik a detektalast. A mai modern MS késziilékek 4 (vagy még
tobb) tizedesjeggyel nagy pontossagii m/z érték meghatarozasat, izotopeloszlast,
toltésszam meghatarozast tesznek lehetové. A nagypontossdgii molekulatomeg
meghatarozasabdl az ismeretlen komponens 0Osszegképlete is kinyerheto.
Fragmentaciot kovetéen (MS/MS technikaval) pedig szerkezeti informéciok is
nyerhetdk.

Mennyiségi analizis

Bar a tomegspektrumon az egyes csucsok intenzitasai aranyosak az adott
komponens anyagmennyiségével, de mivel az adott pillanatban jelenlevd egyéb
komponensek mennyiségei ¢és ionizacios képességei is nagy hatdssal vannak
egymadsra, igy egy MS spektrumbol csak hozzavetdleges kvantitativ informaciok
nyerhet6k ki. Megbizhaté mennyiségi informéciokhoz csak akkor juthatunk, ha
elvalasztastechnikaval kapcsoljuk az MS detektalast, azaz, ha a minta egyes
komponenseit elvalasztjuk, majd ezeket egymas utan, (viszonylag) tiszta formaban
juttatjuk az MS detektorba. llyenkor a minta egy Gsszetevéjének mennyiségét vagy
kaphatjuk meg. Mig a csticsmagassag kozvetleniil leolvashato az elektroferogramrol,
a csucsteriilet meghatarozdsahoz egy integrald egység (szamitogépes szoftver)
szliikséges. Az anyag ismeretlen mennyisége vagy cx koncentracidja az ay
korrelacidja alapjan szdmolhato ki. Ehhez két {6 eljaras, a kiilsd standard és a belsd
standard modszerek ismeretesek. Mindkét moddszer széles korben hasznélatos az
analitikai kémiaban.



5. A CE-MS f6bb alkalmazasi teriiletei

A CE-MS-t a CE ¢és a MS nagyfoki univerzalitdsa miatt szinte mindenféle
komponens meghatarozasara hasznalhatjuk: a legkisebb méretli ionoktol kezdve a
nagy biologiai makromolekulakig (csak a kifejezetten apolaris komponensek
elemzése nehézkes). A modszert gyakran alkalmazzdk gyogyszeranalitikai,
orvosdiagnosztikai és  kornyezetanalitikai  vizsgalatokhoz, Kifejezetten jol
hasznalhato peptidek, fehérjék, gyogyszervegyiiletek, cukrok meghatarozasanal. A
glikofehérjék példaul tipikusan azok a vegyiiletek, melyeket a hagyomdanyos
gélelektroforézis vagy folyadékkromatografias modszerekkel viszonylag nehéz
elemezni, ugyanakkor a CE (CZE) - MS itt elénydsen hasznalhat6. Jelentds
sikereket értek el a "peptid-térképek" CE-s felvételénél is. A "peptid-térkép"
készitésénél a fehérjéket enzimekkel vagy vegyszerekkel kis peptidrészekre tordelik
szét, majd a peptidek e keverékét elemzik. E vizsgalat megfeleld adatbazisok és
szoftverek segitségével peptidek ¢és fehérjék meghatdrozasat (szekvenaldsat) is
lehetéve teszi.

A Fiiggelékben aminosavak CE-MS modszerrel torténdé mindségi és mennyiségi
meghatarozasanak, illetve egy ismeretlen minta molekulatomege meghatarozasanak
eredményei lathatok.

6. A gyakorlaton bemutatott CE-MS késziilék paraméterei

maXIls Il UHR g-TOF MS rendszer (Bruker):

ESI, kvadrupél - repiilési 1d0 analizatorok, ultranagy felbontast, pontos
tomegmérésre €s valds izotdparany meghatirozasra alkalmas MS és MS/MS mérési
modokban. Kettds ionfokuszalas (Apollo I dual ion funnel). Nagyteljesitményii
hiperbolikus kvadrupol, kvadrupolaris iitkozési cella egyenaramu gradienssel,
hémérséklet kompenzalt TOF analizator. 5G adat/s digitalizal6 rendszer.
Nitrogéngaz generator (32 L/min). Sziinetmentes tapegyseg (2400 W).

Compass (Bruker) MS vezérl6 és kiértékeld szoftver.

7100 kapillaris elektroforézis késziilék (Agilent):

0 +/- 30 kV egyenaramu programozhat6 tapegység

UV-lathato diddasoros detektor (190-600 nm), hullamhossz felbontas: 1 nm
Vilaszidd: 0.025-10 s

Nyomasrendszerek: 0 - +/-100 mbar és 0-1 bar

Hoémérséklet termosztalt kapillaris kazetta, 50 fér6helyes automata mintaadagolo
Open Lab CDS Chemstation szoftver (Agilent) a CE késziilék és az izokratikus
pumpa vezérléséhez.

CE ESI-MS kapcsoloelem (Agilent)

1260 Infinity II izokratikus nagynyomasu folyadékpumpa gazmentesitdé egységgel
(vacuum degasser) (Agilent).
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7. abra CE-MS rendszer (DE Kémia Epiilet, D401 labor)

ELLENORZO KERDESEK

1. Ismertesse a CE ¢és MS rendszerek 0sszekapcsolasdsnak nehézségeit, megoldasi

lehetdségeit.

Ismertesse a CE-MS rendszer felépitését, fobb egységeit és azok funkcidjat.

Mik a CE-MS legfontosabb alkalmazasi teriiletei, mire hasznalhat6?.

4. Ismertesse az MS spektrumok és az elektroferogramok kiértékelésének
fontosabb modszereit, elveit.

w N

FUGGELEK

— Aminosavak mindségi ¢és mennyiségi meghatarozasa CE-MS modszerrel,
redlminta elemzések (9 oldal)

— Molekulatdmeg meghatarozas MS moddszerrel (4 oldal)
11



Asn

Thr
| Arg Val || pro

Lys

His

ot S g

T T T T T
14 18 18 20 22 24 Time [min]

20 aminosav elemzése CZE-MS moddszerrel (Minta: 1 mM Gly, 1.5 mM Ala, 0.5 mM Ser, 0.5 mM Val, 1 mM Thr, 0.1 mM Cys, 0.1 mM lle, 0.1 mM Leu, 0.5 mM Asn,
0.5 mM Asp, 0.1 mM GIn, 0.1 mM Lys, 0.1 mM Glu, 0.1 mM Met, 0.1 mM His, 0.1 mM Phe, 0.1 mM Arg, 0.1 mM Tyr, 0.5 mM Trp)
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Intenséj AAs000003.d: EIC (76.0400; 90.5000; 106.0000; 116.0000; 118.0000; 120.0000; 122.0000; 132.1000; 133.0000; 134.0000; 147.0000; 147.1000; 148.0000; 150.0000; 156.0000; 166.0000; 175.1000; 182.0000; 205.1000)+0.2 +All MS
x10°

15

1.04

el 1X

P

InteQT%- AAs000004.d: EIC (76.0400; 90.5000; 106.0000; 116.0000; 118.0000; 120.0000; 122.0000; 132.1000; 133.0000; 134.0000; 147.0000; 147.1000; 148.0000; 150.0000; 156.0000; 166.0000; 175.1000; 182.0000; 205.1000)0.2 +All MS
x10° |

w2 N - - M\_/M

Intens. ] AAs000005.d: EIC (76.0400; 90.5000; 106.0000; 116.0000; 118.0000; 120.0000; 122.0000; 132.1000; 133.0000; 134.0000; 147.0000; 147.1000; 148.0000; 150.0000; 156.0000; 166.0000; 175.1000; 182.0000; 205.1000)+0.2 +All MS

w

N

5x

Intens. 7 AAs000006.d: EIC (76.0400; 90.5000; 106.0000; 116.0000; 118.0000; 120.0000; 122.0000; 132.1000; 133.0000; 134.0000; 147.0000; 147.1000; 148.0000; 150.0000; 156.0000; 166.0000; 175.1000; 182.0000; 205.1000)+0.2 +All MS

-

15 1OX

Intens. AAs000007.d: EIC (76.0400; 90.5000; 106.0000; 116.0000; 118.0000; 120.0000; 122.0000; 132.1000; 133.0000; 134.0000; 147.0000; 147.1000; 148.0000; 150.0000; 156.0000; 166.0000; 175.1000; 182.0000; 205.1000)+0.2 +All MS

-1 20X

Intens. AAs000008.d: EIC (76.0400; 90.5000; 106.0000; 116.0000; 118.0000; 120.0000; 122.0000; 132.1000; 133.0000; 134.0000; 147.0000; 147.1000; 148.0000; 150.0000; 156.0000; 166.0000; 175.1000; 182.0000; 205.1000)%0.2 +All MS

1 30x

14 16 18 20 22 2'4 Time [min]

Aminosav keverék 1-30x higitasainak CZE-MS elemzése Minta (1x): Minta: 5 mM Gly, 8 mM Ala, 2.5 mM Ser, 2.5 mM Val, 5 mM Thr, 0.5 mM Cys, 0.5 mM lle, 0.5 mM
Leu, 2.5 mM Asn, 2.5 mM Asp, 0.5 mM GlIn, 0.5 mM Lys, 0.5 mM Glu, 0.5 mM Met, 0.5 mM His, 0.5 mM Phe, 0.5 mM Arg, 0.5 mM Tyr, 2.5 mM Trp
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20 aminosavat
tartalmazo oldat CZE-
MS mérése soran az
Asp csucsara kapott
MS és MS/MS
spektrumok
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60

80

T
120

T
140

T
160

t
180

t
200

t
220

T
240 nmz
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ens Mintak000004.d: EIC 132.1105£0.001 +AI Mg
x10%3
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Kereskedelmi liquor
(agyviz) minta
CZE-MS elemzése
(kozvetlen injektalas,
nincs
mintael6készités)
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4

(TR WY R PP TR AT
P Y L

mintak000007.d: BPC +All MS, -Spectral Bkgrnd
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Bor minta

CZE-MS elemzése
(kozvetlen injektalas,
nincs
mintael6készités)

mintak000005.d: EIC 76.0459+0.001 +All MS

Gly

Mintak000005.d: EIC 90.062120.001 +All MS

Ala

mintak000005.d:

EIC 106.0580+0.001 +All MS

Ser

mintak000005.d:

EIC 116.0789+0.001 +All MS

Pro

mintak000005.d:

EIC 118.0948+0.001 +All MS

Val

mintak000005.d:

EIC 120.0894+0.001 +All MS

Thr

mintak000005.d:

EIC 122.1053+0.001 +All MS

Cys

mintak000005.d:

EIC 132.1113+0.001 +All MS

mintak000005.d:

EIC 133.0703+0.001 +All MS

Asn

mintak000005.d:

EIC 134.054ﬁ001 +AllMS

mintak000005.d:

EIC 147.1230+0.001 +All MS

Gln

mintak000005.d:

EIC 148.0706+0.001 +All MS

Glu

mintak000005.d:

EIC 150.0684+0.001 +All MS

Met

mintak000005.d:

EIC 156.0872£0.001 +All NS

His

mintak000005.d:

EIC 166.0975+0.001 +All MS

Phe

mintak000005.d:

EIC 175.1308+0.001 +All MS

Arg

mintak000005.d:

EIC 182.0934+0.001 +All MS

Tyr

mintak000005.d:

EIC 205.0523+0.001 +All MS

Trp

mintak000005.d:

EIC 147.0604+0.001 +All MS

Lys

10

15

20

25

Time [min]




Display Report

Analysis Info
Analysis Name D:\csilla000001.d

Acquisition Date 2018.03.19. 15:41:14

Method peptides_200-600.m Operator  Demo User
Sample Name Instrument maXis Il 1828979.22359
Comment
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.5 Bar
Focus Active Set Capillary 3500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 200 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 4.5 |/min
Scan End 900 m/z Set Charging Voltage 2000 V Set Divert Valve Waste
Set Corona 0 nA Set APCI Heater 0°C
Intenséj csilla000001.d: +MS, 1.8-2.3min #546-678, -Constant Bkgrnd
x100 |
] 389.2953
2.5
2.0
1.5
1.01 390.2985
0.5
391.3019
00 T T T T T 1 T T T T T T T T T T
384 386 388 390 392 394 396 398 400 m/z
Intens. | Ca7H37N2, 389.2951
x106 |
1+
389.2951
3_
2_
1+
14 390.2984
i
!
!
1+
,. 391.3016
0 T T T T T := T : T : T T T T T T T T
384 386 388 390 392 394 396 398 400 m/z
csilla000001.d
Bruker Compass DataAnalysis 4.4 printed: 2018.03.22. 9:34:16 by: ga Page 1 of 1



ValdszinUsithet6 6sszegképlet(ek) megadasa pontos méltomeg alapjan

r 4 l
=4 SmartFormula Manually EEB®EEn - - - )
Lower formula: .C;J_EHBON'I .
Upper i Coally
C 25-28, H 30-40, N 1-2
Mote: for m < 2000 the elements C, H, M, and O are considered implicitly.
Adducts, pos. M4+ + [[] collect adducts
Adducts, neg. pm -
Measured mfz ~ 359.2953 Tolerance: 2 mDa - Charge: 1 2
Meas. mfz  # Ion Formula mfz err [ppm] mSigma # mSigma Score  rdb e— Conf MN-Rule
389.2951 1 CzzHazMz 389.2951 0.0 0.0 1 100.00 11.0 ewven ok
[] automatically locate moncisotopic peak  Maximum number of formulae 500
Chedk rings plus double bonds Minimum  -0.5 Maximum 40
Electron configuration
Filter HfC element ratio Minimum HfC: o Maximum HfC: 3
Estimate carbon number Generate immediately
[ Copy to SmartFormula Parameters ] Show Pattern
d
= -4
[t4) Compass MolWeightToFormul =
Min | CagHag Measured mfz 339,295 Tolerance [ppm] 10 Charge 1 =
Max | CapHazMs [T Check rings plus double honds Min. |0 Max. |0
[ 2530, H 20-45, N 1-3 [7] Automatically locate monoisotopic peak. Election configuration both v
M awimum nurmber of formulas - 200 [ Minirmum HAC ratio |0 Mawimumn H/C ratia | 3 Chemical +
# Famula miz e [ppm] er[mba] dblel Abd !
1 CZFHAFNZ 38929513 0.3 01 105 1004 2
804
B0
o
a@
™
404 =
L]
s}
201 A 8
= "
3
) N N I ——
J I - 3830 3835 3800 3805 /0 3W/E 3820 iz




Adott 0sszegképletl molekula izotopeloszlasa a tomegspektrumon

@ Compass sotopePattern =N X
CarHazly [Ehemical v] [M+H ozl
Building black: <none> -
Abd § t méz  Abun..  lsotopologues
100 " 13903029 100.. "12C2FTTH3EM4M2
2 3913061, 30370 M2026M3CTIHIETNZ, L (3
33923094 4452 MO/ 2TMH A
a4 4 3933126, 0420 MC24TMCIT4N2TMH A
53943159, 0029 M2C23TMAC4T14M2MIH 38
6 393191 0001 M2C2TMCET4N 2™H 38
£0-

40+

204

=
301 306

Hill sarted sum fomula: Co7HagMo
Elemental composition: C 83.02% H 9.81% N 7.17%

@
8 m o @
5 f [ [
(] ] = [}
A 2 B m
| [ | | | i '
390 | 392 393 394 195 % miz
Resolution: 15000 Mariisatopic neutrl mass: 389.295674
Fu/HM: 0.026 Nominal neutral mass: il
Isctope threshold (2] 0.001 Average neutral mass: 389.597084 |




Intens. - - a000010.d: +MS, 1.8-2.0min #110-122, Background Subtracted (#66-81)
80001 1303.5219 . e
6000 T .
496.3334 s
4000
Ibumin
200 -1303.50) x 1329,70=66 104 Da
778.0023 3344.2421 ssas1477 31319262 3953.1074
xlOg- a000011.d: +MS, 1.9-2.0min #111-118, Backgn‘)‘uhnd Subtr‘;zt;d (#63-82)
1501 14314704 = e
1.254

1001 13014291 : I iZOZi m
10x1431.47=14 315 Da

0.754
1590.4117

0.50

0.257 1789.0877 l h
‘ l 2054.8062 - | i
] )

0,00
Xl%s 8a000012.d: +MS, 1.9-1.9min #111-115, Background Subtracted (#72-80)
493.4523 b

773.3919

citokrom c
101 16 x 772.9535=12 367 Da

T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 mz
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