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1 Bevezetés ®s c®lkitŪz®sek 
 

 

A tömegspektrometria felhasználási területe rendkívül széles, egyaránt alkalmazzák 

orvosi, biokémiai, környezetanalitikai kutatásokban, valamint gyógyszeripari vizsgálatoknál. 

Ezen felül geológiai minták kormeghatározásánál, szervetlen kémiai szerkezet vizsgálatoknál, 

reakciókinetikai paraméterek felderítésekor is fontos információkat nyújthat a 

tömegspektrometria. 

Az egyre nagyobb felhaszn§l·i ig®nyeknek kºszºnhetŖen, a m·dszer megjelen®se ·ta a 

k²s®rleti technik§k sokat fejlŖdtek. Ezzel egy¿tt specializ§l·dtak is, sz§mos elt®rŖ m·don 

mŤkºdŖ tºmegspektrom®ter tal§lhat· a piacon.  

Az elektronütközéses ionizációs technika esetén a tömegspektrumot (ill. a fragmentáció 

mértéket) meghatározó legfontosabb paraméter az elektronok kinetikus energiája (ami 

tipikusan 70 eV). Ezen érték beállításával jól reprodukálható spektrumhoz juthatunk a használt 

k®sz¿l®ktŖl f¿ggetlen¿l (1. ábra). Ennek kºszºnhetŖen az elektron¿tkºz®ses ioniz§ci·val mért 

tömegspektrumok jól reprodukálhatóak, így jól használható spektrumkönyvtárak ®p²thetŖk a 

segítségükkel.  

   

1. Ábra: Fenol elektronütközéses ionizációjával készített tömegspektrumai: bal oldalon egy a 
napjainkban, a jobb oldalon a 1994-ben mért tömegspektrum látható (forrás:  NIST adatbázis). 

 

Ezzel szemben napjainkban egyre gyakrabban alkalmazott tandem tömegspektrometriás 

technikákkal felvett tºmegspektrumok a k¿lºnbºzŖ k®sz¿l®kt²pusok eset®n teljesen elt®rŖek is 

lehetnek [1]. SŖt, pusztán az ütközési energia változtatásával drámai különbségeket 

tapasztalhatunk az ugyanarról az anyagról, egy készüléken felvett spektrumok között (2. ábra).  
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2. Ábra: Leucin-enkefalin peptid tandem tömegspektrumai a)  5 eV ütközési energián és b) 30 eV 
ütközési energián felvéve. 

 

Ennek kapcsán felmerülhet bennünk a kérdés, hogy az elektronütközéses ionizációnál 

használt elektron energiához hasonlóan létezik-e a tandem tömegspektrometria esetén is egy 

adott kísérleti paraméter, aminek beállításával a k¿lºnbºzŖ k®sz¿l®keken felvett tandem 

tömegspektrumok jól reprodukálhatóak lesznek másik készüléken is. 

A gyakorlati életben ezzel a problémával, ill. kérdéskörrel két helyen találkozhatunk. 

Egyrészt, ennek a vizsgálata nagyon fontos ahhoz, hogy jól használható, készülék független 

tandem tömegspektrometriás adatbázisokat hozzunk létre. Fontos hangsúlyozni, hogy a 2. ábrán 

bemutatott spektrumokat egyetlen adatb§ziskeresŖ algoritmus sem tartan§ azonos vegy¿lettŖl 

származónak, ezért elengedhetetlen, hogy a k¿lºnbºzŖ tandem tºmegspektrumok felv®tele 

összehasonlítható kísérleti körülmények között történjen meg.  

Másrészt, ez a kérdéskör fontos a gyógyszeriparban például szennyezések tandem 

tömegspektrometriás azonosítása során. Ilyen esetekben az adott komponens azonosítása a 

szennyez®sre jellemzŖ tandem tömegspektrometriás fragmensek tömeg és intenzitásértékeinek 

segítségével történik. Azonban ahogy a fentiekben láthattunk ez jelentŖsen elt®rhet k¿lºnbºzŖ 

mérési módszerek esetén, így abban az esetben, ha a készülék cserére szorul, komoly problémák 

merülhetnek fel: Mil yen típusú készüléket kell választani, ill. milyen kísérleti körülményeket 

kell beállítani, hogy ugyanahhoz a tömegspektrumhoz juthassunk? Egyáltalán milyen 

hasonlóságot várhatunk el két készülék között? 

Annak ellenére, hogy a probléma nem újkeletŤ ®s sz¿lettek r®szleges megold§sok [2], a 

szakirodalomban nem található olyan standard eljárás, amely megmondja, hogy az egyes 

készülékek esetén milyen paramétereket kell beállítani ahhoz, hogy egy más készüléken mért 

vagy standardizált tömegspektrumhoz leginkább hasonlító tömegspektrumot kapjunk 

eredményül. 

a) b)
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Szakdolgozati munkám során azt a témakört próbáltam körüljárni, hogy lehetséges-e 

k¿lºnbºzŖ tandem tömegspektrométerek kísérleti körülményei kºzºtt valamilyen egy®rtelmŤ 

megfeleltetést megvalósítani, vagyis létezikïe ill. mennyire jó a kísérleti körülmények 

konverziója két készülék között?  

 

C®lul tŤztem ki: 

¶ Tandem tömegspektrumok reprodukálhatóságának vizsgálatát három k¿lºnbºzŖ 

készüléken a leucin-enkefalin modellvegyület felhasználva. 

¶ A tandem tömegspektrumok spektrumok optimális reprodukálhatóságához szükséges 

m®r®si idŖ kiv§laszt§s§t. 

¶ A vizsgálathoz szükséges 4 modellvegyület kiválasztását, mérési paraméterek 

optimálását és a modellvegyületek legfontosabb fragmenseinek meghatározását. 

¶ A spektrumok ºsszehasonl²t§s§hoz legjobban megfelelŖ matematikai m·dszer 

kiválasztását a leucin-enkefalin modellvegyület példáján keresztül. 

¶ A kiválasztott matematikai módszer ill. a modellvegyületek segítségével a 3 készülék 

k¿lºnbºzŖ k²s®rleti kºr¿lm®nyei közötti konverzió megadását ill. annak vizsgálatát, 

hogy mekkora az ²gy el®rhetŖ maxim§lis spektr§lis hasonl·s§g 
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2 Irodalmi  összefoglalás 
 

2.1 Bevezetés 
 

A tömegspektrometria töltéssel rendelkezŖ r®szecsk®k tºmeg/töltés arányát meghatározó 

nagymŤszeres analitikai technika. Tömegspektrométernek nevezzük azt a berendezést, amely a 

vizsgálandó anyagokat ionizálja, elektromágneses terek segítségével fókuszálja, tömeg/töltés 

alapján elválasztja, és végül detektálja. A m·dszer egyik legnagyobb elŖnye, hogy nagyon kis 

mintamennyiség is elég egy analízishez, így egyik legelterjedtebb analitikai módszer. 

Mindemellett a k¿lºnbºzŖ ioniz§ci·s technik§knak kºszºnhetŖen a legtºbb vegy¿let 

vizsgálható tömegspektrométerrel.  

2.2 A készülékek felépítése 
 

Általánosságban a tömegspektrométerek felépítése az alábbi sémát követi: 

 

 
 

3. Ábra: a tömegspektrométerek általános felépítése [3] 

2.2.1 A vákuumrendszer 

 

A tömegspektrométerben [4] az ion molekula ütközések elkerülése érdekében alacsony 

nyomást használunk, amely két tartományra osztható: 

ElŖv§kuum tartom§ny: 

A nyomás nagyobb, mint 10-3 mbar. Annak ellenére, hogy a bar nem SI mértékegység 

mégis ezt a mértékegységet használják a vákuumtechikában. SI mértékegységben kifejezve: 
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1 bar = 105 Pa (N/m2)-nak fele meg, így 10-3 mbar esetén 10-1 Pa nyomásnak felel meg az 

elŖv§kuum tartom§nyban. 

Ebben a régióban a molekulák még gyakori ütközéseken mennek keresztül. Ezt a vákuumot 

általában rotációs szivattyúval érhetjük el. 

Nagyvákuum tartomány: 

Ebben a tartományban a nyomás 10-5  mbar és 10-10  mbar közé esik. A közepes szabad 

¼thossz tºbb 10 m®ter nagys§grendbe tehetŖ, vagyis a molekul§k egym§ssal tºrt®nŖ ¿tkºz®se 

nagyon csek®ly m®rt®kŤ.  

 

2.2.2 Ionforrás  

 

A tömegspektrometriában a vizsgálni kívánt vegyületet ionos formába kell hoznunk, 

ugyanis csak így tudjuk az elektromágneses terek segítségével mozgatni, fókuszálni, analizálni. 

Az ionizáció technikák csoportosítása például történhet aszerint, hogy az ionizációt milyen 

nyomáson végezzük: kis nyomáson vagy atmoszférikus nyomáson. Az összehasonlítást az 

alapján is elvégezhetjük, hogy kemény vagy lágy ionizáció következik be. Napjainkban az 

alábbi ionizációs technikákat alkalmazzuk leggyakrabban: 

¶ Elektronütközéses ionizáció (EI) 

¶ Kémiai ionizáció ill. Atmoszférikus nyomású kémiai ionizáció (CI, APCI) 

¶ Electrospray (Elektroporlasztásos) ionizáció (ESI) 

¶ Mátrixszal segített lézer deszorpció Ionizáció (MALDI)  

¶ Atmoszférikus Nyomású Fotoionizáció (APPI) 

 

Dolgozatomban az elektronütközéses ionizációra, valamint az electrospray technikára térnék 

ki. 

 

 

2.2.2.1  Elektronütközéses ionizáció (Electron impact) EI  

 

A tömegspektrometria hŖskor§ban az elektronütközéses ionizáció volt a legelsŖ és 

legtöbbet tanulmányozott ionizációs technika.  

Az eljárás során egy izzásba hozott (tipikusan wolframból készült) fémszálból 

elektronok lépnek ki (4. ábra). Ezeket az elektronokat a pozitív potenci§lon l®vŖ ioniz§ci·s 
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cellába fókuszáljuk. A fókuszálás során az elektronokat egy kis résen engedjük át. Ezen a résen 

az ionizációs kamra belsejébe az elektronok kis hányada jut be, a többi a cella falába ütközik. 

Eredményül egy olyan vékony elektronnyalábot kapunk, amellyel az ionizációs folyamat során 

ütköztetjük gázfázisú molekulákat. A nagy sebess®gŤ elektronok a molekul§b·l egy elektront 

szakítanak ki, ennek eredményeképpen egyszeresen töltött molekulaion keletkezik: 

 

-+- ++ e2MeM  

Másrészt az ioniz§ci· sor§n a molekula gerjesztŖdik, ami fragmensek keletkezéséhez 

vezet.  

 

4. ábra: Az elektronütközéses ionizáció elvi felépítése [5] 
 

Az elektronütközéses ionizáció esetén a spektrumok reprodukálhatóságnak 

legfontosabb paramétere az elektronnyaláb energiája. Ha az ionizációs hatáskeresztmetszetet 

az elektron energiájának függvényében ábrázoljuk, akkor egy maximum görbét kapunk, ennek 

a maximumnak az értéke 70 eV kºrny®k®re tehetŖ. A maximum kºzel®ben a legkisebb a 

hatáskeresztmetszet változása, vagyis ezen az energián kapjuk a legjobban reprodukálható a 

spektrumot. 

 

2.2.2.2 Elektroporlasztásos (Electrospray) ionizáció  

 

Az elektronütközéses ionizáció nagy hátránya, hogy csak korlátozott tömeg- és polaritás 

tartományban használható. Az electrospray ionizáció [6, 7] többek között ezt a hátrányt is képes 

kiküszöbölni. Az ionforrás elvi felépítése az 5. ábrán látható. Az eljárás lényege, hogy az 

poláros oldószerben feloldott mintát egy kapillárison vezetjük át, amelyre nagyfeszültséget 
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kapcsolunk. A nagyfeszültség hatására a porlasztás során töltött cseppek keletkeznek. Az 

oldószer elpárolgása után még ink§bb megnŖ a cseppek fel¿leti tºlt®ssŤrŤs®ge. Ezek a töltések 

taszításuk révén a cseppek robbanásához vezetnek (Coulomb robbanás). A többszörösen töltött 

ionokból kétféle mechanizmus szerint keletkezhetnek egyedi ionok. Az egyik modell az ún. 

maradéktöltés modell, amely szerint az oldószer párolgása és a Coulomb robbanások 

következtében, egyedi, többszörösen töltött ionok keletkeznek. A másik modell ionevaporációs 

modell, amely szerint az ionokból egyedi ionok, ¼n. izol§lt ionok lºkŖdhetnek ki. 

Az electrospray ionizáció során a fenti két folyamat párhuzamosan játszódik le, nagyobb 

tºmegŤ molekul§k eset®n (pl. feh®rj®k) ink§bb a marad®ktºlt®s modell, kisebb tºmegŤ 

molekulák esetén inkább az ionevaporáció modell a gyakoribb. 

 

 

5. ábra. az elektroporlasztásos technikai elvi felépítése [5] 
 

Az electrospray technika nagy elŖnye, hogy ún. lágyionizációs módszer, vagyis az 

ioniz§ci· sor§n tºlt®ssel rendelkezŖ molekulaion keletkezik, de fragmensek nem keletkeznek. 

M§sik nagy elŖnye, hogy folyad®kf§zis vizsg§lhat· a seg²ts®g®vel. Ennek kºszºnhetŖen az 

egyik legelterjedtebb ionizációs eljárás a folyadékkormatográffal kapcsolt technikák esetén.  
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2.2.3 Analizátorok  

Az analiz§torok c®lja, hogy a keletkezŖ ionokat elv§lassza tºmeg/tºlt®s alapj§n, hogy 

meg tudjuk hat§rozni az egyes ionok intenzit§s§t. Az analiz§torokat mŤkºd®s¿k szempontj§b·l 

az alábbi módon csoportosíthatók: 

¶ Mágneses analizátorok 

¶ Kvadrupól típusú analizátorok 

¶ Rep¿l®si idŖ analiz§torok 

¶ Ioncsapda analizátorok 

¶ Ionciklotron rezonancia analizátorok 

Szakdolgozatomban bemutatott eredményekhez ESI-QQQ és ESI-QTOF típusú 

tömegspektrométereket haszn§ltam, ez®rt ezen analiz§torok mŤkºd®si elv®re t®rn®k ki. 

2.2.3.1 Kvadrupól analizátor  (QQQ) 

 

A kvadrupól analizátor négy hiperboloid alakú fémrúdból áll, amelyek térben egy 

képzeletbeli téglatest négy hosszanti oldalán helyezkednek el (6. ábra). Ezekre a rudakra 

p§ronk®nt egyen ®s v§lt·fesz¿lts®get kapcsolunk. Ennek megfelelŖen a k®t-két átlósan 

elhelyezkedŖ r¼d azonos potenci§lon lesz, az egym§s mellettiek pedig ellent®tes potenci§lon.  

Az ionokat a négy rúd közé irányítjuk, hosszanti irányban.  

A tömegszŤrŖnek is nevezett elj§r§s sor§n [8, 9] az egyenfeszültséget és a 

váltófeszültség amplitúdóját valamint frekvenciáját változtatjuk. Az analizátor belsejében olyan 

folyamatosan változó elektromágneses tér jön létre, amely az ionokat fajlagos tºmeg¿ktŖl 

(tömeg/töltés) f¿ggŖ p§ly§ra k®nyszer²ti. A pozit²v ionokat a negat²v potenci§l¼ rudak vonzani, 

a pozitív potenciálúak pedig taszítani fogják. A rudak polaritása a váltófeszültség miatt 

folyamatosan változik, így az ionok egy közel oszcilláló pályára kényszerülnek. Az éppen 

aktuális kvadrupólus tér miatt mindig csak egy olyan ion lesz, amely végig tud haladni az 

analizátoron. A kialakult tér a többi ion rezgési amplitúdóját folyamatosan növeli, ennek 

következtésben az ionok beleütkºznek a rudakba ®s ott semleges²tŖdnek. A fenti h§rom 

paraméter változtatásával végig lehet pásztázni az teljes tömegspektrumot (SCAN mód), de egy 

m/z kiválasztásával single ion monitoring (SIM módban) is mérhetünk. 
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6. ábra. A kvadrupól analizátor elvi felépítése [5]. 

 

2.2.3.2 Rep¿l®siidŜ-analizátor (Time of Flight ð TOF) 

 

A rep¿l®si idŖ analiz§tor mŤkºd®si elv®t tekintve az egyik legegyszerŤbb analiz§tor (7. 

ábra), technikai kivitelezése viszont nagy pontosságot igényel. 

A keletkezŖ ionokat U gyorsító feszültség segítségével egy l hosszúságú térbe 

fókuszáljuk és mérjük e táv megt®tel®hez sz¿ks®ges idŖt. Az azonos tºlt®ssel rendelkezŖ ionok 

azonos kinetikus energiával rendelkeznek [10]: 

222
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Ahol z az ionok töltése, U a gyorsító feszültség, m az egyes ionok tömege, v az egyes ionok 

sebess®ge. Az azonos kinetikus energi§val rendelkezŖ ionok k¿lºnbºzŖ tºmeg¿k miatt elt®rŖ 

sebességgel rendelkeznek. 

A fenti egyenletbŖl kifejezve az ionok sebess®g®t, egy ion eset®ben: 
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Mivel ismerj¿k a rep¿l®si csŖ l hosszúságát 
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Vagyis a rep¿l®si idŖ az ionok fajlagos tºmegének gyökével arányos.  
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7. ábra. A rep¿l®siidŜ-analizátor elvi felépítése [5]  

 

A rep¿l®si idŖ az egyes ionok eset®n 10ï5ï10ï7 s nagys§grendbe tehetŖ, ez®rt nagyon fontos, 

hogy az ionok ionforr§sb·l a rep¿l®si analiz§torba tºrt®nŖ f·kusz§l§s§nak impulzusszerŤnek 

kell lennie. Az impulzusszerŤ ind²t·jel az®rt sz¿ks®ges, mert b§rmilyen ingadozás nagy 

pontatlans§got okoz a rep¿l®si idŖ m®r®s®ben, ²gy nem tudjuk meghat§rozni az ionok fajlagos 

tömegét, ezért az indítójel pontossága ns-os nagyságrendbe esik. Így az is világossá válik, hogy 

a TOF analizátor technikai kivitelezéséhez miért van szükség nagy technikai pontosságra.  

A TOF analiz§torral igen nagy tºmegŤ (ak§r 106 Da) molekulákat is nagy 

®rz®kenys®ggel lehet vizsg§lni, ennek kºszºnhetŖen fŖleg feh®rjeanalitik§ban ®s pontos tºmeg 

meghatározásában alkalmazzák ezt az analizátort.  

2.2.4 Tandem tömegspektrometria  

 

Elektronütközéses ionizáció során az ionforrásban a molekulaion mellett fragmensek is 

keletkeznek. Ezen fragmensekbŖl, tapasztalati szab§lyok alapj§n szerkezeti k®pletre lehet 

következtetni. Lágyionizációs technikák esetén ilyen fragmentáció nem jön létre, vagyis 

szerkezeti információ eléréshez valamilyen módon fragmentálnunk kell a molekulaiont.  

Lágyionizációs technikák esetén a molekulák szerkezeti képletének felderítéséhez a 

tandem tömegspektrometriás módszerek nyújthatnak segítséget [11-13]. 

 Tandem tömegspektrometria során a fragmentációra kiválasztott iont anyaionnak vagy 

prekurzorionnak, a fragmenseket pedig le§nyionnak nevezz¿k. Ennek megfelelŖen a tandem 

tömegspektrometriás eljárások olyan módszerek, ahol anyaion leányion kapcsolatot tudunk 

meghatározni. 

Ahhoz, hogy fragmensekhez jussunk az anyaiont valamilyen módszerrel fragmentálnunk kell. 
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 Az egyik legelterjedtebb módszer az ütköztetéses aktiváció (CID). Az eljárás során a 

kiválasztott iont inert gázzal (pl. Ar vagy N2) ütköztetjük, a molekul§k kinetikus energi§ja belsŖ 

energiává alakul át, így fragmentáció következik be. Fragmentációt más módon is el tudunk 

®rni, p®ld§ul infravºrºs sug§rz§ssal tºrt®nŖ gerjeszt®ssel (BIRD), fel¿lettel tºrt®nŖ 

ütköztetéssel (SID) vagy nem rezonáns gerjesztéssel (SORI). 

A tandem tºmegspektrometri§s m·dszereket t®rben vagy idŖben elv§lasztva 

végezhetjük el. A térben elválasztott tandem tömegspektrometriát a QQQ rendszeren keresztül 

lehet a legkönnyebben bemutatni, amelynek sematikus felépítését a 8. ábrán tüntettük fel. 

 

 
8. ábra. QQQ típusú tömegspektrométer ütközési cellájának felépítése 

 

A QQQ rendszer h§rom kvadrup·l egys®gbŖl §ll. A Q1 és Q3 kvadupólok az analizátor 

szerepét töltik be, a Q2 kvadrupól ütközési cellaként üzemel. 

Mindkét analizátor szabályozható úgy, hogy egy elŖre megadott tºmegtartom§nyt 

pásztázzon vagy csak egyetlen, kiválasztott iont engedjen át.  

A QQQ rendszerben az alábbi MS/MS mérési módok valósíthatóak meg: 

¶ Sz¿lŖion anal²zis (Precursor ion scan)  

¶ Termékion analízis (Product ion scan) 

¶ Semleges tömegvesztés analízis (Neutral loss scan) 

¶ Kiválasztott reakció követése (Selected reaction monitoring)  

 

Sz¿lŖion anal²zis során a második analizátort egy adott leányion regisztrálására állítjuk, 

az elsŖ analiz§tort pedig p§szt§z· ¿zemm·dban haszn§ljuk, így detektálni tudjuk azokat a 

sz¿lŖionokat, amelyek a kiv§lasztott le§nyionra bomlanak.  

 

Termékion analízis sor§n az elsŖ analiz§torba egy elŖre megadott iont, az anyaiont 

engedjük be, ezt az iont az ütközési cellában fragmentáltatjuk, majd a második kvadrupól 

segítségével felvesszük a leányionok tandem tömegspektrumát. 
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A semleges tömegvesztés analízis esetén mindkét analizátort pásztázó üzemmódban 

használjuk. A tömegtartományokat annak függvényében állítjuk be, hogy milyen különbséget 

szeretnénk detektálni. Például, ha vízvesztést szeretnénk detektálni a két analizátor között, 

akkor egy állandó 18 tömegszámnyi különbséget kell beállítanunk. 

 

Kiválasztott reakció követése során mindkét analizátoron egy-egy tömeget engedünk át. 

Az elsŖ analiz§toron kiv§lasztjuk az anyaiont, ¿tkºztetj¿k, majd a m§sodik analiz§toron csak 

egy adott leányiont engedünk át. Az MRM vagyis Mulitple Reaction Monitoring funkció a 

SIM-hez képest több információt nyújt, ugyanis ebben az esetben nem egy, hanem több reakció 

szimultán vizsgálatát is elvégezhetjük. 

 

2.2.5 Detektor  

 

A detektor feladata, hogy az ionforrásban keletkezett és az analizátorban elválasztott 

ionokat észlelje és azok relatív intenzitását meghatározza. Egy detektornak tehát a két 

legfontosabb tulajdonsága a linearitás, vagyis az a tulajdonsága, hogy a becsapódó ionokkal 

ar§nyos jelet kapjunk, valamint a megfelelŖ erŖs²t®s, amely a detektor ®rz®kenys®g®t hat§rozza 

meg. 

Az egyik detektortípus, ami megfelel a fent állított követelményeknek az elektronsokszorozó. 

Az elektronsokszoroz· sok, egyre pozit²vabb potenci§lon l®vŖ f®mlemezekbŖl §ll. Amikor az 

analizátorból távozó ionok egy fémfelületbe ütköznek bele, elektronokat ütnek ki. Ezek a 

szekunder elektronok a pozit²vabb potenci§lon l®vŖ f®mlemez felé indulnak el, becsapódnak és 

onnét ismét elektronok távoznak el, végül egy elektronkaszkád alakul ki, így történik az 

erŖs²t®s. Ak§r hat-h®t nagys§grendbeli erŖs²t®st is elérhetünk. 

Az elektronsokszoroz· n®h§ny f®mlemezbŖl §ll, ennek tov§bbfejleszt®se az ún. channel 

electron multiplier, vagy röviden channeltron. Ebben az esetben folytonos sokszorosítást 

tudunk elv®gezni. A channeltron egy ker§miacsŖ, amire f®lvezetŖ r®teg van p§rologtatva. A csŖ 

két végére nagy potenciálkülönbséget kapcsolnak, magán a csövön történik a sokszorosítás. A 

channeltron nagy elŖnye, hogy az elektronsokszoroz·n§l l®nyegesen kisebb m®rete miatt 

kevesebb helyet foglal el. 
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2.2.6 AdatgyŪjtŜ rendszer 

 

Ahhoz, hogy a tömegspektrumot megkapjuk, a detektorról a jelet át kell vinnünk egy 

sz§m²t·g®pre. KimenŖ adatk®nt a be¿t®ssz§mmal (count per second, cps) ar§nyos, idŖben 

változó feszültségjelet kapunk, ezt az analóg jelet az ADC konvertereken keresztül küldjük 

tov§bb a sz§m²t·g®p fel®. Az ADC konverter ¼gy mŤkºdik, hogy adott idŖkºzºnk®nt mintát 

v®telez a fesz¿lts®g jelbŖl ®s ezt bin§ris k·dd§ alak²tja §t, vagyis digitaliz§lja azt.  

2.3 A tömegspektrum  
 

A kapott digitális jelet valamilyen adatfeldolgozó szoftver segítségével alakíthatjuk át 

tömegspektrummá. Tömegspektrumnak nevezzük azt a grafikont, amelyen az intenzitást 

(beütésszámot) ábrázoljuk a tömeg/töltés függvényében. 

A tºmegspektrum seg²ts®g®vel mind minŖs®gi, mind mennyis®gi inform§ci·t kaphatunk 

a vizsg§lt rendszerrŖl. MinŖs®gi inform§ci·hoz a spektrumban l®vŖ cs¼csokb·l, vagyis a 

keletkezŖ fragmensek tºmeg®bŖl ill. ezek intenzitásából juthatunk. Tapasztalati szabályok 

alapján ugyanis ezek seg²ts®g®vel fel®p²thetŖ a vizsgált molekula szerkezete. Mennyiségi 

információt a molekulaion csúcs alatti területének integrálja szolgáltat. 

 

2.4 Tömegspektrumok összehasonlítására szolgáló matematikai 
módszerek alapjai 

 

A tºmegspektrumokat a spektrumban megjelenŖ cs¼csok tºmeg®vel ®s ezekhez a 

tömegekhez tartozó intenzitás értékekkel írhatjuk le. Ezeket a tömeg-intenzitás értékeket 

tekinthetjük úgy, mint egy vektor elemeit egy n dimenziós vektortérben. Amikor spektrumokat 

szeretnénk összehasonlítani, akkor - matematikai szempontból - ezek között a vektorok között 

kell valamilyen kapcsolatot megállapítanunk. A spektrumkeresŖ algoritmusok a spektrumok 

összehasonlítása esetén is a fent említett vektorok között számolnak különbségeket.  

Általában az alábbi eljárás szerint keresnek ezek az algoritmusok: 

ElŖszºr a vektorokban l®vŖ tºmegek egyenlŖs®g®t vizsgálják. ElŖre meghat§roznak egy 

szŤk tºmegtartom§nyt, amellyel eltérhetnek a vektorok összetartozó tömegei egymástól [14, 

15], ha ennél nagyobb különbségek állnak fent a két spektrumok között, akkor az adott csúcs 

nincs jelen az összehasonlítandó mintában. Ha ez az egyezés fennáll, a spektrumok közötti 
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különbséget csak az intenzitások között számolják ki. Ez®rt a k®sŖbbiekben csak az intenzitások 

közötti különbséget számító módszerek elvi alapjait mutatjuk be.  

2.5 Leggyakrabban alkalmazott spektrum összehasonlító 
módszerek 
 

A szakirodalomban publik§lt spektrumkeresŖ algoritmusok a fent t§rgyalt m·dszereket 

veszik alapul, általában az egyes módszereket valamilyen módosított formában használják. 

Gyakran az intenzitások négyzetgyökével számolják az összehasonló függvényeket [16]. Ennek 

oka abban keresendŖ, hogy tºmegspektrometri§s vizsg§latok eset®n a cs¼csok eloszl§sa Poisson 

eloszlást követ [17]. Az összehasonlítási függvény értékét a nagyobb intenzitású csúcsok 

nagyobb súllyal határozzák meg. Abban az esetben, ha transzformáljuk az intenzitások értékét 

a csúcsok eloszlása a normál eloszlásra kezd hasonlítani és a kisebb csúcsok nagyobb súllyal 

határozzák meg az összehasonlítási függvény értékét. 

 

2.5.1 Algebrai módszerek 

2.5.1.1 Négyzetes eltérés 

 

A négyzetes eltérés számítás a legtöbb statisztai módszer alapja (pl. varianciaanalízis). 

A négyzetes eltérések összegét (Sum of Squares) úgy kaphatjuk meg, hogyha vesszük a két 

összehasonítani kívánt intenzitásvektor változóit, képezzük ezek különbségének négyzetét, 

majd ºsszeadjuk Ŗket: 

ä -=
i

2

ii )f y(x  

Ahol xi: az egyik vektor változója, yi: a másik vektor változója. 

 

2.5.1.2 Abszolút értékes eltérés 

 

Más összehasonlítási módszerhez jutunk, ha vesszük az intenzitásvektorok változóinak 

különbségét és ennek abszolút értékét. Vagyis az összehasonlító függvényt az alábbi alakban 

írhatjuk fel. 

ä -=
i

iif yx  

Ahol xi: az egyik vektor változója, yi: a másik vektor változója 
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2.5.1.3 Skaláris szorzat 

 

Definíció [18]: 

Legyen U = }{ n1 u,...u  a valós test feletti U véges dimenziós vektortér egy bázisa.  

E tér x = ä
i

ii ux és y = ä
i

ii uy vektorainak e bázisában megadott skaláris szorzatán az 

(x;y)=ä
i

ii yx  

számot értjük. 

A fenti definíciónak megfelelŖen a skal§ris szorzat egy vektort®r k®t vektor§hoz hozz§rendelt 

skalár [14].  

Jelen esetben a vektorok az egyes csúcsok intenzitásait tartalmazzák. Két spektrum 

összehasonlítása esetén kiszámoljuk ezen vektorok skaláris szorzatát.  

 

Spektrumadatb§zisok keresŖ algoritmusk®nt gyakran haszn§lj§k a geometriai skal§ris szorzat 

módosított formáját [19, 20]: 
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Ahol, xi és yi az ugyanazon tºmegŤ cs¼cs k®t k¿lºnbºzŖ spektrumban tal§lhat· intenzit§sa. Ū 

pedig a két vektor által bezárt szög. Mint látható ebben az esetben az egyes vektorokat 

norm§ljuk saj§t hosszukkal. A Ăhasonl·ò spektrumok eset®n a skal§ris szorzata egyhez kºzeli, 

hiszen minden megfelelŖen norm§lt vektor ºnmag§val vett skal§ris szorzata egy. 

 

2.5.1.4 Gyökös skaláris szorzat 

 

Spektrumadatb§zisok keresŖ algoritmusk®nt gyakran haszn§lj§k a geometriai skal§ris szorzat 

módosított formáját, amelyben a csúcsintenzitások négyzetgyöke szerepel: 
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2.5.2 Statisztikai módszerek  

 

2.5.2.1 A Pearson- féle teljes korrelációs koefficiens 

 

Ha X ®s Y f¿ggetlen val·sz²nŤs®gi v§ltoz·k, akkor defini§lhat· a k®t val·sz²nŤs®gi v§ltoz· 

kovarianciája [21].  

[ ]{ [ ]})Y(PY)X(PXPc --=  

Mivel X ®s Y val·sz²nŤs®gi v§ltoz·k f¿ggetlenek, ez®rt a fenti szorzat v§rhat· ®rt®ke null§val 

lesz egyenlŖ. 

Att·l f¿ggŖen, hogy milyen val·sz²nŤs®gi v§ltoz·t haszn§lunk a kovariancia ®rt®ke -Ð ®s Ð 

kºz® tehetŖ. K®t val·sz²nŤs®gi v§ltoz· ºsszef¿gg®s®nek m®rt®k®t c®lszerŤbb v®ges hat§rok 

között megszabni, ezért definiáljuk a korrelációs koefficienst: 

 

[ ]{ [ ]}
)Y(D)X(D

)Y(PY)X(PXP --
=r  

A kovariancia abszol¼t ®rt®ke nem lehet nagyobb a k®t val·sz²nŤs®gi v§ltoz· sz·r§s§nak 

szorzatánál, így belátható, hogy r értéke -1 és +1 közé esik. A korrelációs együttható X és Y 

val·sz²nŤs®gi v§ltoz·k f¿ggŖs®g®t, vagyis kapcsolatuk szoross§g§t m®ri. 

Abban az esetben, ha r = 1, akkor csak azt tudjuk meg§llap²tani, hogy a k®t val·sz²nŤs®gi 

változó között lineáris kapcsolat áll fent. Vagyis a korrelációs koefficiens nem egy 

függvénykapcsolatot ad meg két változó között, csak linearitást mér. 

A ɟ-t a mintából az alábbi módon lehet becsülni: 
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Ezt a mennyiséget nevezzük Pearson-féle korrelációs együtthatónak. 

Ezt a formát fogjuk a k®sŖbbiekben is haszn§lni. Fontos megjegyezni, hogy ha mindkét változó 

norm§l eloszl§sb·l sz§rmazik, akkor a korrel§ci·s koefficiens kiv§l· m®rŖsz§ma k®t v§ltoz· 

f¿ggŖs®g®nek, mert norm§l eloszl§sban a val·sz²nŤs®gi v§ltoz·k kºzºtt line§ris kapcsolaton 

kívül nem lehet más kapcsolat. 
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Ha m§s eloszl§sb·l sz§rmaz· val·sz²nŤs®gi v§ltoz·k korrel§ci·s koefficiense nulla ®rt®ket ad, 

akkor m®g nem lehet egy®rtelmŤen megmondani, hogy k®t v§ltoz· f¿ggetlen-e. 

 

2.5.2.2 Gyökös korrelációs koefficiens  

 

A korrelációs koefficiens módosított formáját is gyakran alkalmazzák a spektrumok 

összehasonlításakor[22].  
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Ez a m·dos²tott forma annyiban k¿lºnbºzik a korrel§ci·s koefficienstŖl, hogy nem az 

intenzitásokkal, hanem négyzetgyökükkel számolunk. Ennek okát a korábbiak folyamán már 

részleteztük. 

2.5.2.3 Rangsoroláson alapuló nem-paraméteres próbák 

 

Abban az esetben, ha nem norm§l eloszl§s¼ak a val·sz²nŤs®gi v§ltoz·k a korrel§ci·s 

egy¿tthat·k nagy h§tr§nya, hogy nem tudj§k j·solni a kapcsolat erŖss®g®t [9]. 

A rangokat alkalmazó módszerek használata akkor mer¿l fel, ha a val·sz²nŤs®gi v§ltoz·k nem 

normál eloszlásúak, de sorrendiséget meg lehet állapítani köztük. Leggyakrabban adatbázis 

keresések során alkalmazzák, ahol a pontos intenzitásegyezés nem fontos szempont. Az 

adatokat az a mintában meghatározott rangjukkal helyettesíthetjük. A rangok kiszámítását úgy 

tehetjük meg, hogy a vektorok változóit páronként rendezzük, majd értéküket a mintában 

elfoglalt helyük szerinti sorszámmal helyettesítjük.  

¶ Spearman-féle rangkorrelációs együttható 

Ha az egyik minta elemeinél a rangokat r-el a másik minta elemeinek rangjait pedig s-sel 

jelöljük, akkor a rangkorrelációs együtthatót az alábbi alakban írhatjuk fel. 
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Ez a mennyis®g teljesen anal·g a korrel§ci·s koefficienssel, sŖt a rangok haszn§lat§val m®g 

inkább lineárissá tettük a kifejezést. 
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¶ Függetlenségi vizsgálatok 

A korrel§ci·s egy¿tthat·k legnagyobb h§tr§nya az, hogy nem f¿ggŖs®gi kapcsolatot, hanem 

linearitást m®r az egyes v§ltoz·k kºzºtt. Ezt a probl®m§t k¿lºnbºzŖ f¿ggetlens®gi vizsg§latok 

használatával lehet kiküszöbölni. Ilyen módszerek: Kendall féle tau, vagy nagy mintaszám 

eset®n a ɢ2 pr·ba. Ezen m·dszerekre nem szeretn®k kit®rni, mert csak tesztelt¿k Ŗket, de 

v®geredm®nyben nem alkalmaztuk Ŗket. 

 

A szakirodalomban egyre gyakrabban használnak rangokat alkalmazó módszereket. Ennek oka, 

hogy az relatív intenzitások értékét erŖsen befoly§solja, hogy milyen norm§l§si m·dszerrel 

jutunk el hozzájuk, és sok fragmenssel rendelkezŖ anyagok eset®n az intenzit§sokat ki lehet 

váltani rangjukkal is. Így számos ragokat használó algoritmus található a szakirodalomban [23-

27]. 
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3 Kísérleti rész 
 

 

3.1 Felhasznált vegyszerek 
 

Az alábbi standard anyagokat használtam kísérleti munka során: 

 

Név Tisztaság Szállító 

6-aminokapronsav Ó99% Sigma-Aldrich 

Ŭ-amino-adipinsav p.a Sigma-Aldrich 

Adenozin Ó99% Sigma-Aldrich 

Leucin-enkefalin Ó95% Sigma-Aldrich 

Raffinóz Ó98% Sigma-Aldrich 

 

Az alábbi oldószereket használtam: 

Név Tisztaság Szállító 

Víz LC-MS Sigma-Aldrich 

Acetonitril LC-MS Sigma-Aldrich 

Metanol LC-MS Sigma-Aldrich 

 

 

3.2 Standard oldatok  
 

A standard oldatok készítésekor az alábbi módon jártam el: 1 mg szilárd standard 

anyagot kimértem, hozzáadtam 1 ml oldószert, homogenizáltam, ha szükséges volt 

centrifugáltam, majd a törzsoldat tízszeres és százszoros hígítását készítettem el. 

A leucin-enkefalin standard oldatot ACN: H2O 1:1 arányú elegyével, a 6-aminokapronsav, az 

amino-adipinsav és az adenozin standard oldatokat tiszta metanollal, a raffinóz standard oldatot 

MeOH:H2O 1:1, 1% NaCl oldószerrel készítettem el. 
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3.3 Alkalmazott tömegspektrométerek  
 

Három tömegspektrométeren végeztünk vizsgálatokat:  

¶ Waters Micromass Quattro 

¶ Waters QTOF Premier 

¶ Agilent 6460  

 

3.4 Mérési körülmények  

3.4.1 Mintaadagolás  

 

Direkt adagolásos (infúziós) technikát alkalmaztam a mintabevitel során. Az alábbi 

módon jártam el minden minta bevitele során: 

 1ml-es Hamilton fecskendŖbe felsz²vtam a standard oldatot, a fecskendŖ v®g®hez 

csatlakoztattam egy kapillárist. A kapilláris másik végét közvetlenül az ionforrásba kötöttem 

be. A Hamilton fecskendŖt behelyeztem egy ¼n. Syringe pump§ba, amely §lland· §raml§si 

sebességet biztosított.  

 

3.4.2 Mérési paraméterek optimálása  

3.4.2.1 Waters készülékek 

 

Ahhoz, hogy a példavegyületek spektrumait össze tudjuk hasonlítani, azonos kísérleti 

körülményeket kell alkalmaznunk. A kísérleti körülmények megválasztása során az alábbi 

legfontosabb paramétereket tudjuk mindkét készüléken beállítani: 

Á Polaritás 

Á Cone feszültség 

Á Kapilláris feszültség 

Á Ion energia 

Á LM, HM felbontás 

Á Ütközési energia 

Á Ütközési gáz nyomása 
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Méréseink során az ütközési energia értékét változtattuk, a többi paraméter értékét 

állandóan tartottuk. Az egyes készülékek esetén ezeket a paramétereket úgy választottuk meg, 

hogy a legkönnyebben fragmentálódó anyag se szenvedjen bomlást kis ütközési energia értéket 

használva.  

A beállított paraméterek az egyes készülékek esetén: 

 

¶ Micromass Quattro 

 

Polaritás Pozitív 

Cone feszültség / kV 10 

Kapilláris feszültség / kV 3,5 

Ion energia 1 0,5 

LM felbontás 15 

HM felbontás 15 

Ion energia 2 3,0 

 

A Cone feszültséget úgy határoztuk meg, hogy még a legjobban fragmentálódó molekula se 

szenvedjen bomlást, a többi paramétert a maximális ionintenzitásra optimáltuk. 

 

¶ QTOF Premier 

 

Polaritás Pozitív 

Cone feszültség/ kV 15 

Sampling cone / V 5 

Extaction cone / V 0 

Kapilláris feszültség / kV 2,8 

Ion energia 1 1 

LM felbontás 4,8 

HM felbontás 15 

Ion energia 2 3,0 
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¶ Agilent 6460 

 

Polaritás Pozitív 

Fragmentor feszültség / V 50 

Kapilláris feszültség / kV 3,5 

Forr§s hŖm®rs®klet / K 350  

 

Az Agilent 6460 készülék paramétereinek beállításakor is hasonló módon jártunk el, mint 

a két Waters készülék esetén. Ebben az esetben viszont az ütközési energiát (és természetesen 

a polaritást) leszámítva egyetlen paraméter változtatta meg a spektrumot drasztikusan. 

3.5 A modellvegyületek kiválasztás a 
 

ElŖszºr modellvegy¿leteket v§lasztottunk ki, hogy l§ssuk mennyire vegyület specifikus 

a konverzió a készülékek között. Választásunk olyan anyagokra esett, amelyek egy-egy 

vegyületcsal§dot k®pviselnek ®s kºztudottan m§s fragment§ci·s mechanizmus rendelhetŖ 

hozzájuk. Ezen felül a modellvegyületeknek az alábbi szempontnak is meg kellett felelniük: 

 

¶ A mérések összehasonlíthatósága végett az összes vegyület mérése során azonos 

mérési körülményeket, paramétereket kellett beállítanunk, ilyen beállítások 

mellett is elegendŖen intenz²v ®s nem t¼l sok, de nem is kev®s fragmenst kell 

adniuk az anyagoknak.  

¶ Molekulatºmeg¿k k¿lºnbºzŖ legyen, hogy a molekulatºmeg f¿gg®st is 

vizsgálhassuk.  

¶ Mindhárom k®sz¿l®ken intenz²ven ®szlelhetŖ legyen. 

 

A fenti szempontok alapján az alábbi öt modellvegyületet választottam: 

 

¶ leucin-enkefalin 

¶ Ŭ-amino-adipinsav 

¶ 6-aminokapronsav 

¶ raffinóz 

¶ adenozin 
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3.5.1 leucin-enkefalin 

 

 

 

9. ábra. A leucin-enkefalin szerkezeti képlete 

 

A leucin-enkefalin egy pentapeptid, amely az egyik legismertebb és legtöbbet 

tanulmányozott tömegspektrometriás standard [28]. Szekvenciája: Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu. 

A természetben is elŖfordul, az emberi agyban neurontranszmitter szerepet tölt be, a  ɛ-

és ŭ-opioid receptorok agonistája.  

 

3.5.2 Ŭ-amino-adipinsav  

 

Az Ŭ-amino-adipinsav, mint ahogy a neve is utal rá, az aminosavak nagy családjába 

tartozik. Hab§r nem feh®rjealkot· aminosav, a term®szetben is elŖfordul: a lizin 

szint®zis®nek intermediere. Ez a vegy¿let a kistºmegŤ modellvegy¿leteink kºz® tartozik, 

v§laszt§sunk az®rt erre a molekul§ra esett, mert aminocsoportj§nak kºszºnhetŖen nagyon 

könnyen m®rhetŖ a pozit²v ion m·dban.  

 

 

 

 

 

 

 

10. ábra. Az alpha-amino-adipinsav szerkezeti képlete 

 

  

OH OH

OO

NH2

http://en.wikipedia.org/wiki/Mu-Opioid_receptor
http://en.wikipedia.org/wiki/Mu-Opioid_receptor
http://en.wikipedia.org/wiki/Delta-Opioid_receptor
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3.5.3 6-amino-kapronsav 

 

OH

O

NH2

 

11. ábra. A 6-aminokapronsav szerkezeti képlete 

 

 

A 6-amino-kapronsav a lizin egyik származéka, ezáltal gátolja a lizinre ható enzimeket, 

mint p®ld§ul a plazmin mŤkºd®s®t, amely a v®ralvad§skor a fibrin felold§s§t okozza, vagyis 

a 6-amino-kapronsav elŖseg²ti a v®ralvad§st. 

 

3.5.4 raffinóz  

 

12. ábra. A raffinóz szerkezeti képlete 

 

A raffin·z a nagytºmegŤ modellvegy¿leteink kºz® tartozik, tºmeg®t tekintve a leucin-

enkefalinhoz áll a legközelebb. A raffinóz fruktózból, gülkózból és galaktózból álló 

triszacharid, term®szetben k¿lºnbºzŖ h¿velyesekben, teljes kiŖrl®sŤ gabonaf®l®kben fordul elŖ.  
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3.5.5 adenozin 

 

 

13. ábra. Az adenozin szerkezeti képlete 

 

Az adenozin tºmeg®t tekintve pont f®l¼ton tal§lhat· a kis ®s nagytºmegŤ 

modellvegyületeink között. Választásunk a - fenti meggondolást leszámítva - azért is esett az 

adenozinra, mert a szervezetek biokémiai folyamatai elképzelhetetlenek e vegyület nélkül.  

3.6 A kiválasztott modellvegyületek legfontosabb fragmensei  
 

Az összehasonlítás szempontjából az egyik legfontosabb k®rd®s a megfelelŖ sz§m¼ ®s 

ĂminŖs®gŤò fragmens kiv§laszt§sa. Egyr®szt, elegendŖ sz§m¼ fragmens kell ahhoz, hogy ºssze 

tudjuk hasonlítani a spektrumokat, másrészt elég intenzívnek is kell lenniük, vagyis ki kell 

kötnünk egy minimális intenzitás határt, amit még elfogadunk. 

Ez azért is nehéz kérdés, mert lehet, hogy az egyik kis intenzitású csúcs egy fontos bomlási 

termék, de ilyen kis intenzitás mellett olyan nagy a szórása, hogy nem jó alap az 

összehasonlítása. Továbbá, bármennyire is csak egy vegyület fragmenseit vizsgáljuk, 

szennyezŖanyagok mindig jelen lehetnek, ²gy elk®pzelhetŖ, hogy rossz cs¼csot v§lasztunk ki, 

ez a probléma leginkább a kis intenzitású csúcsoknál áll fent. A fentiek fényében úgy jártunk 

el, hogy csak azokat a csúcsokat vettük figyelembe, amelyek valamilyen ütközési energián 10 

%-nál nagyobb volt a relatív intenzitása. Ahol sok, kis intenzitású fragmens jelent meg 

egyszerre, megnéztük, hogy ezek a kis fragmensek minden készüléknél látszik-e, ha igen 

elfogadtuk Ŗket. 

A vizsgálatokhoz az alábbi fragmenseket választottuk ki: 
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leucin-enkefalin: 

 

m/z 91 120 136 278 279 397 425 538 556 

Fragmens 

típusa 

Nem 

azonosított 
F Y b3 y2 a4 b4 MH+-H2O MH+ 

 

a- amino-adipinsav: 

 

m/z 162: A molekula protonált molekulaionja 

m/z 144:  A fragmens a molekulaionból keletkezik vízvesztéssel 

m/z 116:  A 144,2-es fragmensbŖl keletkezik CO veszt®ssel 

m/z 98:  A 116,1-es fragmensbŖl vízvesztéssel keletkezik  

m/z 70:  A 98-as fragmensbŖl keletkezik CO veszt®ssel 

m/z 55:  A 699-es tºmegŤ fragmensbŖl keletkezik NH veszt®ssel 

 

6-aminokapronsav: 

 

m/z 132:  A protonált molekulaion tömege 

m/z 114:  A molekulaionból keletkezik vízvesztéssel 

m/z 96:  A 114,2-es fragmensbŖl keletkezik v²zveszt®ssel 

m/z 79:  A 96,11-es fragmensbŖl keletkezik NH3 veszt®ssel 

m/z 73:  nem azonosított fragmens 

 

raffinóz: 

 

m/z 527:  A molekula Na+ adduktja. Minden egyes fragmens Na+ adduktként látszik 

m/z 365:  A molekulaion veszít egy cukorrészt, azonban nem tudjuk megmondani, hogy 

melyik cukrot, mert összegképletre mindhárom vegyület azonos. 

m/z 203:  A 365-es tºmegŤ diszacharid ism®t vesz²t egy cukorr®szt 

m/z 185 :  A 203-es fragmensbŖl keletkezik v²zveszt®ssel 

 

adenozin: 

 

m/z 268:  Az adenozin protonált molekulaionja 

m/z 136:  A protonált molekulaionból dezoxiribóz leadásával keletkezik. 

m/z 119:  A 136-os fragmensbŖl, amm·nia veszt®ssel keletkezik. 
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m/z 109  nem azonosított szerkezetŤ fragmens 

 

3.7 A szórás mérési idŜ függése 
 

A tandem tömegspektrum csúcsintenziásainak szórása f¿gg a m®r®si idŖtŖl. Ennek 

meghatározására az alábbi kísérlet-sorozatot végeztük el: a leucin-enkefalin tandem 

tömegspektrumait 20 eV-os ütközési energia felhasználásával, elt®rŖ m®r®si idŖvel vettük fel a 

Waters QTOF Premier k®sz¿l®ken. A kiv§lasztott m®r®si idŖk: 1 s, 3 s, 6 s, 12 s, 30 s, 60 s 

voltak. Tíz párhuzamos m®r®st v®gezt¿k el minden egyes m®r®si idŖ eset®ben  

3.8 A mért spektrumok értékelése és a kísérleti körülmények 
közötti konverzió meghatározása 

 

A Waters Micromass, valamint a Waters QTOF Premier típusú készülékeink azonos 

szoftverrel rendelkeznek. A MassLynx (4.1 verzió) szoftverrel vezéreltük a két 

tömegspektrométert és ugyanezzel a szoftverrel értékeltük ki spektrumokat. 

 Az Agilent k®sz¿l®k eset®ben Mass Hunter nevŤ szoftver®nek vez®relt¿k a 

tºmegspektrom®tert ®s Qualitative Analysis nevŤ, ki®rt®kelŖ szoftver®t haszn§ltuk a kapott 

spektrumok kiértékeléséhez. 

A Waters Micromass és a Waters QTOF Premier készülékek esetén mérésinket úgy 

végeztük, hogy minden egyes ütközési energián felvett spektrumot külön fájlba mentettük. A 

mérések elvégzése után a két készüléken összesen közel 2700 mérési fájlal rendelkeztünk. 

Minden egyes spektrum kiértékelésekor az alábbi módon jártunk el: 

Integráltuk a teljes ionkromatogramot, így eredményül egy átlagspektrumot kaptunk, 

majd képeztük a kapott csúcsok centroidját és exportáltuk a tömeg-intenzitás párokat a 

Microsoft Excel programba. A spektrumok további értékelését egy Excel Makró program 

segítségével v®gezt¿k el. Ez kºvetŖen rendelkez®s¿nkre §lltak a teljes tºmegspektrum tºmeg-

intenzit§s p§rjai. Ezek kºz¿l ki kellett v§logatnunk az elŖre meg§llap²tott tºmegeket ®s a 

hozzájuk tartozó maximális intenzitásokat, így minden egyes spektrumot egy-egy tömeg-

intenzitás vektorral tudtuk jellemezni.  

Az összehasonlíthatóság érdekében a csúcsintenzitások normálását is el kellett 

végeznünk. Az adatok kiválogatását és normálását egy Microsoft Excel makró segítségével 

végeztük el. A fenti mŤveletsorozatot minden egyes anyag, minden egyes ütközési energiáján 

felvett spektrumra el kellett végeznünk.   
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Eredményül egy olyan táblázatot kaptunk, amelyben megtalálható minden egyes 

ütközési energián felvett spektrum tömeg-relatív intenzitás párjai. 

Az Agilent készülék esetén ï a korábbiakkal ellentétben ïegy fájlba rögzítettük az 

összes ütközési energián felvett spektrumokat. A kiértékelést is máshogy végeztük el: vehettük 

az egyes anyagok esetén már korábban meghatározott tömegeket és az ezekhez tartozó 

ionkromatogrammokat exportáljuk ki. Ezután egy Excel makró segítségével ezeket az exportált 

ionkromatogrammokat §tlagoltuk az interscanek fºlºtt, majd norm§ltuk Ŗket, ²gy relat²v 

intenzitásokhoz jutottunk. Az abszolút intenzitások normálását az egyes fragmensek 

intenzitásának összegével végeztük el. 

 

A k¿lºnbºzŖ k²s®rleti kºr¿lm®nyek kºzºtti konverzió meghatározásához a három készülék 

¿tkºz®si energiaf¿ggŖ spektrumait hasonlítottuk össze egymással és a hasonlóságukat egy 

m®rŖsz§mmal jellemeztük az irodalmi összefoglalóban részletezett módszerekkel: 

¶ Algebrai módszerek: négyzetes eltérés, abszolútértékes eltérés, skaláris szorzat, skaláris 

szorzat az intenzitások gyökének figyelembevételével 

¶ Statisztikai módszerek: korrelációs koefficiens, gyökös korrelációs koefficiens, Kedall-

féle függetlenségi módszer 

A három készüléket kettesével párosítottuk és az összes lehetséges módon kiszámoltuk a 

k¿lºnbºzŖ ¿tkºz®si energi§hoz tartozó tömegspektrumok hasonlóságát. A legjobban egyezŖ 

spektrumokhoz tartozó ütközési energiákat párosítottuk egymással. Ha ezeket a párokat 

ábrázoljuk, a két készülék közötti konverziós függvényt kapjuk eredményül. Az ütközési 

energiák párosításával kapott konverziós függvény meghatározását a 14. ábrán szemléltettük.  
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14. ábra. A konverziós függvény egyes pontjainak meghatározásának módszere. 

 
 

A v²zszintes t§bl§zat a Waters QTOF Premier ¿tkºz®si energi§t, a f¿ggŖleges t§bl§zat pedig 

azokat a Waters Quattro Micro tömegspektrométeren alkalmazott ütközési energiákat 

tartalmazza, amelyek esetén a spektrumoknak a legnagyobb a hasonlósága. Az áttekinthetŖs®g 

kedvéért csak az elsŖ h§rom pont ütközési energia párjait tüntettük fel, de természetesen az 

összes párt be lehetne jelölni. 

A konverziós függvény megmondja, hogy az egyik készülék ütközési energiája a másik 

készüléken milyen értéknek felel meg. A jelen kontextusban a Ăkonverziós függvényò csak egy 

elnevezés, matematikai értelemben nem viselkedik függvényként. A fentiek alapján 

egy®rtelmŤen l§tszik, hogy Ădiszkr®t esetetò val·s²tottunk meg. Az is j§rhat· ¼t lett volna, ha 

az ütközési energia párokra valamilyen polinomot illesztünk és az egyes készülékek között 

ezeket a polinomokat hasonl²tan§nk ºssze. Ehhez a lehetŖs®ghez az®rt nem folyamodtunk, mert 

sok készüléken csak egész számú ütközési energiát lehet beállítani. Így értelmetlen lenne 

bármilyen valós számmal jellemezni megfeleltetést. 
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A fent vázolt számításokhoz készítettünk egy Excel makrót, amelynek kezelŖfel¿let®t a 15. 

ábrán tüntettük fel. Az Excel Makró programozását nem én végeztem el. 

 

15. ábra. Az általunk készített Excel mak ró grafikus felül ete. 

 

Az k®sz¿l®kek ¿tkºz®si energiaf¿ggŖ spektrumait reprezent§l· vektorok az Excel táblázat 

egyes munkalapjain találhatóak, az Excel makró több funkciót is ellát: 

¶ Calculate: K¿lºnbºzŖ összehasonlítási függvénnyel kiszámolja két készülék között a 

konverziós függvényt. 

¶ Clear: Letörli a kiszámolt ütközési energia párokat. 

¶ Get MS Spectrum: Az egyik készülék megadott ütközési energiához megkeresi a másik 

k®sz¿l®k megfelelŖ ¿tkºz®si energiáját. Majd egymás mellé kirajzolja ehhez a két 

ütközési energiához tartozó spektrumokat 

¶ Show max difference: az összepárosított ütközési energiák közül kiválasztja azt a párt, 

amelyek egymáshoz képest vett eltérése a legnagyobb és kirajzolja ezekhez az ütközési 

energiákhoz tartozó spektrumokat 

 

A f¿ggetlens®gi m·dszert az R nevŤ statisztikai programcsomaggal próbáltuk ki a 

modellvegyületek spektrumaira. A leucin-enkefalint leszámítva a többi vegyületre nem adott 

kiel®g²tŖ eredm®nyt, ugyanis a tºbbi vegy¿let kev®s fragmenssel rendelkezik ®s a rangokat 

használó módszerekhez legalább 8-9 fragmens megléte szükséges. Ezért a módszer nem tudott 

különbséget tenni a spektrumok között, így ezt a módszert csak teszteltük, de nem használtuk 

konverziós függvény meghatározására. 
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A modellvegyületek közül a raffinózt nagy intenzitással regisztráltuk a két Waters 

k®sz¿l®ken, viszont az Agilent k®sz¿l®ken a zajjal ºsszem®rhetŖ intenzit§ssal jelent meg, ez®rt 

ennek a modellvegy¿letnek a konverzi·s f¿ggv®ny®t nem r®szletezz¿k a k®sŖbbiekben.  
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4 Eredmények és értékelésük 
 

 

4.1 Tandem tömegspektrumok reprodukálhatósága  
 

Az egyes készülékek használata esetén fontos tudnunk, hogy az azonos körülmények 

között, de k¿lºnbºzŖ idŖben felvett spektrumok milyen m®rt®kben t®rnek el egym§st·l, vagyis 

milyen a spektrumok reprodukálhatósága. Ennek vizsgálatát a k²s®rletek ºsszehasonl²t§sa elŖtt 

kell elvégeznünk, ugyanis, tudnunk kell, mik a valódi különbségek két készülék között és mi 

fakad a tömegspektrométer szórásából (pl. az elektronikus zajból). A spektrumok 

reprodukálhatóságának kérdéskörét a leucin-enkefalin példáján keresztül szeretném bemutatni 

a Waters QTOF Premier készülék esetében. Munkám során tíz párhuzamos mérést végeztem el 

20 eV ütközési energiát használva. 

Ha megnézünk két egymás utáni spektrumot, a spektrumok jól hasonlítanak egymásra, 

csak kevés különbség észlelhetŖ (16. ábra). 

 

16. ábra. A leucin -enkefalin két egymás után felvett tömegspektruma  
20 eV ütközési energián. 
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Például a 177-es csúcs, valamint az 538-as csúcs intenzitása más a két esetben. Vagyis 

ugyanolyan k²s®rleti kºr¿lm®nyek, ugyanolyan k®sz¿l®kparam®terek mellett is ®szrevehetŖ 

különbségek látszanak a spektrumok között. Ezeket a különbségeket azonban érdemes 

valamilyen m·don sz§mszerŤs²teni, valamilyen ®rt®kkel jellemezni.  

Abban az esetben, ha az abszolút intenzitásokkal, vagyis beütésszám értékekkel dolgozunk 

és ábrázoljuk az egyes csúcsok intenzitását szórásuk függvényében a 17. ábrához jutunk: 

 

 

17. ábra. leucin-enkefalin csúcsainak szórása abszolút intenzitásuk függvényében 

 

Ahogy a 17. ábrán is látható, a szórás csak kis mértékben függ a csúcsok abszolút 

intenzitásától, hiszen több százszoros intenzitás különbség csupán 2.5-3 szoros szórásbeli 

különbséget okoz. Ez azzal a következménnyel jár, hogy a nagy intenzitású csúcsok relatív 

szórása viszonylag kicsi, míg a kis intenzitásúaké nagy.  

Relatív intenzitáshoz az abszolút intenzitások normálásával jutunk. Több normálási 

lehetŖs®g l®tezik [29]: normálhatunk a bázis csúcs intenzitásával, vagy az összes csúcs 

intenzitás összegével is. Ha szórás helyett relatív szórást használunk, sokkal szemléletesebb 

képet kaphatunk a csúcsok reprodukálhatóságáról.  

Abban az esetben, ha ábrázoljuk a csúcsok relatív intenzitását relatív szórásuk (RSD) 

függvényében, az alábbi ábrát kapjuk eredményül: 
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