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Espectrometria de Massas

Profa. Dra. Patricia Bulegon Brondani
(@patyqmc)



Conceitos prévios necessarios

v' Mecanismos de reacoes organicas;
v Interacoes intermoleculares;

v Ionizacao;

v Rearranjos moleculares;

v Cromatografia Gasosa e Liquida.



Espectrometria de Massas

O 0})6 3 ‘“‘1

Identificacao, quantificacao e caracterizacao molecular e
estrutural de amostras com base na sua composicao elementar

aI‘a QUe SGPVQQ

v Identificar compostos desconhecidos;
v Quantificar materiais conhecidos;

v Elucidar as propriedades quimicas e estruturais das moléculas;
v Determinar a massa molecular de alguns compostos;

v/ Analise de sequenciamento proteinas, peptideos...;

v Industria farmacéutica em diversas etapas;

v Aplicabilidade clinica: analise de hemoglobina, teste de drogas...



Espectrometria de Massas
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Espectrometria de Massas
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Ionizacao

Aceleracao
(voltagem aplicada)

=

Na maioria dos experimentos de E.
z =+1, 1080
m/z=m/l=m

Abundancia
Relativa

ou seja: m/z = massa do ion
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Espectrometria de Massas: Injecao da Amostra,

Amostras:
Gasosas,
liquidas ou
solidas



Espectrometria de Massas: Ionizagao

Ionizacao por Impacto de Elétrons (EI)

Prato de Pratos de
repulsao aceleracao

+ Filamento = -

Para o campo
magneético

Apols injecao e
vaporizacao Felxe de

elétrons

Bomba, Cation Radical

Ion Molecular (M+)
Mesma massa da molécula



Espectrometria de Masssas: Ionizagao

Fragmentos que aparecem
Nno espectro

Al



Espectrometria de Massas: Ionizacao

Vantagens

Desvantagens

Bom para analise de rotina de

pequenas moléculas organicas

Muita fragmentacao — ion molecular

pode nao ser detectavel

Barato e robusto

Amostra deve ser relativamente

volatil

Bastante frag:

mentacgao — estrutura

Ruis

m para analise de moléculas com

alto peso molecular e biomoléculas

Espectros reprodutiveis - Grande

banco de dados de EI-MS disponivel




Espectrometria de Massas: combinacoes
SRRMLILLLLCEE LTS : LC-MS

ﬁ - Fase movel
(solvente)

| —

Coluna,

O

_ Compartimento
Bomba, de injecao

2
1
A
\\j\ a0 ' 92 o4 o5 | 98 100 102
. miz

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 175 2.00
Time (min)

Cromatograma 0




O Espectro de Massas e o Ion Molecular
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Pico do ion molecular (M*): pico com maior m/z (exceto picos dos is6topos).
Algumas vezes nao aparece ou aparece em baixa abundancia!!!!
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O Espectro de Massas e o Ion Molecular

v M - 15: perda de CHz
v M - 18: perda de H50

v M - 31: perda de OCHgz (ésteres ou éteres)

v Perda. de M - 3 a M - 14: Contaminantes ou o pico € proveniente de

uma, fragmentacao e nao do M+
v Perdade M - 19 a M - 25: incomuns, exceto: M - 19 (F) e M - 20 (HF);

v Perda de 16 (O), 17 (OH) ou 18 (H5;0): compostos oxigenados

12



O Espectro de Massas e o Ion Molecular
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10n molecular com m/z impar = numero impar de nitrogénios

10n molecular com m/z par = numero par de nitrogénios

(incluindo zero)

Exe®©”

BEtilenodiamina (NHsCHsCHsNHy) M m/z = 60
Metano (CH,) M*m/z = 16



diminui fragmentacao
do M+ =aumento da intensidade do pico M*e diminui¢cao dos picos dos

fragmentos =2 gera um espectro com menos sinais

fornece 1on (M+H)* intenso €

pouca fragmentacao -2 gera um espectro com menos sinais

Em reacoes quimicas ha uma previsao de produtos possiveis e isso

ajuda a saber se € o ion molecular ou outro fragmento.



Ordem decrescente de estabilidade do ion molecular:

Aromaticos > alquenos conjugados > compostos
ciclicos > alcanos normais de cadeias curtas

Frequentemente nao aparecem:

Alcoois alifaticos, nitritos, nitratos, nitrocompostos,
nitrilas, compostos muito ramificados



O Espectro de Massas e o Ion Molecular

Maior intensidade /\ Compostos aromatico
Alquenos conjugados

Sulfetos Organicos
Hidrocarbonetos nao ramificados

Mercaptanas

Cetonas

Aminas

Esteres

Eteres

Acidos Carboxilicos
Hidrocarbonetos ramificados

Alcoois

17



Apenas considera a massa do isotopo mais abundante de cada atomo

Ex.: CH~-NO: Massa unitaria do ion molecular, m/z = 121.
(7.12)+(7.1)+(1.14) + (1.16) =121

Carbono 15C 100 130 1,11
Hidrogénio 1H 100 1H 0,016
Nitrogénio 14N 100 15N 0,38
Oxigéenio 160 100 170 0,04 180 0,2
Fluor 19R 100
Silicio R8Si 100 R9S1i 5,1 30Si 3,35
Fosforo 31P 100
Enxofre 3RS 100 335 0,78 345 4.4
Cloro 35C1 100 37Cl1 38,0
Bromo "9Br 100 81Br 98
Iodo 1_7] 100



Relative Intensity

O Espectro de Massas e o Ion Molecular

Presenca de diferentes isdtopos gera picos diferentes: M + 1,

M + 2,... com intensidade proporcional a sua abudancia
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Abundancia
relativa

O Espectro de Massas e o Ion Molecular

Cl

PN

&-Cloropropano

10 20 30 40
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Abundancia
relativa

20

a0

40

O Espectro de Masgsas e o Ion Molecular

Bromoetano

>0 B0
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O Espectro de Massas e o Ion Molecular

v IsOtopos mais pesados com abundancia muito baixa nao aparecem no EM:

1H = 100% 160 = 100%
*H = 0,016% = nao aparece 180 = 0,8% = nao aparece

v Se C, H, O, N, F, P el estiverem presentes, as intensidades aproximadas
para os picosM+1eM+ 2 (em % relativa ao pico M*):

CnHmXxNyOz
% (M +1)= (1,1.n) + (0,36 .x)
% (M +2) = [(1,1.n)3/200] + (0,2.y)

22



Peso Molecular x Massa exata,

Elemento Massa atomica (média)
H 1,00794 u
C 12,0107 u

Peso molecular (PM)
1x12,0107 + 3x1,00794 = 15,03452 u

23



Peso Molecular x Massa exata,

Isotopo Abund. Massa atOomica
1H 990,98% 1.00783 u
*H 0,02% 2.01410 u

120G 98,9% 12.0000 u
130 1,1% 13,00336 u

Algumass ma.ssas possiveis desse ion

12C e 1H massa = 15,02349

13C e 1H massa = 16,02685

Massa nominal:
Massa inteira do 1on considerando somente os isOtopos
mais abundantes. Ex. CHz* m/z = 15

24



Espectrometria de massas de alta resolucao HRMS

determina a, massa exata do

1on molecular com 4 ou 5 casas decimais

v' Permite determinacao da formula molecular - somente uma combinacao

de atomos possuira o valor encontrado.

v Pode-se consultar tabelas a procura da formula mais proxima!

Intens. +MS, 0.1-0.2min #4-14
x106‘

24
501.9857

1.0+

0.84

0.61

RSC Adv., 2016, 6, 88426

0.4+

0.24

: 2
494.9757 500.9759 n h A .
00~+—— H—’—*—vﬁ———v—v—-ﬁ—’—A—‘ el —r——r———y———t—r ———————————————— I W -

4950 497.5 500.0 S02.5 505.0 507.5 5100 5125 515.0 m/z



Espectrometria de massas de alta resolucao HRMS

Ion molecular 60 (Massa de Baixa resolucéo)

Formulas com mesma massa molecular:
CoHgNs, CoH 405, CH,N-O, CzHgO

Alta resolucao: 60,0580 g.mol 1=
Somente uma formula.

60

N,O, 59.9960
H,N,O 60 0198
HN. 60.0437
CO, 39,9847
CH.NO. 60.0085
CHN,O 60.0324
CHgN, 60.0563
C:H.0, 60.0211
C,H,NO 60.0449
CyH:N, 60.0688
Cs 60.0000

Pavia, D. L; Lampman, G. M; Kriz, G. S;
Vyvyan, J. Introduction to spectroscopy, 5
ed., 2015, Cengage Learning
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Dados de Massas: como reportar?

Método de Ionizacgéo Pico Base
( \/ Ion Molecular

MS (EI, 75 eV): m/z 102 (M*, 5%), 87 (18), 74 (64), 71 (50), 59 (22), 43 (100) ...

L Porcentagem relativo ao pico base

HRMS (ESI): Calc for C12H1804Na ([M+Na]*) 249.1097; found 249.1094.

27



O HEspectro de Massas: 1ion Molecular

v Remocao de elétrons nao ligantes

oo -e . |
9 NN — 2 NN . s . A Ca,pga fOl
\\ / em OIIS tpa d a
3 3 - Nafp
v Remocdo de elétrons 1 =~ - “Tg
y ~ locgy;
/ <adg,
{ ,
O ¥ .
onstrad®
Qe Xocahza»da*
o des o
forned =T ga0€
~ . | g0
v' Remocao de elétrons o (qua;gdo nao B )
de onae sat
© + elé\'ff()n)
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Ion molecular é fragmentado por clivagem (homolitica ou
heterolitica de UMA ligacao) ou quebra de ligac¢Oes simultaneas

(rearranjos)

A estabilidade do 1on formado € importante;

Regra de Stevenson: Se dois fragmentos cationicos podem ser
formados, o fragmento com menor energia de ionizac¢ao sera formado
mais frequentemente.

A estabilidade do radical formado (maior radical);

A formacao de moléculas neutras: Hy, CH,, NO, CO,, CzH,, CHzOH, H;0, HCI, CH2=C=0...

D. P. Stevenson. Disc. Faraday Soc. 10, 35 (1951)



O Espectro de Massas: Fragmentacao

Um pico de alta intensidade significa que
v Um dos fragmentos gerados € bastante estavel;
v A lisacao rompida é fraca .

-+

+ CH
H,¢' < RH,C' < R,HC' < R,C' < H,C=CHC' ~ HC=CCH, < ©/ 2

N AN ‘;\/

Aumento de estabilidade do cation

www.patygme.paginas.ufsc.br
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O Espectro de Massas: Fragmentacao

Regra do elétron par

v Ion com numero par de elétrons ou cation (EE+)

v Ion com numero impar de elétron ou cation radical (OE*)

v Radical (Rr)
v Molécula neutra (N) OF+. EE+ + R e
ou
OE + o OE"‘ o1 N

BEE+— BEE++ N

31



O Espectro de Massas: Mecanismos de Fragmentacao

1) Dissociacao Direta ou o

o1 O

© + 2e

R-R! + € — [R—R1

Fragmentacoes
na sequéncia,

[\ R. + R1+
o} <

[ R-R! o4
considerd RT + Rl
pegras 0°
qrevenso©
pegra 0°

32



O Espectro de Massas: Mecanismos de Fragmentacao

) Dissociagao/Clivagem «a: Quebra homolitica da ligagao o

a0 elemento eletronegativo ou a, uma ligacao r.

~: R> CI— . 1+
Moléculas saturadas R—C —Y —> R°* + R,C=Y
Ligacao o |

33



O Espectro de Massas: Fragmentacao

) Dissociagao/ clivagem «

: H2 ° +
H3C—:-C —.O.—R — > °*CH; + H,C=0-R
fon Molecular (cation radical) Radical Cation

( metila (ion)

somente o cation é
detectado!
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O Espectro de Massas: Mecanismos de Fragmentacao

) Dissociagao «

Moléculas insaturadas Q_§£¢ ) > R°* + R, CEY+
N Hy (et T
Alcenos R—C —C—CH, ———>» R°* + H,C=C—-CH,
-\ H
"' Cation alilico

Ligacao a

35



O Espectro de Massas: Mecanismos de Fragmentacao

3) Clivagem indutiva (i): Quebra heterolitica

36



O Espectro de Massas: Fragmentacao

3) Clivagem indutiva (i):

o+

+ o0
H3CH20H2C BI‘ —_— CH2CH2CH3 + *Br.

» |
Ion Molecular Cation Radical

(cation radical)
Ssomente o cation é detectado!

Ions também podem continuar sofrendo fragmentacao...

H +
H3C_C2_6H2 CH3 T H2C=CH2

\A

Cation Cation Molécula neutra,

37



O Espectro de Massas: Mecanismos de Fragmentacao

Competicao: Dissociagao « x Clivagem indutiva

Dissociacao alfa
N \‘\_/\/\,>
Br, Cl < R-, ligacao «w, 5,0 <N

Clivagem indutiva

38



O Espectro de Massas: Mecanismos de Fragmentacao

4) Segmentacao de duas ligagoes (X = heteroatomo)

HY (Y : 2ot

{
R NS pt ——> HY # W/
n - n

Y = OH ou halogénio
n=0,1_2,3

I R R1 1+
+-o ‘\')—1
R ) '/_’/ R » H,C=CH, + l_(_()

n



O Espectro de Massas: Mecanismos de Fragmentacao

5) Clivagem por rearranjo

o H x'x' -+ /H
—_ H20=CH2 +
04

¢ o
-+
O

40



O HEspectro de Massas: Alcanos

v Ion molecular relativamente intenso

v Espectro apresenta uma série de picos de fragmentos com M-15 (M-CHjy)

e depois AM = 14 (CHy).
v Para cada pico observam-se M-1 e M-2 (perda de H e Hy)

v Quanto mais ramificado, menor intensidade do pico do ion molecular

41



/C\ /C\ /CH3.

H,C” = G C
Hy Hy

Hexano
PM = 86

Relative Intensity

O HEspectro de Massas: Alcanos

Alcano nao-ramificado e aciclico
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H4C

O Hspectro de Massas: Alcanos

a

Ho Ho
C C |
Ho Ho

fon Molecula,r:r
m/z 86

CH,

m/z 71
M-185

— > *CgHyq

CH,

+ (‘DCH3
m/z 18
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Relative Intensity

100—I

80 -

60 -

40

20

10

20

O HEspectro de Massas: Alcanos
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C4Hg
m/z 8%

O Hspectro de Massas: Alcanos

Ho 1 Hz
fon Moleméla,lf
m/z 86
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Relative Intensity

O HEspectro de Massas: Alcanos
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C4Hg
m/z 8%

é4H9 +

CoHs
m/z 29

O Hspectro de Massas: Alcanos

@
. y CsHyy  + CHs
\ c b a m/z 71
H, | H, :CH 1°* M-15
C _C. CHs
HsC™ e \IC):/
ionMolﬂeméla.Ii )

Ab/ m/z 86
lc

C3H7 + ¢ C3H7
m/z 43
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Relative Intensity

O HEspectro de Massas: Alcanos
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Relative Intensity

O HEspectro de Massas: Alcanos
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2-metilpentano
PM = 86

O Hspectro de Massas: Alcanos

CH,
m/z 1S

CH3 +
\ / m/z 71

d CH3c b a )\/@ + CH3
] . H2
A HC B 7 mpave

/I
|

RN L
/ \

YO e YT e
m/z

m/z 8%
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O HEspectro de Massas: Alcanos

2-metilpentano
PM = 86 » /\/
100 — 43
) M-43
a0 =
_?_'; -
.g ‘
T 60—
b=
® 1 71
= M-15
O 40
D
m )
T Msgg /\/
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O Hspectro de Massas: Alcanos

v Tendem a perder uma unidade neutra (eteno)

: e um radical metila,
Cicloalcanos

o+
[C4Hg] + H2C=CH,
1ot

(] a _Q_ .

v Tendem a perder as cadeias laterais

[C5H9]+ + 6”3

Yot

[slE e




O Hspectro de Massas: Alcanos

g@ I PR R

ou produtos
de rearranjo
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O Hspectro de Massas: Alquenos

v Ion molecular relativamente intenso:

v BEspectro apresenta uma série de picos de fragmentos com M-15 e
depois AM = 14 (CHy);

v Pico em m/z = 41 importante em alquenos terminais (carbocation

alilico);

v Se a cadeia for longa, ocorre McLafferty;
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O Hspectro de Massas: Alquenos
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O HEspectro de Massas
- e@ ®
NN —— 3 IS
m/z 70
(ilon molecular)
+\\I.-I/ ‘YI : *+
+
g — 12
&% ‘\‘ eteno m/z 42
Pico base

)
m/z 885
Cation alilico
M-15

. Alquenos

B, - p !
<Y o~ +  *CHg
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O Hspectro de Massas: Alquenos

o ‘\
+ NN —» X+ eCHyCH;g
m/z 4l
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O Hspectro de Masssas: Cicloalquenos

Retro Diels-Alder

www.patygme.paginas.ufsc.br
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O Hspectro de Massas: Alquinos

v Fragmentacoes similares aos alquenos;

v Alquinos terminais:

Fragmento M-1 muito intenso

v m/z =39 (cation propargilico)

59



\/\

1-Pentino
PM =68

Relative Intensity

O Hspectro de Massas: Alquinos
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O HEspectro de Massas: Aromaticos

v Sinal intenso do ion molecular (M*);
v Alquilbenzenos: forte sinal M-1 (1on Tropilio);

v Substituintes maiores que propila podem gerar rearranjo de McLafferty

100 -
© m/z 78
Ion molecular
S0
Benzeno
by PM =78
0
-
Q© 60 -
o —4
QL
._./:}
O 40-
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-
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Tolueno
PM =92

Relative Intensity

O HEspectro de Massas: Aromaticos

100 @ N
CH; ]+ CH, D /’\ e
4 -He \
— N 5 &
AN
80 — § S
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Relative Intensity
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O HEspectro de Massas: Aromaticos




Relative Intensity

O HEspectro de Massas: Aromaticos
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O Espectro de Massas: Alcoois

v Sinal do M+ é fraco ou inexistente (exceto para alcoois benzilicos);
v Fragmentacoes por clivagem alfa;

v Desidratacao (M-18);

v Alcoois com 4 carbonos ou mais: Desidratacéo + perda de CHo=CH.,;

v Alcoois ciclicos desidratam por pelo menos trés tipos diferentes de
mecanismeos;

v Alcoois Bengzilicos: Formacao de hidroxitropilio e posterior fragmentacao
até CeH5s".
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O Espectro de Massas: Alcoois

= {\ R2 (\-I_' +
Clivagem o —\CJ—Y ——> Re + R,C=Y
@
"t OH
[ \/\/OH — N+ HJLH
Alcoois Primarios e
@
[ on r OH
— . N
\/Y N HJI\CHa
Alcoois Secundarios m/z 45
@
[ on "+ OH
N ° +
el G HyC” CH,
m/z 59

Alcoois Terciarios
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O Espectro de Massas: Alcoois

Eliminacgao 1,2

Desidratacao
HsC_ OH
H
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O Espectro de Massas: Alcoois
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O Espectro de Massas: Alcoois
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O Espectro de Massas: Alcoois
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Relative Intensity

O Espectro de Massas: Alcoois
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O HEspectro de Massas

v M+ geralmente mais intenso que o alcool correspondente;

v Clivagem o de um radical alquila;

/’\ H2 o+ H R1
—C —OR! ——> + —0
R—C —OR R H)— s

n + H,C=CHR
[?)R o, [3

. éteres
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O HEspectro de Massas: éteres
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O HEspectro de Massas: éteres
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O HEspectro de Massas: éteres
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O HEspectro de Massas: Aminas

v M*sera um numero Impar para monoaminas e pode ser fraco ou ausente;

v M-1 é comum;

v Clivagem o de um radical alquila;

v Rearranjo de McLafferty e perda de NHz (M-17) nao &€ comum
Aminas ciclicas

v M+ forte;
v Fragmentacao complexa que varia com o tamanho do ciclo

Aminas aromaticas
v M+ forte;
v Perda de HCN é comum em anilinas



O Hspectro de Massas: Aminas
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Relative Intensity
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O Hspectro de Massas: Aminas
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O Espectro de Massas: Haletos Organicos

v' M* quase sempre € fraco (forte em aromaticos);

v Compostos com Cloro e Bromo: M+2;

CI-M:M+2 &:1
Br-M:M+2 1:1
v Perda do halogénio;
IR_X *+ > R@ + xX° v Perda de HX,
. ) et
I>Br>>Cl>F *+
r [ \/\X ] — I->= +
HF > HCl1 > HBr > HI

v Clivagem o € observada algumas vezes.
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O HEspectro de Massas: Haletos Organicos

@
N
m/z 43 Cl
. M-Cl PR
&-Cloropropano
PM =78

80 —

60 —

H
@
Cl
'
m/z63 m/z78
l M

20 -

) m/z 65

f / WV [ - ~m/z 80
M+2
0 . . 4 , \ .
10 20 20 40 20 60 70 80

33



O HEspectro de Massas: Haletos Organicos
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Relative Abundance
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O HEspectro de Massas: Haletos Organicos
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O Hspectro de Massas: Carbonilados

Aldeidos

v' M+ geralmente observado, pode ser fraco em alifaticos;

v Clivagem «a (1on acilio: R—=0" ), Clivagem indutiva e McLafferty para mais de 4C;
v' M-1 é comum (clivagem o);

v Aromaticos: M+* intenso e presenca de M-1;

Cetonas

v M+ geralmente forte;

v Fragmentacoes similares aos aldeldos;

v O grupo organico maior € liberado como radical preferencialmente.
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O Hspectro de Masssas: Carbonilados
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Relative Abundance

O Hspectro de Masssas: Carbonilados
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Relative Intensity

O Hspectro de Masssas: Carbonilados
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Relative Intensity

O Hspectro de Masssas: Carbonilados
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O Espectro de Massas: Carbonilados
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Acidos
Carboxilicos

V" rrTrTIrrTY

O Hspectro de Masssas: Carbonilados

v M* fraco em alifaticos e forte em aromaticos;
v A clivagem a: perda do radical OH (M-17);

v Desidratacao em acidos benzdicos orto alquil substituidos (M-18).
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Relative Intensity

O Hspectro de Masssas: Carbonilados
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1< XEsteres

9+
m/z 43

O Hspectro de Masssas: Carbonilados

v M* fraco na maioria dos casos;
v Clivagem o com perda de RO- € a mais importante;

v Perda de radical alquila deixando ROC=0*
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O Hspectro de Masssas: Carbonilados

Amidas

v M+* geralmente observado;

v Seguem a regra do Nitrogénio (numero impar de N, PM impar);

v Amidas primarias
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R” “NH,
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O Hspectro de Masssas: Carbonilados

- OH ]t
%NHZ
| m/z 59 o
100 4 Pico Base
/\)LNHZ
1 Butilamida
® PM = 87

80 [ 0=C=NH, l

1 m/z 44
60 1

"
40

"
N
20 — —m/z 8%

0 \ , .
10 20 30 40 50 60 70 80 90



