Spectrometria
de masa



Metoda analitica
Spectrometrie = inrudire cu celelalte metode
Diferentiere: - se bazeaza pe reactii chimice =

substanta trebuie distrusa - fragmente



Aparatul: Spectrometru de masa

Funcitii:
-Vaporizarea substantelor (functie de starea lor
naturala de agregare si de volatilitate)

-lonizarea compusilor vaporizati in vederea
analizei (uneori odata cu vaporizarea se produce
si ionizarea)

- Separarea ionilor in functie de raportul m/e (de
regula se produc ioni cu o singura sarcina =»
separarea se va face direct in functie masa
lonilor)



Realizarea ionizarii:

- bombardament cu fascicol de electroni in faza gazoasa

-energia: 10 — 70 eV (1 eV = 23,6 Kcal/mol = 96 KJ/mol)

-Energia electronilor >> energia de ionizare a compusilor
organici = creste energia totala a ionului format
(inclusiv energia vibrationala) =» ruperea unor legaturi =
fragmentare



M+ € - M + 2¢




Speciile ionice formate sunt separate pe baza masei
lor si inregistrate. Rezultatul se prezinta sub forma
unor linii (picuri) repezentand abundenta ionilor in
functie de masa lor.

Prin definitie celui mai abundent ion i se atribuie
valoarea 100, restul reprezentand procente din
aceasta abundenta. Acest pic este denumit

pic de baza = PB.

Picul corespunzator masei moleculare a compusului
initial (de fapt ionului molecular) este denumit

pic molecular = PM.
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Producerea ionilor

In urma procesului de ionizare rezulta particule
foarte reactive care trebuie separate in functie de
masa lor.

Pentru evitarea coliziunilor si a reacfiilor posibile
datorate acestora, in sistemul de generare si in
analizorul care urmeaza este necesar vid inaintat
(~ 10-6 mmHQ)

Practic exista doua metode de producere a ionilor:

- Impactul electronic
- lonizarea chimica



Impactul electronic
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Compusii organici contin e- perechi in orbitali
de legatura = interactiunea cu fascicolul de
electroni va determina eliminarea unui
electron rezultand un radical-cation
molecular.

Uneori se poate produce capturarea unui
electron din fascicol pe un orbital vacant. In
aceasta situatie se va obtine un radical-anion
molecular. Acest proces are loc cu o
frecventa de 104 ori < practic nu prezinta
interes.



Fragmentare si reactii de transpozitie

Acetatul de n-butil

/ CH,CO" + C,H,O
+
CH,COOCH,CH,CH,CH,

CH,COOH + C 4Hy'

Prezinta importanta doar speciile cu sarcina pozitiva, restul fiind eliminate din sistem



Avantaj:

Fragmentarea produsa determina aparifia
multor ioni cu mase mai mici astfel incat se
poate urmari procesul de fragmentare si de aici
reconstructia structurala a moleculei. Metoda
este cu atat mai utila cu cat exista deja biblioteci
de fragmente astfel incat spectrul realizat se
poate compara cu baza de date.

Dezavantaj:

De multe ori lipseste ionul molecular, deci nu se
poate determina masa moleculara. Acest lucru
este datorat energiei mari implicate 1In
bombardarea cu fascicol de electroni.



lonizarea chimica

Rezolva partial dezavantajul ionizarii prin impact
electronic.

Metoda presupune utilizarea unui compus initial
care se supune impactului electronic, dar cu un
fascicol de electroni cu energie mult mai mare
(~300 eV) si presiune de aprox 1 mmHg.

Moleculele folosite in aceasta etapa sunt dintre cele
care nu se fragmenteaza sau a caror fragmentare
este usor de urmarit: metan, izopropan, amoniac.



+ -
CHy, + e = CH, + 2e
+ +
CH, = CH; +H-

Presiunea in camera de ionizare este mai mare = coliziunile intre moleculele
neutre si ioni sunt mai frecvente.

In cazul metanului principalele reactii care au loc sunt:

+ .
CH, + CH, > CH, + CH,

CH5++ CH4 o 02H5+ + H2



In continuare in amestecul rezultat, care contine cationul
CH;* si care actioneaza ca un acid foarte tare, avand
capacitate de protonare foarte ridicata, se introduce
substanta de analizat va avea loc reactia:

M+ CHy > MH +CH,

Prin urmare in spectrele rezultate va aparea un semnal
destul de abundent corespunzator unui raport m/e cu o
unitate mai mare decat masa ionului molecular.

Deoarece energia cationilor formati initial este foarte mare,
stabilitatea lor este scazuta, iar in prezenta unor molecule
neutre acestea din urma vor avea tendinta de a accepta
relativ ugor protonul (1! NH,*).



Analizorul de ioni
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lonii pozitivi generati in camera de ionizare sunt trimisi spre
analizor fiind accelerati sub o diferenta de potential U.
Aceasta diferenta de potential imprima o miscare
caracterizata de energia cinetica E_:

Din camera de ionizare fascicolul de ioni este disipat intr-un
tub analizor aflat fintre polii unui camp magnetic
perpendicular pe directia de deplasare. Acest fapt va
determina curbarea traiectoriei cu o raza de curbura r

Forta centripeta a campului de intensitate H exercitata asupra
unei particule este:

F =evH

cp



Ea este echilibrata de forta centrifuga:
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Spectrometrie de masa — ionizare, analizoare, sisteme de legatura

Met. de ionizare

Compusi tipici de
analizat

Introducerea
probelor

Domeniul de
masa

Obs

Impact electronic Compusi organici

(El)

relativ mici si
volatili

GS sau probe
lichide/solide

1000 Dalton

Metoda dura,
usor aplicabila,
ofera inf.
structurale

lonizare chimica Compusi organici

(Cl)

relativ mici si
volatili

GS sau probe
lichide/solide

1000 Dalton

Metoda soft, usor
aplicabila, ofera
inf. structurale —

[M+H]*

Fast atomic
bombardment
(FAB)

Liq. (Dynamic)
Secondary lon

Mass Spectrom.

L(D)SIMS

Carbohidrati,
organometalici,
peptide, comp.

nevolatili

Proba captata
intr-o matrice
vascoasa

6000 - 10000
Dalton

Metoda soft, dar
mai dura ca ESI
sau MALDI

Electrospray
(ESI)

Peptide, proteine,
comp. nevolatili

LC sau injectie
directa

200000 Dalton

Metoda soft, cu
ionizare multipla
(ioni cu
sarcini >+1)

MALDI (Matrix
Assisted Laser
Desorption)

Peptide, proteine,
nucleotide

Proba captata
intr-o matrice
vascoasa

500000 Dalton

Matoda soft,
mase moleculare
foarte mari




Filament

Impactul electronic (El) w

-Metoda traditionala - energie ridicata (~70eV) — necesita Defiector (4 accelerare spre analizor
transformarea substantei in gaz (ridica probleme la -
nevolatile)

-Se poate pierde ionul molecular datorita fragmentarilor anod

lonizarea chimica (Cl)

-Metoda presupune utilizarea unui compus initial care se CHZ + CHYy ——— > CHZ + CH,
supune impactului electronic, dar cu un fascicol de

electroni cu energie mult mai mare (~300 eV) si presiune CHs "+ CHy ——— CHs +H,
de aprox 1 mmHg

~ +
-In ciuda energiei initiale mari, metoda este mai ,soft” M + CH 5+—> MH +CH,
decét El producand mai putine fragmente.

-Permite captarea ionului Molecular + supliment (H, NH,
etc.)



Fast atomic bombardment (FAB) = Lig. (Dynamic) Secondary lon Mass
Spectrom. L(D)SIMS

Metoda aplicabila substantelor greu volatile, care nu se pot ioniza normal prin El
sau CI

Varianta L(D)SIMS:

Proba este amestecata cu o ,matrice lichida” (de exemplu alcool 3-nitrobenzilic
sau chiar glicerina) intr-un mic vas din otel inoxidabil. Se introduce vasul in
camera de ionizare si se supune unui prim bombardament cu ioni de cesiu.
Moleculele sunt imprastiate de pe suprafata amestecului si trec in faza gazoasa
unde sunt ionizate. (de fapt matricea lichida asigura dispersia mai fina a
particulelor probei).

Varianta FAB: Varianta similara, dar primul fascicul energetic este format din
Xenon sau argon.

@ XE,C;..

O Solvent




Electrospray lonization (ESI)
John Bennet Fenn, Koichi Tanaka Premiul Nobel pt. Chimie in 2002

-ESI — este 0 metoda de ionizare soft (moale) care permite formarea ionilor moleculari (aproape
exclusiv). In plus permite determinarea maselor moleculare pe baza unor probe foarte mici. De
asemenea permite detectia cationilor si anionilor. Se aplica in special compusilor organici cu
masa moleculara medie si mai ales moleculelor ,biologice” (peptide, proteine, zaharide,
ologonucleotide, etc.).
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1000-4000 V (produce incarcarea

particulelor
Analizorul de masa
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%

Electrospray mass spectrum

_Mn+(21_1)
B Zl—l

P2

P4 Si p, sunt doua picuri adiacente a caror abundenta relative se citeste
pe spectru =» un sistem de doua ecuatii cu doua necunoscute =» M, si
Z4

M, = masa moleculara

- Cunoscand secventele de aminoacizi din proteinele din bazele de
date se pot identifica secvente printr-o fragmentare multipla



MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption)

analyte/matrix spot

sample plate

cation
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Este o metoda nedistructiva de vaporizare si ionizare, care
poate fi folosita atat la moleculele mici cat si la
biomolecule.

in aceastd tehnica, proba este obtinuta prin amestecarea
compusului de analizat cu un material capabil sa absoarba
radiatie luminoasa (matricea, de ex. Un acid organic slab)
in raport molar de aprox 1:5000 (un exces foarte mare al
matricii). O picatura din solutia obtinuta este depusa pe o
placa metalica si lasata sa se usuce permitand ca proba si
matricea sa ramana in stare cristalina (co-cristalizare).

) To mass
spectrometer

Placa se plaseaza in zona de vaporizare a
spectrometrului unde este iradiata in vid cu
un fascicul laser (pulsuri de cateva
nanosecunde). Se utilizeaza un laser de
337nm (N,) desi sunt cercetari pentru
iradierea cu IR.

Placa fiind sub o diferenta de potential mare
este incarcaata pozitiv astfel ca speciile
incarcate pozitiv sunt ejectate din sursa de
ioni, focalizate si trimise spre analizorul de
masa.



Rolul matricii este esential:

1. Asigura absorbtia radiatiei initiale. Aceasta este transferata probei
prin interactii vibrationale astfel incat aceasta este dezagregata
(fulgi) si transmisa mai departe spre focalizare. Acesti fulgi contin
matrice intactacta, compusul de analizat neutru si ionizat precum si
specii protonate.

2. Matricea previne agregarea compusului de analizat (se presupune
ca astfel are rol inclusive in procesul de ionizare: transmite sarcinile
probei prin procese acido-bazice sau redox)

Mecanismul de ionizare inca este controversat existand multi parametri
care trebuie luati in considerare pentru a construe un model complet.

Compusi utilizati la 337 nm:
- Acid 3,5-dihidroxibenzoic; acid 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamic;
acid a-ciano-4-hidroxycinamic.



Analizoarele de masa

Analizor Observatii

Sector (Magnetic si/sau Electrostatic) Rezolutie inalta; masa exacta

Quadrupol (W. Paul 1989 Nobel: lon Rezolutie la unitatea de masa, scanare
trap) rapida, cost scazut

Time-of Fly (TOF) [Timp-de-zbor] Teoretic fara limita de m/z

lon Cyclotron Resonance Rezolutie foarte inalta; permite studiul

chimiei ionilor




Sector (Magnetic si/sau Electrostatic): simplu sau dublu
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Quadrupol

A
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Moleculele si fragmentele neincarcate se elimina din sistem (pompele de vid).

Analizorul quadrupolar foloseste bare incarcate pozitiv si negativ pentru a
controla miscarea ionilor. lonii traverseaza zona in functie de raportul m/z
(cum in multe cazuri z=1 rezulta dependenta de masa). Separarea ionilor se
face pe baza stabilitatii in campul oscilant aplicat barelor quadrupolului.

Barele quadrupolului (perechi opuse) sunt supuse alternativ unor curenti
oscilanti (radiofrecvente). Totodata se supraimpune un curent continuu.
Printre bare vor trece doar acei ioni a caror m/z corespunde cu sistemul
RF/dc, ceilalti vor “cadea” pe barele de current (mathematic descrierea e data
de ecuatia diferentiala Mathieu).



Time-of Fly (TOF) [Timp-de-zbor]

Linear TOF Mass Spectrometer

lon Source

Analyzer Detector

ol . -
-

Analizorul linear TOF este varianta cea mai simpla. Se bazeaza pe accelerarea ionilor spre
detector, toti ionii avand aceeasi energie (primita). Deoarece au aceeasi energie, dar mase
diferite, ionii ajung la detector dupa timpi diferiti: cu cat masa e mai mica cu atat ionul
ajunge mai repede la detector. Prin urmare denumirea de TOF are la baza determinarea
masei dupa timpul real de zbor, distanta de zbor fiind aceeasi pentru toti ionii.

Varianta: TOF cu Reflectron = marirea timpului de zbor cu posibilitatea separarii fine a
ionilor si a acumularii unei cantitati mai mare de ioni
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lon Cyclotron Resonance
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Suprapunerea unei miscari rectilinii
perpendicular duce la o miscare de
tip elicoidal spre detector.
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Un ion intr-un camp magnetic static
uniform se misca circular datorita fortei
Lorenz. Viteza unghiulara

w = 27TV

Pentru un camp magnetic B este data de :

Unde z este numarul de sarcini pozitive, e
este sarcina elementara iar m este masa.

m eB
z 27V

Un cémp electric cu frecventa v va fi in
rezonanta cu ionul caracterizat de m/z



