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Espectrometria de Massas 

Sequencial (MS/MS)

“Tandem Mass Spectrometry”
LC-MS/MS LC-MS

- Especificidade

- Relação S/N

SRM vs. SIM

MS/MS e (MS)n

Híbridos

• Instrumentos para Tandem MS

– Setores (BE – MIKES / EBEB / BEBE / BEEB etc)

– “Triplo” Quadrupolo (QqQ)

– Ion Trap (IT)

• Convencional

• Linear (LIT)

– Q-ToF

– IT-ToF

– Qq-LIT

– LIT-Orbitrap

– LIT-FTICR

• Modos de operação

• Alguns aspectos práticos da LC-MS/MS

– Supressão da ionização

Usos do MS/MS

• Quantitativo

– Redução do ruído

– Aumento da seletividade

– Melhoria do S/N

• Qualitativo

– Informação estrutural

– Mapa de fragmentação

– Diferenciação de 

isômeros

– Identificação de 

peptídeos

Qual o verdadeiro ganho? Princípio de operação
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- Scan (similar ao MS)

Modos de operação

MS1

Scan

Espectro de 

massas

Câmara de 

colisão

Sem gás (não 

fragmenta)

Modo RF 

(passam todas 

as massas)

MS2

Desativado

Modo RF apenas 

(passam todas 

as massas)

- SIM (similar ao MS)

Modos de operação

MS1

Estático

Massa do íon 

selecionado

Câmara de 

colisão

Sem gás (não 

fragmenta)

Modo RF 

(passam todas 

as massas)

MS2

Desativado

Modo RF apenas 

(passam todas 

as massas)

- Espectro dos produtos ou

“íons filhos”

Modos de operação

MS1

Estático

Massa do 

precursor 

(pai)

Câmara de 

colisão

Fragmentação 

CID

Modo RF 

(passam todas 

as massas)

MS2

Scan

Espectro dos 

produtos 

(ions filhos)
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Ex: Determinação dos fragmentos obtidos a partir do íon 

de m/z 609 da reserpina (“íon pai”).

- Monitoramento de Reação 

Selecionada (SRM)

Modos de operação

MS1

Estático

Massa do 

precursor 

(pai)

Câmara de 

colisão

Fragmentação 

CID

Modo RF 

(passam todas 

as massas)

MS2

Estático

Massa do 

produto    

(filho)

Ex: Monitoramento da transição: m/z 609 → m/z 195 para 

a reserpina.

ATENÇÃO:

SRM não resulta em espectro!

Fragmentação dos antidepressivos 

(DESI)

(FLU)

(NOR)

(IMI)

(AMI)

(CLOMI)

Fragmentação dos anti-helmínticos 

(SOX)
(SON)

(MEB)

(ALB)

MRM (frente) x SIM (trás)

Mercaptobenzotiazol

SIM: m/z 166

MRM: m/z 166 → 134

Mercaptobenzoxazol

SIM: m/z 150

MRM: m/z 150 → 58

Trends Anal. Chem., 2001, 20, 533-542.

QqQ – Aplicação

Tempo de Retenção, minutos
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Há diferença na seletividade entre 

SIM/LC-MS e SRM/LC-MS ?

MRM transition 
Analites Precursor 

ion (m/z) 
Product 
ion (m/z) 

Orifice 
potential 

(V) 

Collision 
energy 

(eV) 

desipramine 

fluoxetine 

nortriptyline 

imipramine 

amitriptyline 

clomipramine 

albendazole sulfoxide 

albendazole sulfone 

mebendazole 

albendazole 

267.4 

310.3 

264.4 

281.4 

278.5 

315.4 

282.2 

298.2 

296.2 

266.2 

72.2 

44.1 

91.1 

86.1 

91.1 

86.1 

241.1 

266.1 

264.1 

234.1 

48.5 

48.5 

48.5 

48.5 

48.5 

48.5 

55 

55 

55 

55 

20.1 

20.1 

20.1 

20.1 

20.1 

20.1 

14.8 

14.8 

14.8 

14.8 

 
MS instrument: Sciex API III+

Ion Spray Voltage: 3500 V Dwell time: 100 ms

Nebulizing gas pressure: 40 psi

Collision Gas Thickness (Ar): 210x1013 atoms cm-2

Condições de SRM 

- Espectro dos precursores ou

“íons pais”

Modos de operação

MS1

Scan

Espectro dos 

precursores 

(pais)

Câmara de 

colisão

Fragmentação 

CID

Modo RF 

(passam todas 

as massas)

MS2

Estático

Massa do 

produto  

(filho)

Ex: Determinação dos íons (“íons pai”) que originaram 

um determinado íon fragmento (“ion filho”).

Pais de 195 em ESI+

MS1

Scan

m/z = X

Câmara de 

colisão

Fragmentação 

CID

Modo RF 

(passam todas 

as massas)

MS2

Scan

m/z = X - A

-Perda Neutra (constante)

Modos de operação
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Exemplo:

Caracterização de metabólitos de fármacos

Perda de glucoronídeo = 176 u.m.a.

Perda de sulfato = 80 u.m.a.

Perda de glicose = 162 u.m.a.

Perda Neutra Opções de MS/MS em QqQ

Resumo de modos de operação

MS1
Cela de 

colisão
MS2

Espectro dos 

íons filhos
Precursor

RF apenas

Espectros 

dos íons pais
Produto

SRM
Precursos Produto

Perda Neutra
Sincronizado MS2 Sincronizado MS1

Análise por Q-ToF

• Características de um ToF:

– Aquisição veloz do espectro

– Virtualmente sem limite de massas

– Boa resolução : 10000 a 50000 

• para melhor MRP (ortogonal e com refletor)

• geralmente < 20000

– Exatidão: 20 a 100 ppm 

– Exige calibração interna para melhorar exatidão

Fonte

MS1 CID

ToF

Detector

Refletor

Refletor

Vácuo

Acelerador

LC
Padrão 

interno

Q-ToF: esquema

Vantagens:

- Alta resolução (alcançando valores maiores do que 

20000);

- Boa exatidão de massas (< 5 ppm);

-Possibilidade de registrar o espectro de massas completo 

para  cada pulso de íons injetados no sistema;

- Data Dependent Analysis (DDA)

- QqToF: ToF no lugar do último quadrupolo

Tandem no espaço – Q-ToFMS
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Confirmação dos compostos 

por MS-MS (Q-ToF)

Análise por Ion Trap

• Características de um IT:

– m/z < 4000

– Resolução 3000 a 5000

• Geralmente unidade

– Exatidão: 200 a 300 ppm

– Baixo custo

– MSn (n < 4 ou 5)

– Versátil (Data Dependent Analysis)

– Charge-space effects

Etapas da análise

• Aprisionamento

• Isolamento

• Excitação (induz fragmentação)

• Ejeção

Vídeo

QqQ vs. Ion Trap

Triplo Quadrupolo

Espaçamento 

uniforme

Ion Trap

Pontos concentram no 

topo

../../Technical Videos/Thermo 2D linear ion trap.exe
../../Technical Videos/Thermo 2D linear ion trap.exe
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Outros instrumentos em Tandem

• ITlinear-FTICR: LTQ FT Ultra®

• ITlinear-FTOrbitrap: LTQ 

Orbitrap®

• QTRAP®

Q0 Q1 Q2 Q3

Acúmulo de 

íons

MS1 Câmara de

colisão

N2 para CID 3x10-5 Torr 

Lentes de

saída

Orifício e lentes de

entrada

Detector

“Channeltron”

1. Seleção do íon precursor em Q1

2. Fragmentação em Q2

3. Aprisionamento dos produtos em Q3

4. Aprisionamento concomitante em Q0

QTRAP – Varredura de Íons-Produto

TRAP 

linear

LTQ Orbitrap®

Fonte

Ion Trap linear

Lentes

Orbitrap

m/z

FT

C-Trap

LTQ FT® Qual analisador é melhor para

confirmação de estrutura ?

+ + + +
+

+
++ +++ + +

+

+ + + + +

+

+

+

+

+

+

+

QqQ IT

QqTOF

• Sensibilidade

• Velocidade de scan

• Capacidade de 

MS/MS

• MSn

• Exatidão

• Resolução
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Fragmentação calculada por computador -

“Remikeren”

(Mass Frontier® - MF)

“382”
potenciais

fragmentos
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Espectro do “Remikeren” em um QqQ

110 (2)

376 (1)

613 (1)

404 (1)

145 (1)

282 (3)

*

*

*

*
*

*
*

*

* sobrepõe MF
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(A) (B) (C) 

C16H28NO3 

282.2069 

A-C = 90.5 mmu 

 

C16H16N3O2 

282.1242 

B-C = 7.8 mmu 

 

C14H20NO3S 

282.1164 

 

 

 

Estruturas propostas pelo MF para m/z 282 
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Medidas exatas de massas

m/z

%

Espectro do “Remikeren” em um Q-ToF
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(A) (B) (C) 

C16H28NO3 

282.2069 

82.7 mmu 

293 ppm 

 

C16H16N3O2 

282.1242 

0.0  

0.1 ppm 

C14H20NO3S 

282.1164 

7.8 mmu 

28 ppm 

 

 

Predito versus Medido

m/z 282.1242
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E o MSn ?!

LCQ

LCQ

QqQ


