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Espectrometria de Massas
Sequencial (MS/MS)

“Tandem Mass Spectrometry”

Alvaro J. Santos Neto
(CROMA/IQSC/USP)
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LC-MS/MS LC-MS
- Especificidade
- Relagéo S/N

MSIMS e (MS)"

 Instrumentos para Tandem MS
- Setores (BE — MIKES / EBEB / BEBE / BEEB etc)
— “Triplo” Quadrupolo (QqQ)
— lon Trap (IT)

« Convencional
« Linear (LIT)

— Q-ToF

— IT-ToF

- Qq-LIT

— LIT-Orbitrap

— LIT-FTICR
* Modos de operagéo
» Alguns aspectos praticos da LC-MS/MS

Hibridos

Usos do MS/MS

* Quantitativo * Qualitativo
— Reducéo do ruido — Informagéo estrutural

— Aumento da seletividade — Mapa de fragmentacgédo

— Diferenciagéo de
isbmeros

— Melhoria do S/N

— ldentificagéo de
peptideos

— Supressido da ionizacdo

Qual o verdadeiro ganho?
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TABLE 3.1. The Standard Tandem MS Modes

Mode

Purpose

Experiment

Product ion

Precursor ion

To get structural information on
jons produced in the fon source

To find compounds that produce a
common fragment

MS| selects one precursor ion,
MS2 acquires a full mass spectrum
of the fragment ions produced

MS! is scanning all precursor ions,
MS2 selects one fragment ion

Neutral loss To find compounds that lose a MS1 and MS2 are both scanning at a
common neutral species fixed m/z difference
Sel d reaction To monitor a selected reaction MSI selects one precursor ion,

monitoring

MS2 selects one ment ion

Modos de operacéo

- Scan (similar ao MS)

e (r—
Ce—— ) e
> —
) em, T o
Camara de
MS1 coliséo Ms2
Scan Sem gés (ndo Desativado
Espectro de fragmenta) Modo RF apenas
massas (passam todas
Modo RF as massas)
(passam todas
as massas)

Modos de operagéo

- SIM (similar ao MS)

 iprem— o pe—)
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) o\ —
c— 4 —)
Camara de
MS1 coliséo Ms2
Estético Sem gés (ndo Desativado
Massa do ion fragmenta) Modo RF apenas
selecionado Modo RF (passam todas

(passam todas

as massas)

as massas)

Modos de operacéo

- Espectro dos produtos ou
“lons filhos”

i o .
/ " 3
TS o,

MS1 Camara de MS2
. colisdo
Estético Scan
Fragmentacéo
Massa do ciD Espectro dos
precursor produtos
(pai) Modo RF (ions filhos)

(passam todas
as massas)
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Ex: Determinagédo dos fragmentos obtidos a partir do ion -
Modos de operacao

. de m/z 609 da reserpina (“ion pai”).

et - Monitoramento de Reacéo
Selecionada (SRM)

==

"
| e
) T L/ T
Camara de
o MS1 coliséo Ms2
B Estéatico Fragmentac&o Estatico
Massa do CID Massa do
2 e ‘ precursor Modo RF prﬁﬁuto
T (pai) (passam todas (filho)
as massas)
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Fragmentacao dos antidepressivos

Ex: Monitoramento da transi¢éo: m/z 609 — m/z 195 para

. a reserpina.
Y

eS80y 120003 —
ATENCAO:
i SRM néo resulta em espectro!
,‘,
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.Fragmentagao dos anti-helminticos QqQ — Aplicacdo
ke l> o O\ : Yo o) . MRM (frente) x SIM (trés)
: A (SOX) 1 l_: 1 | Mercaptobenzotiazol
- ) s [ a) SIM: m/z 166
§or fue MRM: m/z 166 — 134

- 00750 T e el 0t ain e 3 e B e Mercaptobenzoxazol
) b) SIM: m/z 150
wel C | oL J MRM: m/z 150 > 58
i i (ALB) |
| R N .
- Tempo de Retengdo, minutos
- Trends Anal. Chem., 2001, 20, 533-542.
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Ha diferenca na seletividade entre
. SIM/LC-MS e SRM/LC-MS ?
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Lo Tl t
FFIAD — I
SRR U
Ro 485033 (1) Ro 641056 (IV)
MW = 5674 Da M¥=5534Da
Condicdes de SRM x
& Modos de operagao
MRM transition Orifice  Collision
Analites Precursor  Product potential energy
ion (m/z) ion (m/z) V)
desipramine 267.4 722 20 -
sbramne 2074 722 Espectro dos precursores ou
nortriptyline 264.4 91.1 “ions pais »
imipramine 281.4 86.1
amitriptyline 2785 91.1
clomipramine 315.4 86.1

albendazole sulfoxide ~ 282.2 241.1
albendazole sulfone 298.2 266.1
mebendazole 296.2 264.1
albendazole 266.2 234.1

MS instrument: Sciex API Ill+

lon Spray Voltage: 3500 V Dwell time: 100 ms
Nebulizing gas pressure: 40 psi

Collision Gas Thickness (Ar): 210x1013 atoms cm2

Camara de

_— g =

o MS2
coliséo
Scan Fragmentacdo Estatico
Espectro dos CID Massa do
precursores Modo RF p(rf(iylﬁzt)o
(pais) (passam todas
as massas)

Ex: Determinacdo dos ions (“ions pai”) que originaram

‘ um determinado ion fragmento (“ion filho”).

RESERP2 1.0 488) S (1 5600 | 511156, 261 001 Parar of 135ES-
o0 i s

Pais de 195 em ESI+

\
w0 ik Hn wE 2 2 20 27 MG MR S S W B Al a5 50 B w0 o1 mw er wis

Modos de operacéo

-Perda Neutra (constante)

_— s, T

¥ > ‘\ /—ﬂ >
_— \ 5
—_— L .
L
MS1 Camara de Ms2
coliséo
Scan < Scan
Fragmentacéo
m/z=X CID m/iz=X-A
Modo RF
(passam todas
as massas)
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Perda Neutra

Abundéancia

m/z
Exemplo:

Caracterizagdo de metabdlitos de farmacos
Perda de glucoronideo = 176 u.m.a.
Perda de sulfato = 80 u.m.a.

Perda de glicose = 162 u.m.a.

Opcdes de MS/MS em QqQ

MS/MS data domain
for n-decane

(m.w.=142)

MISIMS 5can ines
Precursar

Neutral

o acan
Fragment

Complets on scan

s
ey Precursor
miz

aomain

Naural
e ‘monitoring|

*~{_fsacion EI

Fragmentation
(miz=) Fragmention (m/2)

(a) (6)

Resumo de modos de operacéo
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Espectro dos
fons filhos

Celade
colisdo
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|:g
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Precursor

Espectros | —_— |
dos ions pais

SRM l_..é |

Precursos Produto

\

. Andlise por Q-ToF

» Caracteristicas de um ToF:

— Aquisicao veloz do espectro

— Virtualmente sem limite de massas

— Boa resolugéo : 10000 a 50000
+ para melhor MRP (ortogonal e com refletor)
+ geralmente < 20000

— Exatiddo: 20 a 100 ppm

Perda Neutra — | — | — Exige calibracéo interna para melhorar exatidao
Sincronizado MS2 Sincronizado MS1
. Q-ToF: esquema .Tandem no espacgo — Q-ToFMS
Refletor

Acelerador | petector

|

N ToF
Refletor —g-’

UUUEIU

- QqToF: ToF no lugar do ultimo quadrupolo
Vantagens:

- Alta resolucéo (alcangando valores maiores do que
20000);

- Boa exatidd@o de massas (< 5 ppm);

-Possibilidade de registrar o espectro de massas completo
para cada pulso de ions injetados no sistema;

- Data Dependent Analysis (DDA)
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Analise por lon Trap

« Caracteristicas de um IT:

—m/z < 4000
. — Resolugéo 3000 a 5000 F——
C3 * | Confirmagéo dos compostos . Geralmente unidade . A
por MS-MS (Q-ToF) 1-
— Exatidao: 200 a 300 ppm [ il
— Baixo custo T 'L———

-MS"(n<4o0ub)
— Versétil (Data Dependent Analysis)

— Charge-space effects

. Etapas da analise
select one m/z
. ApriSiOnamentO (stage 1 precursor ion)  fragmentation (CID) product ion scan
—
L» » —}.4 Y
* Isolamento ~ T —
« Excitagéo (induz fragmentagao)
.
. . B «— |«
Ejecéo R o g | ‘HT e
- :14}: |}=|}£;f=-1;§§§ B University of select one fragment ion
- =T [* ‘ [BE BRISTOL (stage 'n’ precursor iclm)
T F !
Video

. QqQ vs. lon Trap

Triplo Quadrupolo lon Trap
Espacamento Pontos concentram no
uniforme topo
& &
31



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

ITinear-FTICR: LTQ FT Ultra®

1T inear-FTOrbitrap: LTQ
Orbitrap®

- QTRAP®

QTRAP — Varredura de lons-Produto

Orificio e lentes de

entrada
N CID -
Actimulo de > para 3x10°5 Torr _ Detector
ions ‘Channeltron
Q0] |D\ o J @2 o8 f|__
\lD\ Il ] \”H
MS1  Camarade TRAP
colisdo linear Lentes de
saida
1. Selegdo do fon precursor em Q1
2. Fragmentacdo em Q2
3. Aprisionamento dos produtos em Q3
4. Aprisionamento concomitante em QO

H/ CRNGETI S T
i |0 7777777,
[ —— 7777

?

Detector]
N,gas
Scan Type al q2 a3
Q1 Scan Resolving (Scan) RF-only RF-only
Q3 Scan RF-only RF-only Resolving (Scan)
Product lon Scan (PIS) Resolving (Fixed) | Fragment Resolving (Scan)
Precursor lon Scan (PI) Resolving (Scan) | Fragment Resolving (Fixed)
Neutral Loss Scan (NL) Resolving (Scan) | Fragment | Resolving (Scan Offset)
Selected Reaction Monitoring mode (SRM) | Resolving (Fixed) | Fragment Resolving (Fixed)
Enhanced Product lon (EPI) Resolving (Fixed) | Fragment Trap/scan
MS3 Resolving (Fixed) | Fragment Isolation/frag trap/scan
Time delayed frag capture Product lon (TDF) | Resolving (Fixed) | Trap/No frag Frag/trap/scan
Enhanced Q3 Single MS (EMS) RF-only No frag Trap/scan
Enhanced Resolution Q3 Single MS (ERMS) RF-only No frag Trap/scan
L _Er_mancsd Multiply Charge (EMC) RF-only No frag Trap/empty/scan

LTQ Orbitrap®

lon Trap linear C-Trap
Rl Jem=—=r= s | i
R

Lentes

= |
Orbitrap a |

—T"

<=

LTQ FT®

FTMS Data [

| Linear lon Trap Data | 7T Actively Shielded

ZP Superconducting Magnet

Differentially Pumped by Triple Ported Turba Pump

ECD Assembly

IRMPD Laser Assembly

Qual analisador € melhor para
confirmacao de estrutura ?

» Sensibilidade

* Velocidade de scan = =
« Capacidade de -

MS/IMS N
« MSn — A,
+ Exatiddo et e

* Resolugdo
QqTOF
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Fragmentagéao calculada por computador -

“Remikeren”

. (Mass Frontier® - MF)
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. Espectro do “Remikeren” em um QgQ
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.Estruturas propostas pelo MF para m/z 282

. Espectro do “Remikeren” em um Q-ToF

Medidas exatas de massas
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