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Reacoes de fragmentacao em EM:

Principios gerais



Espectro de massas do 2,2,4-trimetilpentano (MM 114 Da)

Relative Abundance
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Alcanos ramificados possuem M- de intensidade reduzida
OuU nao sao observados



Se

o ion molecular for pouco visivel

no modo de ionizagao eletronica:

1) A
2)0
3)0

baixar o potencial de ionizacao;

bter o espectro por ionizacao quimica;

oter o espectro no modo electrospray



Espectros de massas de uma [3-lactama a duas energias
eletrénicas diferentes: maior fragmentacao a 70 eV
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lonizacao quimica

Método mais suave com menor fragmentagao

lonizac&o produzida por umareacao quimica provocada por um gas
lonizado.

Gas reagente, p.ex. CH,
CH,* + CH, »> CH;* + CH*

CH:* € um acido de Brgnsted muito forte em fase gasosa: leva aionizagao
suave com formacao de MH* e fragmentos eventuais

[M + CHg" — MH" + CH4}

Outros gases: isobutano, C,H,,, NH;

CHpte >CH" +H +2¢€
NH;** + NH; - NH,* + NH,*



Comparacao entre lonizacao eletronica e ionizacao quimica

lon Trap Electron lonization Mass Spectrum of
Methyl Octanoate
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Methane Chemical lonization Mass Spectrum of
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Reacdes de producao de ions em EM

Electrospray (ESI)

Impacto de elétrons Protonago
Remocao de elétrons M+ H* > [MH]*
—_— e' ‘ ‘-
M - M Cationizacao
Captura de eléetrons M + Na* > [MNa]*
+ e ~
M . M- Desprotonagao
—H*

M H S




| HPLC - Bruker Q-ToF




lonizacao por Nebulizacao Eletronica (ESI)

ATMOSPHERIC PRESSURE s VAGUUM
1. Formation of ) l
4 kV charged droplets 3.e$;;ls()iomnb
l High Voltage

® ‘_2'7 Mass Analyzer
— Yy — @ —na=
:"\ .’;!

Nebulizer Gas 2. Evaporation \
Orifice

Curtain Gas

- Técnica “branda” de ionization
- Aplicavel a compostos polares e idnicos.

Video sobre Electrospray:
https://www.youtube.com/watch?v=daSSRj41Mlo



https://www.youtube.com/watch?v=daSSRj41Mlo

Electrospray ionization (ESI) veja o video no Moodle




Analise do extrato de folhas de uma planta X por CLAE-ESI (baixa resolucéo)

16.41
100

Condicoes:
Shimadzu LC-10A
\14.41 Coluna: C18
2028 MeOH:H,0 (4:6) (5')-
(30)-(8:0)
% - Fluxo: ImL/min

21.44




153 [M+1]
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Regras comuns de fragmentacao em espectrometria de massas (El)

1) Quebra de ligacOes o resultando em cations mais estaveis

X

A S S
R —C|+ > R —(|1+ > IR —C|+ > H—Cll+
R H H H
a tertiary a secondary a primary methyl cation
carbocation carbocation carbocation

s i
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Espectro de massas (IE) do hexano

CH,CH,CH,CH,CH,CH,

Hexane

S

[CH,CH,CH,CH,CH,CH, |+

Mole=culnr iom, M*
\\\ -

(rfE = HiF)
CH,CH,CH,CH,CH,* CH,CH.CH,CH,* CH,CH.CH,* CH,CH,*

mfz; 71 BT 43 28
Relative
abundance (%) 10 100 {hase peak) 75 40
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[+
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Espectro de massas do hexano Ha uma complementariedade entre as

fragmentacoes:

Para gerar o cation em m/z 57 é

CH,CH,CH,CH,CH,CH, eliminado o radical etila (M-29) e para a
P geracao do cation etila (m/z 29) é
}Q_; eliminado o radical butil (M-57).

[CH,CH,CH,CH,CH,CH, |+
Mole=culnr iom, M*
(rfE = HiF)

T e B
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Como diferenciar o hexano do 2-metilpentano

por espectrometria de massas ?
(IV?)

N U N \‘/\/

hexano 2-metilpentano

M-+ 86 Da (C,H,,)
(Nao sao distinguiveis por EM
de alta resolu¢ao - HRMS)

16



Espectro de massas do 2-metilpentano

Fragmentacao mais importante!

T~ /
43

100 /
M +— 43 CH; /
80 : \ c
i b~ 7,
o CH3—CH~}CH2J(CH2—CH3
c 00 b 2-methylpentane
2
2 40 c M35
© 71
M — 29
20 57 M +
A A
0 an — — Al i 1 T T T T T I I
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
mlz

Uma ramificacdo altera de forma significativa a intensidade dos ions
formados por causa da maior estabilidade dos mesmos
(Regra de Stevenson: forma-se o cdtion com a menor energia de ioniza¢@o)
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FRelative Intensity

Espectro de massas do dodecano
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Felative Intensity

Espectro de massas do docosano
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Felative Intensity

Espectro de massas do docosano
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Ha um padrao regular de diminuicao
nas intensidades dos ions
fragmentarios gerados em um
hidrocarboneto linear de cadeia longa
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Localizac&o da ramificacdo em hidrocarbonetos isoméricos ramificados

Ridative

Fisbiiee Indersily

rilansiy

]

{1

3-metilundecano

Isémeros ramificados do dodecano
MM 170.33 (ndo detectado)

4-metilundecano

o 57
CH, (M-28)
43 + {
89 g5 H15C?\)>[/ —l H1ﬁ':T\)+
29 m/z 141
99 141 (M-28)
Ad AL s g
Fragmentacao alfa:

gerando cation secundarios

43

29

=T

" woe N L e,

9|51131TT{M_43] m/Z 127
S S|

=
103 153 rEn L¥E

Fator importante: estabilizac&o de cations por efeitos +l e hiperconjugacao.
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% do Pico Base

% do Pico Basa

Hidrocarbonetos isoméricos de 16 atomos de carbonos (MM 226)
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Fragmentacoes o sao favorecidas por fatores que estabilizam os cations

resultantes

hidrocarbonetos

. -

R3

-

Cations mais substituidos sao
estabilizados por efeitos indutivos,
hiperconjugativos; conjugacdes a

insaturacoes;

As fragmentacao de radicais
alquilicos maiores sao favorecidas.

23



Espectro de massas de alcenos
A formacao de cations alilicos sao favorecidas.

/allylic position

+ +
CH H CH H CH
233 L N+ S
CH2 —> /C=C\ <> /C—C\ ++CH,CH;
HSC \-cleave here H;C H H;C H
/ methallyl cation, m/z 55
100
/\\\/\/
trans-2-hexene
)
2 60
]
2
2 40 M
84
20 ‘
0 II III T I |I III T .‘ T I | I T T | I T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
miz
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2-Hexene, (Z)- Z-Cis-hexeno

MASS SPECTRUM

100

Seria possivel
diferenciar
iIsOmeros
geometricos?

60

Rel. Intensity

JI!‘, IJ‘, L .

0.0 . . 1! T .l ‘ 4 . I ' ' . I
0.0 20 40 60 80 100
m/z

NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)

Nao.l.l! 100i eatans
2-trans-hexeno ‘ 1 |
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3-Hexene, (E}-
MASS SPECTRUM

AN )
3-hexeno _—
E isOmeros de N ‘ o

mfz

. ~ ?
p O S I g a O I NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)

2-Hexene
MASS SPECTRUM

Eventualmente!!! .
(seria melhor por .
RMN) ¢
/\/\/ 20—:
2-hexeno S 1‘ ol

0.0 20 40 60 80 100
m/z

NIST Chemistry WebBook (https://webbook.nist.gov/chemistry)



Relative Intensity

Relative Intensity
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A EM-El ndo permite diferencias isomeros como no
eugenol e isoeugenol

MW: 164

23
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Localizacao de ligacdes duplas em acidos
graxos por deuteracao-EM

Deuteration reaction

[ D2
CH3(CH»5){CH=CH[CH>),,COOCH3 - » CH3(CH3){CHDCHD{CH2), COOCH3
Wilkinson's catalyst

[M]+ RhCI(PPh,), [M+2]+
clorotris(trifenilfosfino)rodio(l)
(Soluvel em solventes organicos)

https://www.lipidmaps.org/resources/lipidweb/lipidweb_html/ms/methesters

/me-dbderivs/index.htm
28



Localization of two double bonds and a triple bond in an unusual fatty acid in the
seed oil of Tanacetum corymbosum by deuteration of the methyl ester derivative
of a 3-pyridylcarbinol ester and by GC-MS

Preparation of 3-pyridylcarbinol esters

CH,OH
from free acids ()/
~ 2 CH-OO0CR

RCOOH|+ SOCl, ———= RCOCI N - |

M
N
Abundance 92 108 235 265 296
y ] ip ip |
" 90 LS
; CH,00C AL N
/ AT
80 3 -~ | D i D ED D :
; N" 64 : b :
70 4 220 250 280 312 o
60 | Derivative of
: 151 octadeca-8,10-dien-12-ynoic acid
50 3
40 3
E +
30 3 M
j 206 383
250 280
20 1 65 220 553577 265 o9g 340
3 312 354
10 3 \
; il 1?5 | . | ||. |||

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360  miz
https://www.lipidmaps.org/resources/lipidweb/lipidweb_html/ms/methesters/me-dbderivs/index.htm

Tsevegsuren et al., (1998). Tanacetum (Chrysanthemum) corymbosum seed oil: a rich source of a novel
conjugated acetylenic acid. Lipids, 33, 723-727.



Localizacao de ligacoes duplas em acidos graxos por
derivatizacao com dimetildissulfeto

Dimethyl disulfide reaction
CH3S.SCH3 SCH3
CH3(CH5),CH=CH(CH,),,COOCH, —I- CH3(CH2)nCH (IDH(CHg)mCOOCH3
2
m/z 296 SCHs
m/z 390
(M+94=2x(SCH23)
Abundance 217

%
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60

50 M+
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30

20

10

343 359
L s i L | | : \h‘_,

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 m/z 30




Espectro de massas de alguinos (1-pentino)

100
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Acetilenos possuem acidez de seu hidrogénio terminal suficientemente acidos (pka 25) por
causa da maior eletronegatividade do Csp (50% de carater s — quanto maior o carater s,
mais proximo os elétrons estarao do nucleo).

A fragmentacdao perdendo o hidrogénio radicalar é caracteristica de acetilenos terminais
gerando o cation m/z 67 bastante intenso (pico base).

Observa-se ainda a fragmentacao alfa alilica gerando o cation m/z 39. 31



Caryophyllene oxide . ~
L0o MASS SPECTRUM Ca racterizacao de
} compostos
20 -
_ : aromaticos por EM
2 eo0]
= 407 H SHs
e ] m/z 204 Da H,C 3 o
20
_ ! e
ool ) i T N H
0.0 40 g0 120 160 200 240 N
iz H,C

NIST Chemistry WebBook (http://webbook.nist.gov/chemistry)

Eugenol
MASS SPECTRUM
100
: m/z 164 Da Constituintes do oleo
80 essencial do cravo
> l
2 607
i)
= ]
T 407
o i HBCO e
20—_
| ILMML\I H I R HO
00 — "|"|| I'l'“il li'llll "'li' |“|| T |'| T T
0.0 40 80 120 160 200

m/z 32
NIST Chemistrv WebBook (htto: /fiwebbook nist aov/ichemistry)


http://www.glenthamls.com/en/products/product/GK5128/
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Eugenol_acsv.svg

Relative Intensity
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Espectro de massas do Benzeno

MS-HUI- 0075 MW: 78.1
[
] -H = | —CoHa
—_— = -
o
1 miz7 miz 1T miz 51
C;H;
o1 77
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Felative Intensity

Espectro de massas do tolueno

Toluene C,Hgq

MW 92.1
1000 —
MS—MlW-D0E7 91 92
- _ _ +.
" " oM
H—C—H H—C—H Co @
— H
o RN
| 92 S92 91 H—C=C—H
: |
B0 — l C—H
H ®
® C
- C. H-C=C-H \ /
| ) e C,H; 65
40 — " i l H—C=C—H
_ C,H
39
20—
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- 51
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Felative Intensity

Espectro de massas do etilbenzeno

100 —
M5-NIW-5523 01

20 ethylbenzene
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Perda de CO neutro em Fenol e Derivados

OH "|* oH_| -
O=r 20’ ©®

m/z 66 m/z 65

Cation radicalar

+

94 M~
100 —
80 — OH
R 760 -
g @
T b= 66
3 39 65
20 —
0 Ll || I | .“.l I |l|| L A I
1 B L] ] 1) 1] ' | ] L} L] l L) 1 L} T '
20 40 60 80 100

miz 129,



As fragmentacgoes alfa sao relevantes para a caracterizacao de

hidrocarbonetos aciclicos, ramificados e funcionalizados:

Hidrocarbonetos Haletos de alquila,
alcoois, éteres, tidis e tioéteres
R, \ :

X
R-E SR, R1}1J\<‘é‘R2(H>

X=CI, F, Br, |,
NHR, OH, OR, SH, SR
\ ‘Rn

' -
‘Rn
Ry

R1)+ )X:g - j:
L R1 . R1 _

Cations mais substituidos
estabilizados por
efeitos indutivos

e hiperconjugativos.

Compostos
carbonilicos

Tol
R‘}LLJL;‘ Y(H)

Y=H, OH, OR, NHR

i\ R, You 'H

i i
"|’) -
5
R1

Cations estabilizados por efeitos mesoméricos

(via elétrons nao ligantes)

+0r

Ry _

As fragmentacdoes de radicais alquilicos maiores sao preferenciais. .



Relative abundance

100

80 —

20—

Espectro de massas de alcoois (2-butanol)

45
CH,

Cation radicalar em m/z 56:
Indicando a saida de
molécula neutra (H,0).

1

CH=0OH* (M-29)

CHa—(IJH;CH,CHs
OH
M.W. = 74

59 (M-15)

I"_l—'l'l IILIil 7’“\7“1.'“ S T T 4‘rZ T
0 15 20 25 30 35 40 45 SO

mje

38



1]

B0

60

Foed Indpssiaty

L]

20 - 56 ?4

0 I I || S]] | PR N -
i 20 1 40 50 &0 T an
m'z

ST Chemsiry WebBook (hitps feeebboak el gowchemesingg

L
i w1 ey ® F v
- H - + . y
ﬁHj_‘:-HJ_::‘-I:IE%FH CH,CH, - iH =0H =F ?H: —0H
: *  a-cleavage :
24 JH_—, Hs CHy
_ m/z 45
l - H,0 - CH, .
» CH;—CH,-CH=0H
n a-cleavage
C4Ha m/z 59
56

49 Espectro de massas

do 2-butanol.

Em ambos os casos,
um dos elétrons do
oxigénio,
por efeito mesomeérico,
estabiliza os cations.

As fragmentacoes alfas, levando aos dois cations no carbono que sustenta o
grupamento hidroxilico: m/z 59, resultante da fragmentacdo do radical etilico e

m/z 45, resultante da fragmentacdo da metila radicalar.

39



m/z 58

100

a0 ] Espectro de massas

da N-etiletanamina

Rel, intensity

40 m/z 73

0.0 T

Mz

r%' = Chs X, _H X+ -H
. 7~
N ) lﬁ/ XN
|\ fragmentacao K K
alfa
miz 73 B miz 58 -

A N-etiletanamina possui o ion molecular (cation radicalar) impar (m/z 73) e, por
eliminacdo de um radical metilico, forma o cation m/z 58.

O processo de estabilizacao é determinado novamente pela presenca do
heteroatomo que estabiliza o radical formado no carbono alfa, que por ressonancia
de um elétron conduz a formacao do cation em m/z 58.

Outros ions: m/z 72 (M-H"); m/z 30 (CH,=NH,+ via rearranjo) "



Fragmentag¢oes alfa em compostos carbonilicos

%., - RCO" + R-
R+C+R

~ RcO" + R-

Para compostos carbonilicos, por definigdo o carbono alfa € o primeiro ligado ao
carbono carbonilico, mas para fins de espectrometria de massas, a quebra ocorre
Enfre o carbono carbonilico e o carbono alfa (e ndo depois).

- ™)
Vot +
R—C'ZQ) <— R—C=0

.

cation acilio

Fragmentacao de compostos carbonilicos nas posi¢oes alfa levam a formacao do cation
no carbono carbonilico, que é estabilizado pelo elétron do atomo de oxigénio formando

o cation acilio.
41



Relative Abundance

OH_‘ T
100— m/z% 4
H

i Espectro de massas do
cH,cH,GH,—|—c—|—H ] )
80 CHO+ 3 MW. =72 ppo0) butiraldeido
3 29
a0 CO (-28)
CH;CH,CH,CO+ s CH3CH,CH,+
20— ) m/z 43
||
1IN iy | TH B i

A fragmentacao alfa do hidrogénio pode ser utilizada como diagndstico para
caracterizar um aldeido (assim como para um acetileno). Nesse caso o ion molecular
em m/72, por eliminacdo de um hidrogénio radicalar gera o cation acilio m/z 71.

A outra fragmentacdo alfa leva ao ion CHO+ (m/z 29).

Forma-se ainda o cdtion m/z 43 (CH,CH,CH,*) e, por rearranjo de McLafferty (vide mais
a frente), o cation radicalar, um enol, em m/z 44 (projecao 30).
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100

miz 43

1]
o

M.+72

=]
o

Rel, Intensity

=
[ ]
i

miz 57

[
=

=
=

20 a0 40 a0 & T a0

i
[

miz
"CH-,—CH ﬁil
EC_CH-:.-CH- - : : = CH;—C +
72 43

\ "[1H3

57

Espectro de massas
da 2-butanona.

A fragmentacdo do radical
maior é favorecida e o
m/z 43 torna-se o pico base.

=+ ‘!\u—{_Hz-{_Hq

A fragmentacdao pode ocorrer nas duas ligacOes alfa perdendo os radicais etilico e
metilico, gerando os cations m/z 43 e m/z 57, respectivamente.

43



Fragmentag¢oes com quebras simultaneas de duas ligacoes sigma

OH

R—C-5 CH,R

R
H
\ /
= il o

(ru‘*
R—(ll + -CH,R
R
\ 2™
H,O +| C=C
\

Reacao de desidratacao

Fragmentacao
alfa

Fragmentacao
De 2 ligagOes sigma

A reacdao de eliminacao de agua é caracteristica de alcoois e pode ser utilizada como
diagnose.

A eliminacdao de uma molécula neutra de agua [M-18] e nao necessariamente do H
vizinho.
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Fragmentag¢oes com quebras simultaneas de duas ligacoes sigma
Fragmentacao retro Diels-Alder

=%

CH,
rQr "y
L
T
.r'cs
CH, TCH,
BLW. 138

L l ‘J M[138)

b bt il ,J.hL1.II\lL I P L

a0 45 B3 S0 & T TS S0 85 80 95 100 105 110 115 120 125 120 133 4D
mie

Mass spectrum of limonone

Espetro de massas de um
cicloexeno (limoneno)

Fragmentacao retro Diels-Alder

[ CH; T
/1 - B ﬁ‘x CH, Hls
G =] .y —~[ ‘ |
A :,]: b | CH ”C""‘“EH:
CH,” “CH,
m/z 68

O modo de fragmentacao conhecido por retro Diels-Alder é caracteristico de um
cicloexeno (dois casos acima). No caso do limoneno, forma-se um cation radicalar de
massa par em m/z 68 pela eliminacdo de uma molécula neutra com massa também de

68 (mas por ser neutra nao é detectada).
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Uso da Fragmentacao retro Diels-Alder na analise de flavonoides

HI
HO O I OH

RDA ,
_—
| OH

OH
mjz 139

OH /2 291

Recent Applications of Mass Spectrometry in the
Study of Grape and Wine Polyphenols

Review Article | Open Access
Volume 2013 |Article ID 813563 | https://doi.org/10.1155/2013/813563
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Fragmentag¢oes com quebras simultaneas de duas ligagoes sigma
Rearranjo de McLafferty

Requisito: carbonila ou grupo aceptor (carbonila ou anel aromatico e hidrogénio na posicao gama.

4 m/z 113 (M-15); cation acilio +OC-C,H;
Mass spectrum (El)
?  of 2-octanone
M.W. = 128 0
CH,_g—CHchchch,CHZCH,

8
i

o
©
1

58

Relative abundance
3
Juats

2 Cf%"l'll [M-43] m/z 85: cation resultante da
) M-15 ~ . .
20- 85 fragmentacao de radical CH,CO
I“ I ] g, - s MEe
1 O, B T | P U | 1 1 1 ] 1 | R B
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130
oy m/z 43: cation acilio CH,CO+
+ +
H_ v : H ;
S~
McLaffert 0] ((CHR o~ AL
rearrangement '!-I; {-\ (|3H (lg IR
R™ Sewy B R SCH, CH,
(04

m/z 58 neutro

Cation-radicalar (par)

Todos os compostos carbonilicos, desde aldeidos, cetonas, ésters, ou ainda um composto
benzenoidico que apresentar um hidrogénio gama, tendera apresentar esse mofo de

fragmentacao conhecido como rearranjo de McLafferty. .



Produtos de rearrranjos de McLafferty em compostos carbonilicos

H y : H i H R’
g e e
R C‘fH?%HE R c*‘*cn2 CH,
cation radicalar cation radicalar  molécula neutra
Precursor Product Structure ~ Formula Accurate Mass [u]®
+. H
o +o
aldehyde H/K C,H,0 44.0257
+. H
alkyl methy! ketone /OJ; C3HO™ 58.0413
Me
+_/H
carboxylic acid g C,H,0," 60.0206
HO
+_/H
carboxylic acid amide j’\ [ C,HNO™  59.0366 ]
HoN
+_/H
methyl carboxylates /O& C:H.0," 74.0362
MeO
+. H
ethyl carboxylates /OK C,Hs0," 88.0519
EtO

a Values rounded to four decimal places. "



Felative Intensity

Rearranjo de McLafferty em alquilbenzenos

100
MS—-HW-0144
| 91 Cation radicalar
butilbenzeno Cation resultante
507 tropilio 92 do rearranjo de
McLaffert
| CioHi4 ,/ /
B0 —
MW: 134.2
40—
134
65
20— 39
0] |||||||i|||||||i|”||||||||i|i||!||||||I|“|ii|||||i|i|i|||||||iii”!||||||||||i |||||||||i!l!=||||||||=iili||||||||||||||||||||||||||||||
25 S0 75 100 125 150
m/ z
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07 TCHR o | u. _r Rearranjo de Mclafferty em
I | — | + /-
ot e en, ly,  Compostos carbonilicos
(0
Rearranjo de McLafferty em alquilbenzenos
oot
= H R
. .
AN
McLafferty -
m/z 92
Observa-se ainda a fragmentacao alfa
no qual o cation benzilico (m/z 91) é
H,* o1 estabilizado pelo anel aromatico
me cation - formando o cation tropilio.

tropilio
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Como interpretar um espectro de massas

v" Procure identificar um pico candidato ao ion molecular [M*];
v'Analise o padrdo da distribuicdo isotopica [M+1, M+2, etc];

v'Procure ions fragmentarios de baixa massa molecular que sejam

conhecidos e também o pico base;

v'Use as regras de estabilizacdo de radicais e carbocations para

atribuir os ions formados;

v'"Compare o espectro com alguma referéncia.
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