
1Spettroscopie atomiche e molecolari: la spettroscopia di fluorescenza atomica ai raggi X

Spettroscopia XRF: la strumentazione

- più sofisticati, quindi più costosi;

- minore efficienza della sorgente di raggi X  costo

maggiore;

- risoluzione migliore (5-20 eV);

- radiazioni di fondo minori, quindi minori LOD (Limit

of Detection)

Spettrometria di fluorescenza X  a dispersione di 

lunghezza d’onda (WDXRF)

Spettrometria di fluorescenza X a dispersione 

di energia (EDXRF)

- più semplici, quindi meno costosi;

- niente parti in movimento;

- maggiore efficienza della sorgente di raggi X;

- risoluzione peggiore (150-600 eV), necessità di

deconvoluzioni spettrali in caso di sovrapposizione di picchi;

- radiazioni di fondo maggiori, quindi maggiori LOD

- https://dugi-doc.udg.edu/bitstream/handle/10256/7563/1EDXRF-

project.pdf pag.34

https://dugi-doc.udg.edu/bitstream/handle/10256/7563/1EDXRF-project.pdf


CHIMICA ANALITICA II 
CON LABORATORIO

(AA 2019-20)

8 C.F.U. - Laurea triennale in Chimica

8



LA SPETTROMETRIA DI 

MASSA



INTRODUZIONE

Uno spettrometro di massa è uno strumento che viene utilizzato per:

1) Generare ioni da elementi/composti con un metodo adatto;

2) Separare questi ioni (nello spazio o nel tempo) in base al loro rapporto massa su carica 

(m/z)

3) Rivelare gli ioni qualitativamente e quantitativamente in funzione del loro m/z

La spettrometria di massa: introduzione 4

La Spettrometria di Massa consiste nel “pesare” singole molecole

tramite la loro trasformazione in ioni nel vuoto, e la misura della

risposta delle loro traiettorie a campi elettrici, magnetici o entrambi

Fenn et al (1989): Science 246(4926):64-71

La spettrometria di massa NON è una spettroscopia (da σκοπέω osservo, visivamente), 

perché NON coinvolge assorbimento o emissione di fotoni



https://is.muni.cz/el/1431/podzim2015/F7100/um/um/52107671/
gross_mass-spectrometry_second-edition.pdf
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Rappresentazione schematica di uno spettrometro di massa

Detector

Sistema di introduzione del 
campione: introduzione diretta 

o interfaccia con sistema di 
separazione cromatografica

Analizzatore

+ database
disponibili

Sistema di pompe per ALTO VUOTO

Generatore 
di ioni

segue →Perché è necessario 

il vuoto?

L'Analizzatore separa gli ioni in base 

al loro rapporto massa su carica (m/z)
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Il cammino libero degli ioni

La condizione di alto vuoto è necessaria per consentire agli ioni di raggiungere il detector senza incorrere in

collisioni con altre molecole gassose, poiché:

a) le collisioni produrrebbero una deviazione della traiettoria e lo ione potrebbe perdere la sua carica

andando a sbattere contro le pareti dello strumento;

b) le collisioni con altre molecole potrebbero produrre reazioni non desiderate e quindi aumentare la

complessità dello spettro di massa ottenuto.

Secondo la teoria cinetica dei gas il cammino libero medio L (in m) è dato da:

dove k è la costante di Boltzmann, T è la temperatura (in K), p è la pressione (in Pa) e σ è l'area della sezione di

collisione (in m2) con σ = π·d2, dove d (in m) è la somma dei raggi dello ione collidente e della molecola

stazionaria.

segue →
ione collidente

molecola stazionaria

r1

r2

d = r1 + r2

sezione σ

E. de Hoffmann, V. Stroobant – Mass Spectrometry: Principles and Applications - WILEY
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Si può approssimare il cammino libero medio di uno ione a condizioni normali in uno spettrometro di massa

sostituendo nell'equazione soprastante: k = 1.38 × 10-23 J K-1, T ~ 300 K, σ ~ 45 × 10-20 m2 (in cui

approssimativamente ad es. r1 = 1 Å e r2 = 3 Å):

con L in m, e p in Pa con L in m, e p in Torr

Quindi, ad es. per garantire ad uno ione un cammino libero di 1 metro il vuoto deve essere di almeno 5·10-5 Torr.

Tuttavia, a seconda del tipo di spettrometro di massa, in cui possono variare i diversi dispositivi di generazione di ioni e

separazione degli stessi, possono essere necessarie condizioni di vuoto diverse.

I sistemi di generazione del vuoto utilizzano delle pompe meccaniche in accoppiata con pompe turbomolecolari (o a

diffusione o criogeniche). Le pompe meccaniche portano il sistema a circa 10-3 Torr, poi si attivano gli altri tipi di pompe

che possono portare il sistema anche fino a circa 10-10 Torr.

E. de Hoffmann, V. Stroobant – Mass Spectrometry: Principles and Applications - WILEY



GLI ISOTOPI

La spettrometria di massa: introduzione 9

Gli isotopi sono elementi che contengono lo stesso numero di protoni, quindi hanno stesso

numero atomico Z che determina la loro posizione nella Tavola Periodica, ma differiscono per il

numero di neutroni presenti nel nucleo.

Tra gli 83 elementi stabili presenti in natura:

a) 20 di essi esistono in una unica forma isotopica, cioè sono mono-isotopici;

b) Molti elementi esistono sotto forma di due isotopi, cioè sono di-isotopici, in particolare

possono essere classificati come X+1 o X+2 o, in rari casi, X-1;

c) La maggior parte degli elementi è definita poli-isotopica poiché possiede un numero di

isotopi uguale a tre o più.

X = numero di massa (protoni+neutroni) dell'isotopo più abbondante.

J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer

segue →
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segue →

a) mono-isotopici: fluoro (19F), sodio (23Na), fosforo (31P), iodio(127I), berillio (9Be), alluminio

(27Al), manganese (55Mn), cobalto (59Co), arsenico (75As), cesio (133Cs), and oro (197Au);(*)

(*) N.B.: dall'elenco sono esclusi gli isotopi radioattivi (cioè non stabili), ad es. 131I e 137Cs

b) di-isotopici, con numero di neutroni uguale a:

 X+1: idrogeno (1H, 2H ≡ D), carbonio (12C,13C), and azoto (14N, 15N);

 X+2: cloro (35Cl, 37Cl), bromo (79Br, 81Br), rame (63Cu, 65Cu), argento (107Ag,109Ag);

 X-1: litio (6Li, 7Li), boro (10B, 11B), and vanadio (50V,51V) ;

c) poli-isotopici: ossigeno (16O, 17O, 18O), zolfo (32S, 33S, 34S), xenon ( 9 isotopi).

Esempi:
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L'ABBONDANZA ISOTOPICA

Le abbondanze isotopiche per un singolo elemento sono

riportate

- o considerando che la somma delle abbondanze di

tutti gli isotopi sia = 100%;

- oppure normalizzando rispetto all'isotopo più

abbondante che viene posto = 100% quindi gli altri

vengono calcolati di conseguenza (vedi tabella)

Le abbondanze isotopiche vengono usualmente

rappresentate utilizzando dei grafici a barre che

riportano in ascissa le unità di massa atomica (u) e in

ordinata l'Abbondanza %.



LE DIVERSE DEFINIZIONI DI MASSA di UN ELEMENTO

La spettrometria di massa: introduzione 12

 Massa nominale di un elemento: 

è il numero intero ottenuto per arrotondamento della massa esatta del suo isotopo più 

abbondante in natura

 Massa isotopica: 

è la massa esatta di un isotopo. E' molto prossima alla massa nominale di un isotopo, 

ma non uguale. Unica eccezione è il 12C che ha massa isotopica = 12,000000 u.

 Massa monoisotopica: 

è la massa esatta dell'isotopo più abbondante in natura di un elemento.

segue →

 Massa atomica relativa: 

è calcolata come media pesata di tutti gli isotopi presenti in natura di un elemento:

dove Ai è l'abbondanza e mi  la massa isotopica dell'i-esimo isotopo.

J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer
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Esempio: il cloro.

 Massa nominale del cloro = 35;

 Massa isotopica ad es. del 37Cl = 36.965903 u;

 Massa monoisotopica del cloro = 34.968853 u;

 Massa atomica relativa del cloro = 35.4528 u 

Tuttavia non esiste un atomo con questa massa. Invece il cloro è 

composto da 35Cl (34.968853 u) e 37Cl (36.965903 u) al 75.78% e 

24.22% dell'abbondanza totale o, in termini di abbondanza relativa

(o normalizzata), 100% e 31.96% rispettivamente. 

Quindi è possibile calcolare la massa atomica relativa del cloro

come segue:

Mr = (75.78 × 34.968853 u + 24.22 × 36.965903 u)/(75.78 + 24.22) 

= 35.4528 u.

oppure

Mr = (100 × 34.968853 u + 31.96 × 36.965903 u)/(100 + 31.96) = 

35.4528 u.

N.B.: l'unità di massa atomica [u] è definita come 1/12 della massa

di un atomo dell'isotopo 12C a cui viene assegnata una massa di

esattamente 12 u, con 1 u = 1.660538× 10-27 kg.



LE DIVERSE DEFINIZIONI DI MASSA di UNA MOLECOLA
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 Massa molecolare nominale: 

la massa nominale di una molecola è uguale alla

somma delle masse nominali degli elementi che la

costituiscono.

Esempio 1:

Massa nominale CO2 = 12 u + 16 u × 2 = 44 u

Esempio 2:

Massa nominale SnCl2 = 120 u + 35 u × 2 = 190 u

N.B:: In questo caso mentre l'isotopo 35Cl è sia l'isotopo più

abbondante per il cloro che quello a massa minore, per lo

stagno l'isotopo più abbondante è 120Sn (e l'isotopo a

massa minore è 112Sn).

 Massa molecolare monoisotopica: 

è calcolata come somma di tutte le masse atomiche

monoisotopiche degli elementi che sono presenti

nella sua formula empirica.

Esempio:

Massa molecolare monoisotopica CO2 = 12.000000 u + 

15.994915 u × 2 = 43.989830 u

 Massa molecolare relativa: 

è calcolata come somma di tutte le masse atomiche

relative degli elementi che sono presenti nella sua

formula empirica. E' la massa comunemente

utilizzata nei calcoli stechiometrici.

Esempio:

Massa molecolare relativa CO2 = 12.0108 u + 15.9994 u ×

2 = 44.0096 u

J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer



LE DIVERSE DEFINIZIONI DI MASSA di UNO IONE
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 Massa nominale, Massa isotopica, Massa monoisotopica, Massa relativa

= alle definizioni per le molecole

 Massa esatta:

 per gli ioni POSITIVI che si formano per rimozione di uno o più elettroni da una

molecola è uguale a:

Massa Molecolare Monoisotopica – ne × me

dove ne = numero degli elettroni sottratti e me = massa dell'elettrone (0.000548 u)

 per gli ioni NEGATIVI che si formano per acquisizione di uno o più elettroni da parte 

di una molecola è uguale a:

Massa Molecolare Monoisotopica + ne × me

dove ne = numero degli elettroni sottratti e me = massa dell'elettrone (0.000548 u)

Esempio:

Massa esatta CO2
+• (catione radicale) = 12.000000 u + 15.994915 u × 2 – 0.000548 u = 43.989282 u

segue →

J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer
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E' necessario considerare la massa dell'elettrone?

Questa considerazione è stata dibattuta a livello teorico finché non sono stati realizzati

strumenti in grado di misurare masse con accuratezza < 0.001 u.

Questi strumenti sono principalmente il FT-ICR (Analizzatore a risonanza ionica ciclotronica a

trasformata di Fourier), l'OrbiTrap (un sofisticato Analizzatore a Trappola Ionica) e l'oaTOF

(Analizzatore a tempo di volo ad accelerazione ortogonale).

In questo caso non considerando le masse degli elettroni si commettono degli errori

sistematici che portano ad ottenere delle misure errate.

Quindi, cosa misuriamo?

 Massa accurata:

è la massa di uno ione misurata sperimentalmente, quindi è l'approssimazione

sperimentale della massa esatta (che è un concetto teorico). Al progredire della tecnica in

campo strumentale si continuano ad aggiungere cifre decimali ai valori ottenuti con

strumentazione già in uso.



LA RISOLUZIONE IN SPETTROMETRIA DI MASSA

La spettrometria di massa: introduzione 17

segue →

J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer

La RISOLUZIONE è la capacità dello strumento di distinguere ioni con rapporto m/z

(massa/carica) quasi uguale (o molto prossimo).

In altre parole è la minima differenza Δm/z apprezzabile dallo strumento rispetto ad un valore

m/z:

è un numero adimensionale, viene detta anche potere risolvente.

Uno spettro di massa è un grafico in cui in

ascissa è riportato il rapporto m/z e in ordinata

l'abbondanza relativa %. Viene visualizzato

usualmente come grafico a barre, ma in realtà le

barre rappresentano dei picchi molto stretti,

tanto più stretti quanto più alta è la risoluzione

dello strumento.
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segue →

J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer

Esistono due definizioni per indicare la risoluzione di uno spettrometro di massa, una più datata ed una

più recente dovuta al progresso nella realizzazione della strumentazione.

a) R10% o risoluzione di valle al 10% (anche denotata dal solo simbolo R):

Due picchi sono da intendersi risolti se la valle che separa i due massimi di picco ha un valore

massimo del 10% rispetto all'intensità dei picchi. Questa condizione è soddisfatta se la larghezza del

picco, posto a m/z minore, all'altezza del 5% è minore o uguale alla differenza di massa dei due ioni la

cui m/z è rappresentata dai due picchi consecutivi. Il valore di 10% della definizione si ottiene poiché

ogni picco contribuisce per il 5% al valore dell'ordinata che corrisponde all'ascissa m/z di intersezione

tra i due picchi (5%+5% = 10%).

Valle
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b) RFWHM o ampiezza di picco a mezza altezza (Full Width Half Maximum):

Il potere risolvente può anche essere determinato su un picco isolato. Il potere risolvente a

mezza altezza (cioè al 50%) è uguale a:

FWHM
50%(           )

50%

50%

Per picchi di forma gaussiana la relazione tra le due definizioni di risoluzione è:

RFWHM ~ 1.8 · R10%

Analyzing Biomolecular Interactions by Mass Spectrometry, 1.Introduction to Mass Spectrometry, a Tutorial 
W. M.A. Niessen and D. Falck - WILEY
J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer

segue →



HR

LR    
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In genere si attribuisce la categoria di "bassa risoluzione" (LR – low resolution) a strumenti con

R = 500-2000 e "alta risoluzione" (HR – high resolution) a strumenti con R > 5000

Analyzing Biomolecular Interactions by Mass Spectrometry, 1.Introduction to Mass Spectrometry, a Tutorial 
W. M.A. Niessen and D. Falck - WILEY
J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer
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La spettrometria di massa inorganica consente di effettuare l'analisi elementare qualitativa e quantitativa dei campioni.

In questa tecnica non c'è necessità di rilevare ioni più grandi di 300 u (al contrario della spettrometria di massa

organica, che verrà discussa in seguito).

Invece è di grande interesse riuscire a rilevare ioni con massa < 10 u.

In questo tipo di tecnica il più diffuso dispositivo di GENERAZIONE DI IONI è il Plasma Induttivamente Accoppiato

(ICP). In successione è presente un Analizzatore (separatore di ioni in base a m/z) e un Detector. I diversi tipi di

Analizzatori (es. filtri quadrupolari) e Detector sono comuni con la spettrometria di massa organica e verranno discussi

in seguito.

La spettrometria di massa inorganica

segue →
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segue →

Caratteristiche tecniche

• tecniche distruttive (1500-8000 °C);

• si determinano elementi;

• si analizzano liquidi, solidi se 
disciolti;

• analisi totale del campione;

• risultati espressi in concentrazione;

• ottima sensibilità (ng/l)

Spettrometro di 
massa e rivelatore

Introduzione del campione

Torcia ICP

Interfaccia
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segue →

Confronto tra tecniche

Differenza di sensibilità per le 

diverse tecniche:

- mg/l per FAAS e FAES;

- µg/l per GFAAS e ICP-AES;

- ng/l per ICP-MS
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Limiti di rilevabilità
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La spettrometria di massa organica consente di identificare e quantificare specie molecolari. Come già anticipato, le

molecole vengono ionizzate, quindi con questa tecnica vengono identificati e quantificati i diversi ioni formatisi in base

al loro rapporto m/z.

Supponiamo che una molecola venga ionizzata con l'ausilio di un fascio di elettroni:

La spettrometria di massa organica

segue →

La ionizzazione porta alla formazione di un catione radicale M•+ che possiede un certo rapporto m/z, quindi può

essere rivelato dal detector. M•+ è detto anche "ione molecolare". Questo ione, a seconda del tipo di ionizzatore

utilizzato, può essere ulteriormente frammentato in così detti "ioni figli". In particolare, essendo M•+ un radicale

catione a numero dispari di elettroni, la sua frammentazione può portare alla formazione di un catione+un radicale

oppure di un catione radicale+molecola neutra:

Solo gli ioni

vengono rilevati

dal detector!!!

ione 

pari

ione 

dispari
molecola 

neutra

radicale
eventuali 

frammentazioni 

successive

E. de Hoffmann, V. Stroobant – Mass Spectrometry: Principles and Applications - WILEY

ione pari (even)=i. con elettroni appaiati

ione dispari (odd)=i. con un elettrone spaiato



Sulle sorgenti di elettroni (per effetto termoionico) nei sistemi di ionizzazione ad impatto 

elettronico: K. Busch “Electron Ionization Sources: The Basics” Spectroscopy, July 2006 

21(7) 14-18

http://alfresco.ubm-us.net/alfresco_images/pharma/2014/08/22/32e51bed-d0db-4d35-a3ef-

1a1ab0ff1770/article-358696.pdf

“The sensitivity of a mass spectrometer (the source combined with the remainder of the 

instrument, but sometimes also the source itself) is defined strictly in units of C/g, where C 

represents the charge in coulombs carried by ions that can be created from 1 g of sample 

introduced to the source. The sensitivity of any MS measurement is predicated first upon 

instrument sensitivity (including factors such as source performance, mass analyzer

transmission, and ion detection efficiency), but also expands to include sample 

preparation, signal-to-noise discrimination, and matrix effects in real samples. The central 

position of source performance in this scheme should be clear”

----

Sulla formazione di cationi a seguito dell’impatto elettronico:

JH Gross «Mass Spectrometry: a textbook» 2 nd edition

https://is.muni.cz/el/1431/podzim2015/F7100/um/um/52107671/gross_mass-

spectrometry_second-edition.pdf

2.1.1 Formation of Ions

2.1.2 Processes Accompanying Electron Ionization

2.1.3 Ions Generated by Penning Ionization

SULLA IONIZZAZIONE…

http://alfresco.ubm-us.net/alfresco_images/pharma/2014/08/22/32e51bed-d0db-4d35-a3ef-1a1ab0ff1770/article-358696.pdf
https://is.muni.cz/el/1431/podzim2015/F7100/um/um/52107671/gross_mass-spectrometry_second-edition.pdf


"Teoria del quasi equilibrio QET
• la chimica in uno spettrometro di massa è chimica degli ioni isolati in fase 

gassosa

• Gli ioni isolati non sono in equilibrio termico con l'ambiente circostante. Invece, 
per uno ione essere isolato nella fase gassosa significa che può solo ridistribuire 
energia internamente e che può solo subire reazioni unimolecolari come 
isomerizzazione o dissociazione. Questo è il motivo per cui la teoria delle 
reazioni unimolecolari gioca un ruolo importante nella spettrometria di massa.

• La costante di velocità, k, di una reazione unimolecolare è fondamentalmente 
una funzione dell’ energia in eccesso, Eex, dei reagenti nello stato di transizione 
e quindi la k(E) è fortemente influenzata dalla distribuzione di energia interna 
degli ioni oggetto di studio "

27



"Se l'elettrone, in termini di trasferimento di energia, collide molto 
efficacemente con la specie neutra, la quantità di energia trasferita può 
influenzare la ionizzazione mediante l'espulsione di un elettrone dalla specie 
neutra, rendendola così un ione radicale positivo:

• EI crea prevalentemente ioni caricati singolarmente a partire dal 
precursore neutro. La specie neutra, nella maggior parte dei casi era una 
molecola caratterizzata da un numero pari di elettroni, cioè una 
molecola con elettroni pari (a guscio chiuso). Lo ione molecolare formato 
deve quindi essere un ione radicale o uno ione con elettroni dispari (a 
guscio aperto). Ad esempio per il metano otteniamo:

Nel raro caso in cui la specie neutra fosse un radicale, lo ione creato dalla 
ionizzazione elettronica avrebbe numero di elettroni pari, come ad es. il 
monossido di azoto:

A seconda dell'analita e dell'energia degli elettroni primari si possono 
osservare anche ioni con carica duplice e persino tripli. In generale, questi 
sono poco abbondanti. ”

28



“Ioni generati da ionizzazione Penning

Le interazioni non ionizzanti specie neutra-elettrone creano specie neutre 
elettronicamente eccitate.

Le reazioni di ionizzazione che si verificano quando specie neutre eccitate 
elettronicamente, per esempio atomi di gas nobili A *, collidono con specie nello 
stato fondamentale, ad esempio una molecola M, possono essere divise in due 
classi.

1) Ionizzazione di Penning, 

2) Ionizzazione associative – aka  processo Hornbeck-Molnar.»

29

Un altro modo di ionizzare una molecola è generare collisioni con molecole gassose in stati 
energetici eccitati.



"La ionizzazione della specie neutra può avvenire solo quando l'energia trasferita 
dalla collisione tra elettrone e specie neutra è uguale o maggiore dell'energia di 
ionizzazione (IE) della specie neutra corrispondente.

Definizione: L'energia di ionizzazione (IE) è definita come la quantità minima di 
energia che deve essere assorbita da un atomo o da una molecola nei suoi stati 
fondamentali elettronici e vibrazionali per formare - tramite espulsione di un 
elettrone - uno ione che è anche nei suoi stati fondamentali.

Energia di ionizzazione e Localizzazione di carica
La rimozione di un elettrone da una molecola può formalmente essere 
considerata come avvenuta da un legame s, da un legame p o una coppia di 
elettroni solitari, con il legame s che è la posizione meno favorevole e la coppia 
di elettroni soliti è la posizione più favorevole per la localizzazione della carica 
all'interno della molecola. I gas nobili esistono come atomi con gusci di elettroni 
chiusi. 

Nota: le energie di ionizzazione della maggior parte delle molecole sono 
nell'intervallo 7-15 eV.» Vedi tabella nella diapositiva successiva.

30
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Dato che molti elementi che si ritrovano in natura possono essere di- o poli-isotopici, se ne deduce che negli spettri di

massa (diagrammi delle intensità rilevate per i rapporti m/z generati dalla ionizzazione) di molecole che contengono

questi tipi di atomi si troverà riscontro delle abbondanze isotopiche:

segue →

M•+ contiene 2 atomi di 35Cl e 1 di 12C

M•++1 contiene 2 atomi di 35Cl e 1 di 13C

M•++2 contiene 1 atomo di 35Cl , 1 di 37Cl e 1 di 12C

M•++4 contiene 2 atomi di 37Cl e 1 di 12C

ioni figli

M•+

M•++1

M•++4

M•++2

Es. spettro di massa (con ionizzazione a impatto elettronico) del CH2Cl2, massa nominale = 84 u

Fonte: http://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/direct_frame_top.cgi (free!!!)

Altre combinazioni con il 13C hanno abbondanza troppo bassa

per essere rilevate (considerando che il 13C ha 1.08% di

abbondanza relativa, rispetto al 100% del 12C).
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segue →

Es. spettro di massa (con ionizzazione a impatto elettronico) del trimetilstagno cloruro (CH3)3SnCl, 

massa nominale = 200 u Fonte: http://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/direct_frame_top.cgi (free!!!)

Lo stagno ha 10 isotopi 

stabili conosciuti in natura!

ioni figli ioni molecolari
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Per un singolo composto => possibile alta complessità dello spettro di massa 

(anche se si considerano solo i possibili ioni molecolari senza le frammentazioni!)

E per miscele di composti????

Database di 
spettri di massa

Software
per l'interpretazione P.S.: c'è un'altra possibilità → separare le

miscele prima dell'introduzione nello
spettrometro di massa
...to be continued... !!!
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segue →

La formazione di ioni di campione in fase gassosa è un pre-requisito essenziale per i processi di separazione e

di rivelazione tipici in uno spettrometro di massa.

Originariamente gli spettrometri di massa richiedevano il campione in fase gassosa, ma grazie agli sviluppi più

recenti, l’applicabilità della spettrometria di massa è stata estesa fino a includere anche campioni in fase liquida o

inglobati in una matrice solida.

Il campione, che può essere solido, liquido o gassoso, viene introdotto in una camera da vuoto mediante un

opportuno sistema di introduzione.

In dipendenza del tipo di sistema di introduzione e della tecnica di ionizzazione utilizzata, il campione può già

esistere in forma ionica in soluzione, oppure esso può essere ionizzato di concerto con la sua

volatilizzazione o mediante altri metodi nella sorgente ionica.

Generatori di ioni (o sistemi di ionizzazione)
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I sistemi di ionizzazione possono essere classificati principalmente in due modi:

- a seconda dello stato in cui deve essere il campione quando viene introdotto nello strumento (gas,

sciolto in un solvente, immerso in una matrice);

- a seconda della quantità di energia di ionizzazione che viene fornita al campione (molta → "hard

ionization", poca→ "soft ionization")

segue →

FAB (Fast Atom Bombardament)

MALDI (Matrix Assisted Laser  
Desorption/Ionization)

Campione gassoso

Campione sciolto 
in un solvente

Campione immerso 
in matrice solida

Campione immerso in 
matrice liquida viscosa

Impatto elettronico (EI)

Ionizzazione Chimica (CI)

Electrospray (ESI)

CI a pressione atmosferica (APCI) 

Ionizzazione hard

Ionizzazione soft

(a diversa gradazione, es. FAB 

è più hard di ESI e MALDI)
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Un fascio di elettroni viene fatto passare attraverso il campione (allo stato gassoso). Gli elettroni collidono con le

molecole neutre di analita producendo gli ioni molecolari M•+ (cationi radicale) che vengono ulteriormente

frammentati in ioni figli. Generalmente vengono utilizzati elettroni con energia di 70 eV.

Questo metodo produce spettri di massa molto riproducibili (a parità di energia fornita dagli elettroni) che

forniscono informazioni strutturali sulla molecola (tramite le frammentazioni), poiché lo schema (pattern) delle

frammentazioni è caratteristico per ogni specie molecolare.

Questo metodo consente di creare dei database di spettri di massa di sostanze che sono utilizzabili per il

riconoscimento delle stesse utilizzando un qualsiasi strumento con il medesimo assetto strumentale e a parità di

energia degli elettroni utilizzati.

Ionizzazione elettronica (EI)

E. de Hoffmann, V. Stroobant – Mass Spectrometry: Principles and Applications - WILEY

La sorgente consiste in un filamento riscaldato che emette 

elettroni.

Gli elettroni vengono accelerati verso un anodo e collidono con 

le molecole di campione (allo stato gassoso) che sono state 

iniettate nella camera di ionizzazione. 

Camera di 

ionizzazione
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Gli analiti sono ionizzati da reazioni ione-molecola in fase gassosa.

Per ottenere ciò un gas reagente (di solito metano, iso-butano, ammoniaca o acqua) è inserito nella sorgente di

ioni a pressione relativamente alta (1-250 Pa) e gli ioni gassosi reagenti sono prodotti per impatto elettronico.

Le molecole di analita sono ionizzate indirettamente attraverso una serie di reazioni con il gas reagente, attraverso il

quale solo un piccolo quantitativo di energia è trasferito alle molecole tramite collisioni.

Questa ionizzazione soft genera una minore frammentazione e quindi un maggior quantitativo di ione molecolare

rispetto all’EI, ma anche una minor informazione strutturale.

La dipendenza degli spettri CI dalle condizioni sperimentali (es. pressione della sorgente ionica) rende difficile

comparare spettri tratti da strumenti diversi o con database.

Ionizzazione chimica (CI)

https://www.princeton.edu/chemistry/macmillan/group-meetings/SL-mass%20spect.pdf

E. de Hoffmann, V. Stroobant – Mass Spectrometry: Principles and Applications - WILEY

CI

EI

β-lattame

EI e CI sono tecniche che danno informazioni complementari
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Si basa sulla nebulizzazione di un liquido e la successiva generazione di ioni dalle goccioline. La nebulizzazione

avviene a pressione atmosferica.

Lo spray viene prodotto applicando un forte campo elettrico, a pressione ambiente, a un liquido che passa

attraverso un tubo capillare con un debole flusso (circa 1-10 μl min-1).

Il campo elettrico si ottiene applicando una differenza di potenziale tra il capillare e il contro-elettrodo.

Il campo elettrico induce un accumulo di carica alla superficie del liquido che si trova alla punta del capillare, che

consente la separazione del liquido in gocce multi-carica.

ElectroSpray Ionization (ESI)

E. de Hoffmann, V. Stroobant – Mass Spectrometry: Principles and Applications - WILEY

Diagramma della sorgente electrospray, che usa dei

restringimenti (skimmer) per la focalizzazione degli ioni e un

flusso laminare di azoto riscaldato per la desolvatazione.

Le gocce passano attraverso un flusso laminare di azoto

riscaldato per la rimozione delle molecole di solvente.

La formazione delle gocce inizia ad un determinato voltaggio, in

dipendenza della tensione superficiale del solvente.

J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer

segue →
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La teoria della formazione degli ioni dallo spray, che coinvolge diversi principi fisici, è ancora dibattuta al

giorno d'oggi. Comunque si ritiene un fatto consolidato che la formazione degli ioni avvenga attraverso i seguenti

passaggi:

i) generazione di un spray caricato elettricamente;

ii) drastica riduzione della grandezza delle gocce per desolvatazione;

iii) liberazione degli ioni dalla superficie delle gocce.

E. de Hoffmann, V. Stroobant – Mass Spectrometry: Principles and Applications - WILEY

J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer

1)Una goccia staccatasi dalla punta del capillare, cioè dal così detto

"cono di Taylor", che si forma a causa della presenza del campo elettrico, è

detta di "prima generazione" e ha un diametro di circa 1.5 μm e porta

circa 50'000 cariche.

2)A causa della presenza del campo elettrico le cariche all'interno della

goccia si spostano deformando la goccia stessa, fino a formare un cono di

Taylor sulla goccia, da cui si staccano delle "gocce figlie" di circa 0.1 μm

di diametro e che portano circa 300-400 cariche, con un fattore

moltiplicativo di densità di carica di circa 7.

Cono di Taylor

3) Da qui avviene un processo a cascata di formazione di "gocce figlie" sempre più piccole (e contenenti sempre

meno solvente), quindi con sempre maggiore densità di carica finché il campo elettrico alla superficie delle gocce

risulta abbastanza elevato da consentire l'espulsione degli ioni molecolari desolvatati dalla superficie delle gocce.

Il tempo che intercorre tra la formazione della prima goccia dal capillare e l'espulsione degli ioni è di meno di un

millisecondo!!!

Cono di Taylor

Punta del capillare

segue →
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ESI viene utilizzata per identificare e misurare la massa di specie molecolari che possiedono siti ionizzabili

(positivi o negativi). I cationi e gli anioni che vengono acquisiti dalla molecola sono presenti nel solvente in

cui è sciolto il campione.

ESI è in grado di desolvatare ioni molecolari carichi positivamente o negativamente (a seconda della modalità in cui

si opera).

Di solito gli ioni prodotti da molecole molto grandi (es. proteine) sono multi-carica poiché esse possiedono molti siti

ionizzabili, mentre quelli di molecole relativamente piccole sono monocarica.

E. de Hoffmann, V. Stroobant – Mass Spectrometry: Principles and Applications - WILEY

J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer

1 Thomson =

Positive ESI

Negative ESI

anti-HIV drug
(in EtOH)

m/z

m/z

[M + 12H]+12
[M + 13H]+13
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Si basa su principi analoghi a CI (ionizzazone chimica), tuttavia il campione viene iniettato tramite una soluzione e non

allo stato gassoso. I dispositivi per EI, se progettati appropriatamente, possono operare anche in modalità CI. Allo

stesso modo dispositivi ESI possono operare anche in modalità APCI.

La differenza principale è che ESI ha bisogno di flussi molto bassi di soluzione (circa 1-10 μl min-1), mentre APCI di

flussi molto più elevati (circa 200-1000 μl min-1).

Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI)

E. de Hoffmann, V. Stroobant – Mass Spectrometry: Principles and Applications - WILEY

Diagramma della sorgente APCI. Il flusso di liquido viene spruzzato

pneumaticamente in un vaporizzatore riscaldato, dove la ionizzazione

viene iniziata per effetto corona a pressione atmosferica.

J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer

In APCI il processo di desolvatazione avviene per

riscaldamento (500 °C), tuttavia il passaggio nella

"cartuccia riscaldata" è veloce, quindi le molecole non

riescono a raggiungere l'equilibrio termico, pertanto anche

molecole termicamente labili possono essere analizzate

con questa tecnica.

APCI è utile perché, al contrario di ESI, è in grado di

generare attivamente ioni da molecole neutre.

Tipicamente la scarica elettrica per effetto corona

genera ioni N2
•+ o O2

•+. Questi reagiscono con il

solvente allo stato gassoso, il quale forma ioni di gas

reagente che ionizzano gli analiti presenti.
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L'analita viene immerso in una matrice liquida a bassa volatilità (tipicamente glicerolo) e viene bombardato da

un fascio accelerato di molecole neutre. Le molecole neutre che vengono accelerate sono di solito di un gas inerte

(Ar o Xe).

Fast Atom Bombardament (FAB)

E. de Hoffmann, V. Stroobant – Mass Spectrometry: Principles and Applications - WILEY

J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer

NBA = 3-nitrobenzilalcol

L'impatto del fascio con la superficie provoca una ondata di

collisioni a cascata che provocano l'espulsione delle

molecole dalla superficie e la fomazione di ioni.

Questo tipo di tecnica produce ioni molecolari e pochi

frammenti strutturalmente significativi. Viene utilizzata molto

per analisi di composti organometallici e composti ionici.
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Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization (MALDI)

E. de Hoffmann, V. Stroobant – Mass Spectrometry: Principles and Applications - WILEY

J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer

Questo metodo di ionizzazione deriva dalla ricerca di una tecnica per ionizzare composti non volatili e

termicamente labili quali proteine, oligonucleotidi, polimeri sintetici e composti inorganici ad alta massa.

MALDI opera in due stadi:

(i) il campione da analizzare viene sciolto in un solvente che contiene anche piccole molecole organiche,

che formeranno la matrice.

• Queste molecole devono avere un forte assorbimento alla lunghezza d'onda del laser utilizzato

(tipicamente nell'UV). Il solvente viene rimosso dalla miscela, il risultato è l'ottenimento di una "soluzione

solida" (cristalli) contenenti il campione immerso nella matrice.

• I cristalli sono tali che gli analiti sono immersi in tutta la matrice e la "diluizione" è tale che le molecole di analita

sono isolate l'una dall'altra.

(ii) attraverso intensi impulsi laser di breve durata si opera l'ablazione (cioè la rimozione superficiale) del cristallo.

Questo stadio avviene nel vuoto.

• L'irradiazione laser induce un rapido riscaldamento dei cristalli a

causa dell'accumulo di una grande quantità di energia attraverso

l'eccitazione delle molecole della matrice.

• Questo rapido riscaldamento causa la sublimazione localizzata della

matrice che si espande nella fase gassosa con la conseguente

diffusione degli analiti in essa contenuti.

• Gli analiti vengono successivamente ionizzati con meccanismi ancora

non del tutto noti.
segue →
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Per operare il MALDI con successo è necessario scegliere accuratamente l'accoppiata matrice-lunghezza del laser, in

base al campione da analizzare.

E. de Hoffmann, V. Stroobant – Mass Spectrometry: Principles and Applications - WILEY
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Riassumendo....

E. de Hoffmann, V. Stroobant – Mass Spectrometry: Principles and Applications - WILEY

J.H. Gross – Mass spectrometry: a textbook - Springer

I

(    )

Elementi o 
Isotopi

Ionizzazione 
hard

Grandi 
molecole

intatte

Ionizzazione 
soft

Piccole molecole intatte

ICP 
(Inductively Coupled

Plasma)

EI
(Electron Ionization)

CI
(Chemical Ionization)

APCI
(Atmospheric Pressure Chemical Ionization)

FAB
(Fast Atom Bombardament)

MALDI
(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization)

ESI
(ElectroSpray Ionization) segue →


