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1. INTRODUCAO

Desde seu primeiro uso na andlise orginica, a espectrome-
tria de massas tem se baseado amplamente na ionizagdo por
impacto de elétrons (IE) para obter jons de moléculas neutras
vaporizadas. Em 1965, Munson e Field descobriram que fons,
além de elétrons, podiam ser utilizados como agentes de io-
nizagdo e chamaram a técnica de ionizagdo quimica (IQ). Tan-
to IE quanto IQ requerem que o processo de ionizagdo ocorra
com as moléculas a analisar na fase gasosa. A vaporizagio
dos compostos é um pré-requisito. Para substincias néo vola-
teis ou termoldbeis, o aquecimento para a vaporizagao leva
normalmente a degradag@o. Varias estratégias alternativas fo-
ram desenvolvidas para tornar possivel a andlise desses com-
postos. Uma técnica que passou a ser utilizada foi a de des-
sorgdo de {ons diretamente de fase condensada (liquida ou s6-
lida). O termo geral utilizado é de ionizagdo por dessorgao
(ID). Na sua esséncia, na-ionizagao por dessor¢do, energia sob
vérias formas é transferida para a amostra, levando moléculas
ou ions preexistentes da fase condensada para a gasosa.

Os varios tipos de métodos baseados na ionizagéo por des-
sorgéo, diferem entre si na velocidade de transferéncia de
energia, volume de amostra analisada e uso de campos elétri-
cos para auxiliarem a dessor¢do. Entretanto, essas técnicas
apresentan desempenho semelhante e por isso geram espectros
semelhantes.

O precursor dessa familia de métodos de ionizagdo foi a
dessor¢dao por campo (DC), desenvolvido por Beckey em
1965.

Este foi seguido pela dessorgao por plasma, desenvolvido
por Macfarlane e colaboradores em 1974, no qual sdo empre-
gados fragmentos decorrentes da fissdo do elemento califérnio
(P2Cf — 142Ba*18 4+ 106T¢*22 ) para jonizar compostos ter-
molébeis.

Algumas respostas as limitagdes das duas técnicas acima
citadas (dificuldades experimentais; originam espectro tran-
siente; nao atingiram o nivel de operago rotineira e pouca
disponibilidade de equipamentos), foram obtidas com o desen-
volvimento da espectrometria de massas de ijons secundérios
EMIS - por Benninghoven em 1977 ("SIMS - Secondary Ion
Mass Spectrometry”). Estes ions s3o gerados pelo impacto,
sobre a amostra a analisar, de um feixe de ions primdrios,
p.ex. Cs*, ou um feixe de dtomos répidos, p.ex. Ar. Por essa
técnica, amostras no estado sélido ou misturadas com uma
matriz sdlida, sdo bombardeadas por ions energizados.

Seguiram-se a essas, as técnicas de dessorgdo por laser
(1978) e dessorgao térmica (1979).
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Tendo como base todas essas técnicas, Barber e colabora-
dores? desenvolveram a espectrometria de massas com bom-
bardeamento por dtomos rapidos ("FAB-Fast Atom Bombard-
ment”) e a tornaram comercialmente util. As amostras, nor-
malmente em solugdo (glicerol), sio bombardeadas por dto-
mos em alta velocidade (energia 2-8 keV). Essa técnica j4 ti-
nha sido utilizada por Oliphant em 19293, o primeiro a estu-
dar o bombardeamento de uma superficie metdlica (molibdé-
nio) por um fluxo neutro, assim como por Devienne e cola-
boradores (1966) estudando a projegdo de metais por fluxo
molecular, quando descobriram que o bombardeamento de
uma amostra solida por particulas neutras energizadas, gerava
sinais de ions secundérios. Entretanto, o fendmeno de proje-
¢do ja havia sido reportado em 1852 por Grove*.

Dentre essas técnicas, a de bombardeamento por 4tomos
répidos (BAR), tem se mostrado a de maior utilidade e se de-
senvolvido grandemente nos ultimos anos, sendo que sua ab-
sor¢io no Brasil também ja se inicia.

Essa técnica possibilita a andlise de muitos compostos an-
tes impossiveis ou dificeis de serem investigados por espec-
trometria de massas: oligossacarideos, peptideos, antibiéticos,
sais orgdnicos e inorganicos, compostos organometdlicos, vi-
taminas, glicolipidios, dentre outros.

II . MECANISMO E INSTRUMENTACAO

O fenémeno de proje¢do de moléculas pode ser descrito de
um modo simples: se um sélido é bombardeado por particulas
com alta velocidade (por exemplo, fons de gds raro de apro-
ximadamente 8 keV de energia) algumas moleculas serdo
transferidas para a fase gasosa®, Essa dessorgio deve ocorrer
a monocamada supetficial®, como resultado da transferéncia
de momento da particula em movimento ao colidir com a
amostra alvo. Algumas das moléculas projetadas estardo na
forma de fons carregados (positivos ou negativos), e serdo
analisados espectrometricamente.

A fonte de dtomos rédpidos consiste em uma fonte de fons
de descarga de um catodo frio e uma cimara de colisdo. A
fonte de fons de descarga produz um feixe de ions de gds raro
de energia controlada na faixa de 2-10 keV. Este feixe de ions
¢é focalizado para a camara de colisdo contendo o gis raro
neutro em alta pressio, 10-3 - 104 Torr. Nessa camara ocorre
a troca de carga ressonante, com pouca ou nenhuma perda de
momento, que resulta num feixe de atomos do gds raro neu-
tros e ionizados, estes ultimos escapando sem sofrer troca de
carga e ambos os componentes apresentando a mesma energia
cinética do feixe de jons original (Eq. 1).
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Aot +Ap —E=0 Ao + Ap Eq. 1
ions rdpidos 4tomos rapidos
EC=V EC -V

EC = Energia Cinéticat

O componente i6nico (Eq. 1) é retirado do feixe por um
conjunto de defletores eletroststicos! (Figura 1A e 1B).
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Figura 1: A- Diagrama de uma fonte de ions do espectrémetro de
massas com bombardeamento por dtomos rdpidos. O feixe de ions se-
cunddrios gera o espectro de massas (Reimpresso com permissdo da
referéncia 6. Copyright 1982 AAAS).

B- Detalhe da produgdo de ions a partir do bombardeamento por dto-
mos rdpidos da solugdo de amostra. (a) canhdo de dtomos; (b) feixe
de dtomos; (c) suporte metdlico de amostra; (d) extremidade da son-
da; (e) amostra em solvente de baixa volatilidade; (f) feixe de ions;
(g) placa de extragdo de ions; (h) sistema de lentes levando ao ana-
lisador de massas (Reimpresso com permissdo da referéncia 4. Copy-
right 1982 American Chemical Society).

A amostra, em solugdo, pode ser introduzida no sistema,
depositando-a sobre um suporte metélico para ser fixado na
haste de uma sonda de inser¢do de amostra sélida. A sonda
é, entdo, introduzida na camara de ionizagéo do espectrémetro
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até interceptar o feixe de atomos répidos. Em seguida os fons
da amostra produzidos pelo processo de proje¢@o sdo acelera-
dos e analisados.

O analisador e o detector usados no espectrémetro de mas-
sas nio sdo criticos. Instrumentos de focalizagdo magnética
simples ou dupla, bem como os analisadores triplos, tem sido
usados, assim como os especirémetros de massas quadrupola-
resS.

III. MATRIZ

Matriz, por definigdo, se refere aos efeitos combinados de
todos os constituintes de uma amostra. Entre os usudrios da
espectrometria de massas com bombardeamento por dtomos
réapidos, o termo é empregado para se referir aos solventes
usados para dissolver as amostras’.

Nos primeiros experimentos utilizando o fenémeno de des-
sor¢do, as amostras em solugio eram simplesmente deposita-
das no suporte e o solvente evaporado antes da anilise. Esse
método resulta em espectros de massas de natureza transiente.
Com o uso de liquidos viscosos de baixa pressdo de vapor
como solvente, passou-se a obter espectros durante horas, des-
de que houvesse quantidade suficiente da matriz, a qual sus-
tenta a condigdo fluida da amostra*.

O objetivo da preparagao da amostra € apresentar a mesma
ao feixe de dtomos com uma concentragéo superficial sempre
elevada. Para se obter uma sensibilidade mdxima, a amostra
deve formar uma monocamada perfeita na superficie da ma-
triz.

Como a monocamada do material é completamente proje-
tada em segundos, é essencial que a superficie da amostra seja
continuamente regenerada durante uma anélise prolongada.
Essa regeneragdo ocorre automaticamente pela difusio das
moléculas do seio da matriz para a superficie da solugéo. Por
isto, faz-se necessdrio que a amostra apresente alguma solu-
bilidade no solvente.

Uma combinagio eficiente substrato-matriz produz um es-
pectro de massas no qual os ions do substrato sdo abundantes.
Para isso, no minimo duas condigdes empiricas devem ser en-
contradas: o substrato deve ser soliuvel na matriz e os ions
produzidos do substrato devem ser estdveis (termodinimica e
cineticamente) com respeito is moléculas da matriz’.

O glicerol aparece como o solvente mais usado, mas nao
é o mais apropriado para todos os compostos, apresentando
algumas desvantagens, tais como: ser relativamente reativo,
podendo formar acetal ciclico na andlise de aldeidos®; alguns
casos de reagdo de hidrogenagédo ja foram observados; obser-
va-se a total destruigio da amostra em minutos?; os espectros
de algumas amostras sio parcial ou totalmente suprimidos
pelo espectro do glicerol.

Quando o uso do glicerol se torna inadequado, pode-se uti-
lizar outras matrizes, como: tioglicerol, polietilenoglicdis (te-
tragol = tetraetilenoglicol) e seus éteres dimetilicos, dietano-
lamina, diamilfenol, éteres de coroa, uréias substituidasS,
octil-o-nitrofenil éter ( NPOE ), 4&lcool m-nitrobenzilico
(3-NOBA)?, dodecanol!®, tetraetilenopentamina, 2-hidroxi-
etildissulfeto (SCH2CH,0H); 1.

IV. PESO MOLECULAR E FRAGMENTACOES

Os espectros de massas obtidos por esse método sio carac-
terizados pela alta sensibilidade obtida para o ion pseudo-mo-
lecular, permitindo a observagao do ion (M + H)* no espectro
de ions positivos e (M - H)" no caso negativol. Entretanto,
nos espectros de massas de algumas substancias se observa o
ion correspondente ao peso molecular e ndo o fon pseudo-mo-
lecular. Uma quantidade significativa de informagéo estrutural
também pode ser obtida, como nos casos dos aminodcidos,
onde se observa um pico intenso devido a perda do fragmento
CO2H (M - COzH)*, assim como a perda de NH3 2; o espec-
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tro de um peptideo, contém informagbes necessdrias para se
sugerir sua sequéncia de aminodcidos, através de picos cor-
respondentes a ions derivados de algumas fragmentagbes de
ligagGes peptidicas.

Sais de metais alcalinos formam espécies estdveis, em alta
abundéncia, pela adi¢do ou perda do cétion do metal pesado.
Espécies cationizadas podem também ser formadas de mistu-
ras de moléculas orgénicas com sais presentes como impure-
zas. Essa caracteristica pode ser usada deliberadamente pela
dopagem da amostra com sais de metais alcalinos, os quais
estabilizam a espécie "molecular’, gerando um ifon intenso
(M+Na)*, como nos casos de carboidratos. O mesmo pode ser
obtido pela adigdo de 4cidos, o que favorece a formagdo do
fon (M + H)*, aumentando sua intensidade em até 20 vezes,
ou pela adigdo de uma base, que aumenta a intensidade do
fon (M - H)".

O processo de ionizagdo por dessorgdo pode ser descrito
da seguinte maneira: a energia transferida para a amostra apa-
rece como energia vibracional, particularmente intermolecular,
levando & dessor¢io de moléculas ou agrupamentos ("clus-
ters”) da fase condensada. As espécies podem ser ionizadas
ou neutralizadas ao atravessarem a regido préxima a superfi-
cie da amostra. Quando o ion deixa essa regiao, sua energia
interna determinara o grau de fragmentagdo que o ion sofrers,
o qual é dependente do método de ionizagdo e das condigdes
empregadas. Entretanto, as reagdes de fragmentagdo sio fun-
¢ao da estrutura do ion e independentes do processo de ioni-
zagio.

A descrigao fenomenoldgica do processo de ionizagdo re-
conhece trés mecanismos: i - dessorgio direta de espécies pré-
carregadas; ii - cationizagdo ou anionizagio, pela qual uma
molécula neutra é observada como um aduto (C + M)* ou
(A - M)" com o cédtion C* ou o anion A~; iii - processo de
ionizagdo por elétrons levando a formag3o dos ions radicais
M* e M™.

Na descrigéo do processo de ionizagdo por dessorg¢ao pode-
se observar duas zonas de atividade: a zona préxima a super-
ficie da amostra e a regido do védcuo. Na primeira, ligagdes
sdo geradas e quebradas e reagdes ion-molécula levam a for-
magao de adutos, como as espécies cationizadas. Na regido
de vicuo as colisdes nio ocorrem e somente ocorrem as rea-
¢Oes de fragmentagio.

O melhor guia para se predizer as fragmenta¢des na ioni-
zagao por dessorgao é o conhecimento da dissociagio unimo-
lecular que ocorre na ionizagdo quimica.

Algumas reagdes nao se assemelham a processos ocorridos
na fase gasosa e por isto devem ocorrer na superficie antes
da dessorgdo!2,

V. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
V.1. GASES UTILIZADOS

Os gases utilizados para ionizar a amostra na espectrome-
tria com massas de bombardeamento por dtomos rdpidos
(EMBAR) apresentam um papel importante ao determinar a
corrente de ions totais da amostra.

Para gases monoatomicos, a eficiéncia da ionizagdo de uma
amostra especifica é diretamente proporcional a massa da par-
ticula neutra incidente. Para os gases geralmente utilizados na
ionizago, xendnio é o mais efetivo, seguido de argénio e de-
pois ne6niol3.

V.2. CALIBRACAO

Os espectros de massas obtidos sio calibrados em relagio
a padrdes como o perfluoroquerosene, trisperfluoroheptiltria-
zina, trisperfluorononiltriazina, fomblin®, O Csl, que produz
agrupamentos (“clusters”) de ions do tipo Cs(CsI)p* e (CsI)al,
tem sido o padrao mais utilizado!3.
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Para pesos moleculares elevados, o registro oscilogrifico
tem sido o procedimento padrio, assinalando-se as massas
pela comparagdo dos picos da amostra em relagdo aos obtidos
de fosfazinos ou agrupamentos de haletos, ou contando ma-
nualmente, utilizando uma das caracteristicas dos espectros de
massas com bombardeamento por 4tomos rdpidos: a ocorrén-
cia de pequenos picos a quase todas as massas em um tipo
de espectro de fundo de baixa intensidade. Existem também
picos mais intensos derivados do glicerol e seus oligdmeros
adicionados ou nfo de cdtions.

VI . APLICACOES
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Figura 2: Espectro de massas da L-Histidina (A) e da L-Arginina (B)
obtidos por EMBAR (Reimpresso com permissdo da referéncia 2. Co-
pyright 11981 Royal Society of Chemistry).
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Figura 3: Espectro de massas de ions positivos por EMbAR do oligopeptideo encefalin-leucina (Reimpresso com permissdo da referéncia 14.

Copyright 1981 Macmillan Magazines Ltd.).

As aplicagbes da espectrometria de massas com bombar-
deamento por dtomos rdpidos ampliaram-se significativamente
nos ultimos anos. O seqiienciamento de polimeros biolégicos
(peptideos, proteinas) aparece como uma das dreas de maior
utilizagdo. Crescimento rdpido também tem sido observado na
andlise de compostos organometdlicos e os de coordenagéo.
Oligossacarideos, aminodcidos, lipidios, sulfatos esteroidais,
pesticidas, dentre outros, tém sido amplamente analisados por
essa técnica (Figuras 2 e 3).

Outras operagdes realizadas em espectrémetros de massas
modernos também podem ser executadas utilizando-se a EM-
BAR. O estudo de ions metaestdveis, pelo qual se pode ra-
cionalizar o mecanismo e definir caminhos de fragmentagéo
de ions, pode ser realizado, assim como os experimentos com
dissociagdo ativada por colisdo ("CAD - Collisionally Activa-
ted Dissociation”) para aumentar as fragmentagbes®. Tem-se
também a possibilidade de acoplamento da cromatografia li-
quida de alta eficiéncia com a EMBAR (CLAE-EMBAR) ou
mesmo a gasosa (CG-EMBAR).

VI.1. ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM
BOMBARDEAMENTO POR ATOMOS RAPIDOS
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
(EMBAR/EM)

A andlise de biomoléculas pela EMBAR pode se tornar di-
ficil algumas vezes, devido a certas desvantagens da técpica:
i- poucas fragmentagbes sio observadas; ii- 0 uso de uma ma-
triz pode ocultar picos correspondentes a ions da amostra ana-
lisada (pode ser superada pela obtengéo de espectro com outra
matriz); iii- quando se analisa uma mistura, freqlientemente
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torna-se dificil obter a relag@o fons pais/fons filhos, a qual €
importante para uma determinagéio estrutural!s,

A EMBAR/EM oferece um meio de se contornar estes pro-
blemas. Algumas vantagens desta técnica sdo: i- obtém-se no-
vas informagdes estruturais derivadas dos processos de frag-
mentagdo, freqilentemente insuficientes no espectro de EM-
BAR; ii- permite o estudo de misturas??; iii- fornece novas
informagdes de reagdes de fragmentagio seqiienciais atenua-
das na EMBARIS.

De uma maneira simplista, na espectrometria de massas
acoplada & espectrometria de massas (EM-EM) se tem um ou
mais analisadores de massas acoplados em série. Com esta
técnica um composto presente em uma mistura complexa pode
ser separado através de seu fon pai no primeiro analisador de
massas (EM-I) seguido de fragmentagéo deste fon por coliséo
com um gds (argdnio, hélio, nitrogénio) em uma cémara de
colisdo, sendo que os fragmentos resultantes, fons filhos, sio
separados pelo segundo analisador de massas (EM-II)!7.

Uma andlise por EM-EM requer pouco pré-tratamento ou
preparagdo da amostra. Essa técnica fornece um nivel de sen-
sibilidade ainda nd@o obtida por outros instrumentos!$,

A possibilidade para identificar estruturalmente compostos
selecionados presentes em misturas complexas, é uma das
maiores contribui¢des da EM-EM!6,

VI.1.1 DETERMINACAO ESTRUTURAL
DE ACIDOS GRAXOS POR EMBAR/EM

A anilise dos 4cidos graxos pelos métodos cldssicos de io-

nizagao (IE, IQ) nio tem se mostrado eficiente, ds vezes ndo
apresentando o peso molecular dos compostos analisados (IE)

265



. 8
_; ’\/\/\/\/\/\/\/‘\/\coo'
« | Ac. Estearico m/z 283
°
=
: §
2 ; f\ I\ I
'A/‘f}\)g/\ !‘\"v \_J
50 100 150 200 250
m/z
100 4 , Per
EMBAR de ions neg. b
. do v
o _ac. oleico
) (ac. 9-octadecendico)
o
[-4 &C
w ]
c
>
2 ]
20 4
[ vl - v v
123 1se 7% 200 225 250 27S 300 325 380
m/z
Ac. Oleico EMBAR/EM/EM .
. 9
/\/\/\Y\/\J.(\/\/\)\c-
19 e
3 -
-
=4
=1
= ]
< «’
"'YY'SIOIVYVIVVVY1I"‘"‘rl""[’Y"‘I'Y_Y_ﬁT"' IY"_‘—
100 10, 200 230

Figura 4: (a) Espectro dos lons filhos produzidos por ativagdo por
colis@o do fon (M - H)" do dcido estedrico (Reimpresso com a per-
missdo da referéncia 19. Copyright 1985 American Chemical Society);
(b) espectro de massas de lons negativos do dcido oléico (ac. 9-octa-
decendico); (c) espectro dos lons filhos obtidos por ativagdo por co-
lisdo do fon m/z 281 (M - H) do dcido oléico (Reimpresso com a
premissdo da referéncia 20. Copyright 1983 American Chemical So-
ciety).

ou apresentando um nimero reduzido de fragmentagdes (IQ).
A derivatizagdo dessas substancias para se obter um espectro
de massas mais informativo torna sua andlise mais laboriosa.

Acidos graxos isolados de uma fonte natural aparecem
usualmente como mistura. E possivel trabalhar com essas mis-
turas utilizando EM-EM através da EMBAR para dessorver
os anions carboxilatos. Os dcidos graxos livres sio facilmente
dessorvidos como fons (M*- H)™ sem que ocorram fragmen-
tagbes (Figura 4b). Entretanto, se ativado por colisdo, o fon
(M - H)™ sofre a perda dos fragmentos CH4, C2Hs, CsHs,...
pela eliminag@o-1,4 altamente especifica de Hay (Figura 4a).
Essa perda comega pela extremidade nao carboxilica e se pro-
cessa ao longo de toda a cadeia, a nio ser que haja uma li-
gacdo dupla ou outra modificagéo estrutural da cadeia. O pa-
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Figura 6: Espectro dos lons filhos obtidos por ativagdo por colisdio
do fon (M - H) dos dcidos graxos contendo anéis ciclopropano e ci-
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(Reimpresso com a permissdo da referéncia 21. Copyright 1986 Ame-
rican Chemical Society).

drio de fragmentagdo resultante pode ser interpretado para
identificar e localizar as modificagdes estruturais dos dcidos
graxosZl, '

A técnica EMBAR/EM tem sido usada na localizagdo da
posigio de ligagdes duplas em édcidos graxos insaturados. Dois
picos intensos correspondentes a fragmentos formados por cli-
vagens alilicas, intermediados de trés picos bem menores, re-
velam-se como uma caracteristica geral de 4dcidos graxos mo-
noinsaturados e podem ser usados para identificar inequivo-
camente a localizagio da ligagdo dupla (Figura 4c). Néo foi
observada diferenga para os isémeros cis e trans20.

Observa-se 0 mesmo padrdo de clivagem alilica quando
mais de uma ligagio dupla se encontra presente, mas as suas -
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Figura 7: Fragmentagdes caracteristicas do dcido graxo com fungdo
epoxi. (A) fragmentagdes que geram ions filhos chaves; (B) espectro
dos ions filkos produzidos por ativag¢do do dcido vacénico, (M - H)~
= myz 297. (Reimpresso com a permissdo da referéncia 21. Copyright
1986 American Chemical Society).

respectivas posigdes ndo se revelam tdo bem como para os
monoinsaturados. Pode-se contudo, modificar os acidos po-
liinsaturados pela redugdo com hidrazina deuterada (N2D4) e
submeter ao EMBAR/EM os produtos saturados (deuterados)
obtidos, para se determinar as posigbes das ligagdes duplal®.

As estruturas de dcidos graxos modificados pela existéncia

de anéis epoxi, ciclopropano e ciclopropeno e grupos hidro-
xila, podem ser determinadas também por EMBAR/EM. Nos
espectros de massas de dcidos graxos ramificados observa-se
a presenga de picos mais intensos correspondentes a fragmen-
tagdo nos pontos de ramificagéo, ocorrendo a quase total su-
pressio das fragmentagbes envolvendo a perda simultinea da
metila e alquila (Figura 5).

Anéis ciclopropano e ciclopropeno em 4cidos graxos séo
identificados e localizados por um grupo de quatro picos jun-
tos, representantes de fons de baixa intensidade no espectro
ativado por colisdo destes compostos, quando comparados
com 4cidos graxos saturados andlogos (Figura 6).

Nos édcidos com fung@o epoxi se observa o rearranjo e cli-
vagem no anel heterociclico, obtendo-se fragmentos que ca-
racterizam a sua localizagdo (Figura 7)21,

VI.1.2. OUTRAS APALICACOES DA TECNICA
EMBAR/EM

VI.1.2.1. DIFERENCIAGCAO DE ISOMEROS

O esterdide B-estradiol-17-8-D-glicoronideo é facilmente
distingiiivel do p-estradiol-3-B-glicoronideo pelos espectros
de EM/EM dos seus anions (M - H)~ (Figura 8)22.

A diferenciagdo dos estereoisdmeros glicoronideos 3a-hi-
droxi-5p-androstan-11,17-diona e 3a-hidroxi-5a-androstan-
11,17-diona pode também ser obtida pelos espectros de
EM/EM dos seus fons (M + H)* (Figura 9)22.
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Figura 8: Espectro dos lons filhos obtidos por ativagdo por colisdo do ion (M - H) do (a) B-estradiol-17- B-D-glicoronideo e (b) P-estradiol-
3p-D-glicoronideo (Reimpresso com a permissdo da referéncia 22. Copyright 1985 John Wiley & Sons Ltd.).
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Figura 9: Espectros dos ions filkos obtidos por ativagdo por colisdo do ion (M - H)* dos glicoronideos (a) 3-a-hidroxi-5p-androstan-11,17-diona;
(b} 3o-hidroxi-5o-androstan-11,17-diona (Reimpresso com a permissdo da referéncia 22. Copyright 1985 John Wiley & Sons Ltd.).
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Figura 10: Espectro dos ions filhos obtidos por ativagdo por colisdo do ion (M - H)" do hexassacandeo derivado presente em mistura complexa
(Reimpresso com a permissdo da referéncia 16. Copyright 1985 John Wiley & Sons Ltd.).

VI.1.2.2. DETERMINACAO SEQUENCIAL

A seqiiéncia dos agucares de um glicosideo flavonoidico
(homélogo do xanthorhammin) foi determinada pelo espectro
de EM/EM do fon (M + H)* 22,

O seqiienciamento do derivado 2-aminopiridina de poligli-
cose foi efetuado através da andlise de espectro EM/EM (Fi-
gura 10)16,

Outras classes de compostos tém sido estudadas por
EMBAR/EM, como: flavondis?3, surfactantes ani6nicos - sul-
fatos e sulfonatos de alquila e alquilarila, dcidos amilicos, 4ci-
dos N-acetilados, diésteres sulfossuccinicos!8 ou catibnicos -
aminas, sais de aminas, aminas quaterndrias, compostos anfo-
téricos?*.

VI.2. ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM
BOMBARDEAMENTO POR ATOMOS RAPIDOS COM
FLUXO CONTINUO (EMBAR/FC)

As amostras analisadas por EMBAR sio ‘usualmente intro-
duzidas na cdmara de ionizagdo através da inser¢do de uma
sonda. Este tipo de introdugdo é simples e de fdcil manipula-
¢do, mas apresenta algumas desvantagens. Primeiro, ndo per-
mite um acompanhamento facil de processos dindmicos, espe-
cialmente onde mudangas répidas nos reagentes ou produtos
sdo esperadas, Segundo, comparagSes das intensidades dos
fons de amostra para amostra sdo dificeis e o resultado é in-
certo sem o uso de padrdes internos. Terceiro, quantidade sig-
nificativa de glicerol (ou outra matriz) é requerida?’, o que
resulta em algumas desvantagens como: ruido de fundo ele-
vado, efeito de supressdo de fons, baixa sensibilidade e pre-
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senga de agrupamentos (“clusters”) de fons da matriz, interfe-
rindo na interpretagio dos espectros2S.

Estas desvantagens podem ser contornadas pelo uso de
uma sonda de fluxo continuo de amostra na espectrometria de
massas com bombardeamento por édtomos rdpidos (EM-
BAR/FC) ("Continuous-flow sample probe for FAB"). Uma
solugdo da amostra de interesse pode ser injetada em um flu-
xo de solvente, o qual carreia o material para a fonte de fons
ou, alternativamente, a solugéo da amostra pode alimentar di-
retamente a fonte de fons?’.

Uma drea de desenvolvimento dessa técnica envolve a and-
lise direta de solugbes aquosas obtidas de reagdes bioquimi-
cas.

V1.2.1. OPERACAO DA INTERFACE EMBAR/FC

O principio bdsico de operagdo envolve a introdugdo da
solugdo aquosa da amostra no suporte e a remogéo subseqiien-
te do liquido 4 mesma velocidade, deixando somente uma su-
perficie fina do fluido para o bombardeamento. Um capilar de
silica fundida de didmetro interno pequeno (7Sum) € usado
para introduzir o liquido. Os fons na fase gasosa sdo formados
pelo bombardeamento, com um feixe de dtomos rdpidos, da
superficie da amostra liquida. A renovagio do liquido do su-
porte se processa de dois modos: i- evaporagdo por um leve
aquecimento (-45°C); ii- atraindo o liquido contra um filtro
pela ag@o da capilaridade. A evaporagdo do liquido envolve o
balango da velocidade do fluxo do liquido e a temperatura da
sonda, para se obter condigdes de operagdo otimizadas.

A sonda da EMBAR/FC consiste em uma haste oca tam-
pada em uma das extremidades com uma ponteira que apre-
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senta um orificio de 0.3 mm pelo qual passa o capilar de si-
lica fundida (D.I. - 75um) que é levado 4 saida da haste, for-
mando uma protuberancia no mais que 0,2mm distante da
ponta. A solugdo da amostra ¢ introduzida por uma vilvula
de inje¢do (Figura 11).

V1.2.2. VANTAGENS DAS OPERACOES
DO EMBAR/FC

i- Ruido de fundo.

Os espectros obtidos de amostras introduzidas pela interfa-
ce EMBAR/FC sao caracterizados por um ruido de fundo sig-
nificativamente menor se comparados com os produzidos pelo
EMBAR padrio. Esse efeito é o resultado de um contetido
maior de dgua nas solugSes analisadas, onde somente 5-10%
de glicerol é usado. Assim, maiores detalhes podem ser obti-
dos dos espectros (Figura 12).

ii- Alta sensibilidade

Um aumento significativo da sensibilidade pode ser alcan-
¢ado, como resultado da diminuigdo do ruido de fundo e do
aumento na porcentagem dos ions produzidos no bombardea-
mento (Figura 13).

Sonda padrdo

Excedente
de injecdo
Isolante de 1 Bomba
alta volln?em Capilar de 1
~ sitica
Ponta de cobre fundida "
- ponto de
\ N\ njegdo
\ saide injetor
acre para bomba
haste Ferrotho de grofite
de aco lacre do vacuo

Figura 11: Diagrama esquemdtico da sonda de fluxo continuo da EM-
BAR (Reimpresso com a permissdo da referéncia 25. Copyright 1986
American Chemical Society).

iii- Diminuicdo no efeito de supressao

A natureza dindmica da superficie liquida da amostra no
suporte do EMBAR/FC leva a diminui¢éo no efeito de supres-
sdo de fons normalmente verificado na andlise pelo EMBAR
padrao. Esta supressdo é conseqiiéncia da tendéncia de um
composto mais hidrofilico, de uma mistura em andlise, ocupar

X1/3

A

| ¥ 1
1280 1260 1240
Sonda de
fluxo continuo

Abund. Rel.

1280 1260 " 1240

L T T T
/ r 1120 100

X1/3

120 1100

Figura 12: Regido de ruido de fundo expandida de um espectro de massas por EMBAR utilizando uma sonda padrdo (A) e uma sonda de fluxo
continuo (B) (Reimpresso com a permissdo da referéncia 25. Copyright 1986 American Chemical Society).
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Figura 13: Comparagdo dos espectros de massas obtidos por EMBAR
padrdo (A) e utilizando a EMBAR/FC (B) de uma amostra contendo
angiotensina 11l (PM = 930), angiotensina Il (PM = 1045) e des-
(Gln)-substrato P (PM = 1291) (Reimpresso com a permissdo da re-
Seréncia 25. Copyright 1986 American Chemical Society).
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Figura 14: Uso da EMBAR/FC em aplica¢ées que requerem (A) fluxo
constante da amostra ; (B) inje¢do em fluxo em intervalos constantes
(Reimpresso com a permissdo da referéncia 26. Copyright 1989).

a superficie do liquido independentemente de sua concentra-
¢d0. O aumento observado na EMBAR/FC do sinal de um
composto suprimido na andlise por EMBAR padrao, é prova-
velmente devido a continua renovagio da camada superficial
da amostra.

iv- Quantificagio sem padrio interno

Um dos problemas da EMBAR padrio é sua baixa repro-
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dutibilidade dos sinais dos ions (em medidas quantitativas).
J4 EMBAR/FC, elimina muitas das variagdes na introdugio
da amostra, pois a orientagdo da sonda nfo é alterada de uma
injegdo para a outra e as vdlvulas de inje¢fo atingem grande
precisdo nos volumes injetados.

VI1.2.3. DESVANTAGENS DA EMBAR/FC

Uma dificuldade comumente encontrada envolve o fluxo
de liquidos por tubos capilares de pequeno didmetro interno.
Outra € a necessidade de um tempo de estabilizagéo do fluxo
do solvente (10-15 min).

V1.2.4. INSTRUMENTACAO
VI1.24.1. EMBAR/FC

Para 0 monitoramento de reagdes, a sonda da EMBAR/FC
pode ser operada no modo de injegio em fluxo intermitente
ou inje¢do em fluxo constante.

O modo de injegio em fluxo intermitente é bom para se
acompanhar reagdes enzimdticas, onde um acompanhamento
continuo ndo € essencial e quando as condigdes reacionais néo
sdo criticas para a formagio do fon. O modo de fluxo cons-
tante ¢ utilizado quando reagentes de reages que estdo sendo
monitoradas podem ser introduzidos diretamente ou podem
ser previamente misturados com alguma solugdo carreadora,
pouco antes de entrar na fonte da EMBAR. Esse caso é util
se o tempo reacional do processo analisado ¢ muito curto ou
mu;lgnqas rapidas nas concentragbes sio esperadas (Figura
14)26,

VI1.2.4.2. CLAE/JEMBAR/FC

O acoplamento da cromatografia liquida de alta eficiéncia
a espectrometria de massas (CLAE/EM) assume bastante in-
teresse e pode ser realizado, dentre muitas outras técnicas es-
tudadas, pela interface EMBAR/FC.

A mistura é separada pela cromatografia liquida (normal-
mente CLAE com coluna de pequeno didmetro interno), uti-
lizando uma fase movel & qual foi previamente adicionada a
matriz e levada a fonte de ionizagio da EMBAR por um ca-
pilar de sflica fundida. O solvente da fase mével ¢ evaporado
imediatamente e o soluto com a matriz € deixado na superfi-
cie do suporte e submetido a0 bombardeamento com um feixe
de atomos energizados (Figura 15). :

CONCLUSOES

A espectrometria de massas com bombardeamento por ato-
mos répidos tem se mostrado uma técnica muito 1til na ani-
lise de compostos polares, termoldbeis e de alto peso mole-
cular, pois a passagem dos compostos do estado solido cu li-

espectrometro
de massas

capilar de
/’silica fundida - 75um

} sonda
Canhao X . / / | AR
do divisor.. .. _-_-/-_-L---“.-_‘
.. EMBAR coluna ‘

(25un/min) divisor bomba

injegao - 0,5ul

Figura 15: Esquema do instrumental necessdirio para a ligag¢do
CLAE/EM usando a interface EMBAR/FC (Reimpresso com a permis-
sdo da referéncia 28. Copyright 1988 Preston Publications).
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quido para o gasoso ndo é feita por aquecimento e sim pelo
mecanismo de ioniza¢io por dessorgdo. O uso de uma matriz
é de particular importancia, pois permite a obtengdo de bons
espectros.

O espectro gerado pela EMBAR fornece principalmente o
peso molecular do composto, com poucas informagdes estru-
turais. Essa desvantagem é contornada pelo acoplamento da
EMBAR com a espectrometria de massas. Essa técnica amplia
também a faixa das amostras passiveis de serem analisadas,
pois permite a andlise de misturas, enquanto na EMBAR pa-
drdo se faz uso de compostos o mais puros possivel.

A EMBAR se desenvolveu rapidamente pois permite a ani-
lise de qualquer tipo de composto, mesmo os nio polares.
Tem se mostrado de particular interesse na drea bioquimica,
pois permite a andlise seqliencial de peptideos, proteinas, oli-
gossacarideos e outras biomoléculas.

Outras dreas como a geoquimica e a fitoquimica ji come-
¢am a fazer uso dessa nova técnica.
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