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Neste projeto de pesquisa foi desenvolvido um novo método para determinação 

e quantificação da homocisteína em plasma, intermediária da síntese de cisteína, que é 

produzida no organismo a partir da metionina. Este novo método emprega a Espectrometria 

de Massa por Introdução via Membrana (MIMS).  

Utilizou-se uma sonda de membrana DIMP (Sonda de membrana com inserção 

direta) operando no método T&R–MIMS (aprisionamento e liberação - Espectrometria de 

Massa por Introdução via Membrana) que amostra os compostos por um determinado 

período de tempo por adsorção em uma membrana de silicone, seguida de rápida dessorção 

através do aquecimento da membrana.  A análise de homocisteína foi realizada com 

derivatização por esterificação, adicionando-se cloroformiato de etila, em solvente 

contendo piridina, etanol e água. 

Os experimentos foram realizados em um espectrometro de massas 

monoquadrupolar, operando em modo SIM (monitoramento de íons selecionados).  Foi 

monitorado o íon de m/z 234 que corresponde ao fragmento [M-H]+ da homocisteína.  

Testes de linearidade mostraram um coeficiente de correlação de 0,998.  O sistema se 

mostrou bastante reprodutível e um experimento no qual foram realizadas cinco repetições 

apresentou desvio de 2,5%.  A recuperação foi de 97,4%, e limitre de detecção de 2� M o 

que demonstra que o método é viável para a análise de homocisteína. 
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A homocisteína foi descoberta por De Vigneaud em 1932,1 e corresponde a um 

aminoácido intermediário da síntese da cisteína, produzido no organismo a partir da 

metionina. A concentração elevada de homocisteína no plasma é reconhecida há alguns 

anos como um fator independente de risco para doenças cardiovasculares, incluindo 

aterosclerose e trombose venosa.2 A concentração total deste aminoácido no plasma 

compreende a faixa de 5 a 15 µM, e valores acima de 100µM podem ser consideradas 

como condição de hiperhomocisteinemia. A incidência do aumento de homocisteína na 

população é de 1:200.000.3  

No entanto, ainda não existe um consenso sobre valores que identificam um 

potencial citotóxico para o desenvolvimento de doença cardiovascular. Os mecanismos 

patológicos precisos pelos quais a homocisteína pode causar lesões vasculares não estão 

totalmente esclarecidos, apesar de inúmeros estudos terem documentado efeitos 

significantes da homocisteína, considerando esta classe de componentes e os modelos 

ateroscleróticos.4 Vários estudos “in vitro” vem sendo realizados, sugerindo que níveis 

elevados de homocisteína atuam como um fator de risco para patologias de doenças 

vasculares, podendo ser discutida por duas questões fundamentais tais como a falta de 

especificidade (outros tiois produzem efeitos similares) e ao aumento extremamente 

elevado de suas concentrações séricas (100-1000 µM em níveis “in vivo” ). Outros estudos 

“in vivo” recentemente foram realizados, onde foram demonstrados os efeitos sobre a 

expressão da quimiocina sobre as células endoteliais aorticas5, atravéz de experimentos 

onde primeiramente haja inibição do crescimento das células vasculares do endotélio e a 

seguir a recuperação deste crescimento em resposta ao acúmulo deste aminoácido (injuria)6.  

Portanto, existem muitos trabalhos que vem sendo realizados para elucidar o papel deste 

aminoácido no organismo bem como entender a sua participação principalmente nas 

doenças cardiovasculares. 
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1.1. O METABOLISMO DA HOMOCISTEÍNA 

1.1.1. Transmetilação 

Em contraste com a limitada compreensão de sua patologia, existe uma grande 

quantidade de informações relativa ao metabolismo da homocisteína, pois esta participa do 

metabolismo do aminoácido metionina que é indispensável ao organismo. Na Figura 1, 

podemos observar que o primeiro passo no metabolismo da metionina envolve a ativação 

do composto sulfônico, S-adenosilmetionina (SAM), via enzima SAM-sintetase. A            

S-adenosilmetionina é um doador de grupos metila para numerosas reações de 

transmetilação (Figura 1), incluindo no caso a síntese da S-adenosilhomocisteína (SAH) 

que é hidrolisada formando a adenosina e a homocisteína pela ativação da SAH-hidrolase. 

SAH-hidrolase é uma enzima reversível, com a direção da SAH-sintetase com natureza 

favorecida termodinamicamente.7  Em estudos “in vivo” a presença da adenosina significa 

que existem a presença da SAH-hidrolase, ou seja o defeito genético não é devido à 

ausência desta enzima.  Portanto esta etapa de reação forma a homocisteína.  

Este é o ponto crítico na regulação da SAH que é um potente inibidor das 

transmetilases.8  Esta regulação se realiza através de 2 caminhos distintos: remetilação, 

voltando para a metionina, e a transsulforação, no sentido da formação da cisteína. 
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1.1.2. Remetilação 

A remetilação da homocisteína resultando na formação de metionina 

novamente ocorre pela ação de uma ou duas enzimas, sendo elas: - metionina sintetase 

dependente da cobalamina e/ou - betaína:homocisteína metiltransferase. A síntese da 

metionina é catalisada pela transferência de grupos metila da 5-metiltetrahidrofolato para a 

homocisteína, formando a metionina. Esta transferência de grupos metila é efetuada 

diretamente por uma enzima ligada à cobalamina. A betaína:homocisteína metiltransferase 

catalisa uma reação similar; onde ocorre independente da presença de folato. Nesta reação a 

betaína que é um metabolito da colina, atua como um doador de metila para a síntese da 

metionina. Na reação de remetilação o esqueleto carbônico e os átomos de enxofre são 

conservados originando assim a metionina.9

 

1.1.3. Transsulforação 

Na reação de transsulforação ocorre a oxidação da homocisteína para cisteína. 

O catabolismo da cadeia carbonica e o átomo de enxofre da metioniona/homocisteína 

ocorre devido à oxidação ocasionada pela reação de transsulforação. A primeira etapa da 

transsulforação é a condensação da homocisteína com a serina, através da ação direta da 

cistationa-β-sintase que é dependente da vitamina B6, resultando a formação da 

cistationina. A cistationina é então metabolizada formando a cisteína, α-cetobutirato e o íon 

amônio, pela ação direta da cistationa-β-liase que é dependente da vitamina B6. A cisteína 

formada contém o grupo SH proveniente do composto metionina/homocisteína e o 

esqueleto carbônico da serina, podendo ser utilizada para síntese de proteínas, glutationa, 

ou sofrer reações de catabolização. O esqueleto carbônico da metionina/homocisteína, na 

forma ácido pirúvico, é oxidado diretamente dentro da mitocôndria formando piruvato 

desidrogenase ou formando o complexo ácido ceto dehidrogenase,10 proveniente de um 

mecanismo anaplerótico para o ciclo do ácido tricarboxílico, via succinil CoA. 
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1.1.4. Regulação do Metabolismo da Homocisteína 

A regulação do metabolismo da homocisteína ocorre devido a interação de 

vários fatores, tais como a dieta bem como a concentração dos substratos nos diversos 

caminhos intermediários. Por exemplo, na síntese direta da homocisteína a remetilação e a 

transsulforação são regulados no sentido da formação de SAM e SAH.  Pessoas adeptas ao 

consumo de cereais contendo metionina possuem um aumento nas funções da SAM a nível 

hepático ativando assim a cistationina-β-sintase (transsulforação) e inibindo a MTHFR 

(metilenotetrahidrofolato redutase) e consequentemente a remetilação da homocisteína.11  

Estes processos ajudam a assegurar durante certo tempo a adequação da metionina, onde o 

excesso na síntese de metionina desviada pode também levar a um aumento na síntese de 

cisteína. SAH é igualmente um ativador para cistationina-β-sintase12 e atua sinergicamente 

com a SAM para assegurar o fluxo de homocisteína no caminho sintético da 

transsulforação. Esta ativação da cistationina-β-sintase pela SAH pode também atuar no 

controle do excesso acumulado de SAH resultando na inibição da transmetilação. 

O metabolismo da homocisteína dentro dos tecidos e seus efeitos resultantes de 

sua concentração no plasma mostra que a homocisteína é um metabolito aterogênico. A 

homocisteína no plasma é governada portanto pelo balanço de todos estes fatores, que são 

responsáveis pela perfusão deste aminoácido para os tecidos e sua presença no interior 

destes compartimentos, regulando assim a presença da homocisteína da dentro dos tecidos.  

Quaisquer alterações nestes processos podem levar a variações nas concentrações de 

homocisteína plasmática. Diversos fatores influênciam na concentração de homocisteína 

plasmática dentre os quais podemos citar:  farmacológicos, nutricionais, hormonais, 

algumas doenças, o estilo de vida, e os fatores genéticos. Vários estudos realizados 

recentemente analisam o impacto destes fatores com as concentrações de homocisteína no 

plasma.13,14 Para uma elucidação destes problemas iremos relatar algumas doenças 

relacionadas com o aumento de homocisteína, e as principais causas do aumento da 

concentração deste aminoácido. 
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1.2. RELAÇÃO CAUSA/EFEITO DA HIPERHOMOCISTEINEMIA  

1.2.1. Doenças renais 

Pacientes em estágio final de doenças renais tem aumento das concentrações de 

homocisteína no plasma,15 e este aumento, eleva categoricamente os eventos 

aterotrombógênico.16 Vários fatores podem predispor indivíduos com doença renal a 

desenvolver uma hiperhomocisteinemia, incluíndo: i) condições nutricionais pobres, 

somando-se a baixa concentração de vitaminas do complexo B; ii) acúmulo de toxinas 

urêmicas; e iii) perda do metabolismo renal.  Estes fatores indicam que as células do túbulo 

renal possuem um complemento total de enzimas necessárias para a remetilação e 

transsulforação da homocisteína.11  Entretanto, o papel dos rins no metabolismo e regulação 

da homocisteína no plasma não está ainda provado.  Discussões sobre isto levaram estudos 

em conjunto para examinar “in vivo” o metabolismo da homocisteína, e estes estudos 

obtiveram resultados preliminares positivos. Os estudos foram realizados “in vivo” em ratos 

demonstrando uma forte evidência de que este orgão é o primeiro sítio para a identificação 

e metabolismo da homocisteína.9

Como a homocisteína é eliminada pelo rím nos casos graves de falência renal, 

pode haver um aumento da homocisteína no plasma, por este motivo é administrado ao 

paciente uma suplementação de ácido fólico, vitaminas B6 e B12, para que haja uma 

diminuição de seus níveis plasmáticos.17 Estudos realizados mostram que,      

administrando-se N-acetilcisteina18 via oral, com a finalidade de aumentar a 

biotransformação da homocisteína e a sua eliminação, tem resultados positivos. No entanto, 

a administração destas drogas bem como a homocisteína deve ser monitorada através da 

medida das suas concentrações séricas. 

 

1.2.2. Diabetes 

A diabetes, é uma doença que esta diretamente ligada ao aumento da 

concentração de homocisteína no plasma e que pode ser secundária à insuficiência renal. 

Pacientes com diabetes, seja insulino dependente (IDDM) ou não insulino dependente 

(NIDDM) nas quais há uma diminuição das taxas de filtração gromerular, elevando assim a 
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concentração de homocisteína no plasmatica.19  Ocorre também em pacientes com IDDM e 

função renal normal um aumento significativo na concentração total de homocisteína.20  

Recentes resultados relacionam o papel da insulina na regulação do 

metabolismo da homocisteína e, consequentemente, alterações na concentração 

plasmática.9

 

1.2.3. Defeitos hereditários 

A baixa concentração sérica da cistationina-β-sintase é uma deficiência 

genética com característica autossômica recessiva, como foi mostrado em estudos 

realizados em familias21,22 onde esta deficiência genética foi observada previamente em 

pais de crianças que apresentavam alterações desta enzima.23 Defeitos heterozigóticos da 

cistationina-β-sintase são muito raros e estão associados a uma hiperhomocisteinemia 

moderada.24

Um patologia rara foi observada devido à mutações da 5,10-

metilenotetraidrofolato redutase, onde há uma redução severa da atividade desta enzima, 

reduzindo consequentemente a conversão da homocisteína para metionina levando assim a 

uma hiperhomocisteinemia.25,26

 

1.2.4. Defeitos adquiridos  

Níveis elevados de homocisteína ocorrem em 95% dos pacientes que 

apresentam deficiência de folato ou vitamina B12.
27,28  A deficiência do folato leva a uma 

redução da N5-metilenotetraidrofolato-transferase, necessária para a remetilação da 

homocisteína em metionina, aumentando consequentemente, os níveis de homocisteína 

plasmática.29

A deficiência da vitamina B6 prejudica a função das enzimas cistationina-β-

sintase e α-cistationase, promovendo uma falha no catabolismo da homocisteína via 

transsulforação, levando consequentemente a uma hiperhomocisteinemia por um 

mecanismo ainda não bem esclarecido.21,22
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Na Figura 2a podemos observar um mecanismo em potencial que pelo qual o 

aumento da homocisteína poderia esclarecer o aparecimento de doenças vasculares30, bem 

como pode sugerir alterações das células do endotélio.31 Nesta figura observamos que a 

homocisteína elevada na corrente circulatória oxida o LDL (low density lypoprotein).  

Após oxidado o macrófago não reconhece mais a LDL e o arrasta para a parede arterial 

onde vai se acomulando podendo formar placas de LDL oxidada e causar a obstrução desta 

artéria.30   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2a: Mecanismo proposto para formação do trombo arterial. 
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Estas alterações podem ser induzidas pelo stress oxidativo, através da formação 

de H2O2 e a formação irregular de óxido nítrico 32,18,33bem como pela diminuição das 

propriedades anticoagulantes atravéz da supressão da trombomodulina.34,35 A 

trombomodulina está regularmente presente nas células do endotélio vascular e, além de ser 

um importante anticoagulante, é também um receptor de trombina.36

Foi observado também que um aumento dos níveis sanguíneos de homocisteína 

em pacientes dependentes de diálise e que estão em estágio final de falência renal.37,38   

A homocisteína total corresponde à somatória entre a homocisteína ligada a 

proteína, que se apresenta em maior quantidade, suas formas oxidadas e reduzidas e a 

homocisteína ligada a cisteína, todas encontradas na corrente circulatória (Figura 2b).39
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Figura 2b: Formas de homocisteína encontradas na corrente circulatória 
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O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um método moderno e 

viável para a dosagem de homocisteína. Esta determinação será de grande importância para 

o serviço de Bioquímica Clínica do Departamento de Patologia Clínica, uma vez que 

permite o estudo da investigação etiológica, identificação e seguimento terapêutico de 

pacientes com doenças que estão relacionadas com o aumento da concentração de 

homocisteína na corrente circulatória. 

Para atingirmos estes objetivos desenvolvemos, implementamos e validamos 

uma nova metodologia para dosagem de homocisteína sérica, por espectrometria de massas 

utilizando a técnica DIMP/T&R-MIMS. 

 

2.1. DETERMINAÇÃO DA HOMOCISTEÍNA 

Quanto aos métodos de análise de homocisteína encontrados até o presente 

momento, foram as dosagens da homocisteína total realizadas por cromatografia líquida de 

alta eficiência (HPLC) utilizando-se neste caso pré-colunas e a detecção por 

imunofluorescência, no qual a homocisteína é derivatizada com 7-fluoro-2,1,3-

benzoxadiazol-4-sulfonato de amônia (SBD-F).40  Nesta técnica a homocisteína é separada 

por um gradiente de eluição através de uma coluna de fase reversa e posteriormente 

identificada e quantificada.  Este método é sensível e específico, porém realiza uma análise 

demorada e trabalhosa onde o SBD-F é altamente reativo e difícil manuseio.  

Recentemente, foi desenvolvida uma nova técnica que realiza inicialmente uma reação 

enzimática e posterior imunoensaio com detecção por fluorescência polarizada (FPIA).41  

Esta técnica é sensível e seletiva apesar de ter um longo tempo de incubação e alto custo 

tanto em equipamentos bem como nos reagentes utilizados, sendo estes últimos muito 

instáveis. 

Uma nova técnica para análise de substâncias orgânicas e que tem apresentado 

grande interesse, é a Espectrometria de Massas por Introdução Via Membrana (MIMS).  

Esta técnica vem sendo aprimorada e possui ampla aplicação em diversas áreas de interesse 

biológico.42, , , ,43 44 45 46

Objetivos 

28



A simplicidade, sensibilidade, baixos custos e detecção muito próxima ao 

tempo real (monitoramento “on line” ), e suas aplicações tem tornado a técnica MIMS,47 

um método especialmente atraente para a análise de compostos orgânicos voláteis (VOCs) 

em amostras ambientais.  A técnica MIMS tem sido empregada com muito sucesso em 

análises de compostos orgânicos voláteis e também semi voláteis. Esta técnica está se 

desenvolvendo rapidamente, apresentando um número crescente de aplicações incluindo o 

monitoramento de processos químicos em bio-reatores, análise ambiental, monitoramento 

ambiental “on line” de compostos orgânicos voláteis em água e ar, análise de sangue “in 

vivo”, tratamento de resíduos biológicos, bioreatores e no monitoramento de reações.48

MIMS é uma técnica analítica na qual uma membrana semi-permeável é 

utilizada como a única interface entre a amostra (líquida ou gasosa) e o alto vácuo de um 

espectrômetro de massas. A técnica MIMS convencional é realizada com membranas não 

porosas, tais como polietileno, Teflon, borracha natural e borracha de silicone. Este 

material mostra excelente desempenho para medidas de gases e VOCs de caráter 

hidrofóbico.49 Membranas hidrofílicas como o teraftalato de polietileno tem sido utilizadas 

para detecção de água em solventes orgânicos hidrofóbicos.50

A membrana pode ser posicionada, basicamente, de duas maneiras diferentes: 

 (a)- no início da linha de transferência, distante da fonte de íons (dispositivo de 

inserção distante), ou; (Figura 3a) 

(b)- diretamente na entrada da fonte de íons (dispositivo de inserção direta) 

(Figura 3b) 
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Figura 3: Posicionamento da membrana: (a)- dispositivo de inserção distante;                  

(b)- dispositivo de inserção direta. 
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As moléculas de soluto, de polaridade próxima à membrana, são adsorvidas na 

superfície do polímero, difundem-se através das paredes, e evaporam para o espectrômetro 

de massas. Este processo de três etapas é denominado de pervaporação. 

O dispositivo de inserção direta, por diminuir o efeito de memória observado 

para o dispositivo de inserção distante, veio aprimorar a técnica MIMS.43 

O material de membrana mais comumente utilizado é o silicone [poli (dimetil 

siloxano)], em forma planar ou tubular.  A membrana de silicone possui a grande vantagem 

de apresentar alta permeabilidade para compostos orgânicos hidrofóbicos, sendo então 

obtidos ótimos limites de detecção.  As membranas de silicone são assim ideais para a 

amostragem de pequenas moléculas de compostos orgânicos em baixas concentrações em 

fluxos aquosos pois ocorre um enriquecimento acentuado da amostra (aumento na 

concentração do soluto). Na fonte de ionização do espectrômetro de massas, os VOCs são 

então ionizados através do uso de ionização química (CI), ou ionização por elétrons (EI).  

Entretanto, a seletividade das membranas de silicone também impõem 

limitações à técnica. Compostos polares, por exemplo, não permeiam bem a membrana, por 

isso membranas alternativas têm sido testadas com o objetivo de aperfeiçoar a técnica.51

Para diminuir o limite de detecção de vários VOCs e principalmente dos semi-

VOCs, uma série de estratégias de aprisionamento52 vem sendo aplicadas em conjunto com 

a técnica MIMS. Limites de detecção na ordem de ppt podem ser alcançados quando se 

utiliza um espectrômetro de massas do tipo “ion trap”, onde se realiza alternativamente o 

aprisionamento dos íons que serão analisados.53  O aprisionamento dos VOCs pode ser 

feito com material adsorvente como por exemplo uma mistura de óxido de alumínio e óxido 

de silício, seguida da dessorção térmica dos VOCs, ou por aprisionamento criogênico. 46

 

2.2. HISTÓRICO DA TÉCNICA MIMS 

A técnica MIMS foi introduzida por Hoch e Kok em 196354 no estudo de 

cinética de reações fotossintéticas em água.  Neste experimento foi empregada uma 

membrana semi-permeável cuja função era de introduzir uma interface entre a amostra 

aquosa e o vácuo do espectrômetro de massas.  
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A técnica MIMS foi então rapidamente adotada por alguns fisiologistas,55,56 que 

miniaturaram sondas de membranas que permitiam a determinação “in vivo” de gases em 

amostras de sangue, estabelecendo a maioria das teorias básicas sobre a técnica no começo 

da década de 70. A introdução de ionização química e da espectrometria de massas 

sequencial por Cooks e Brodbelt em 198557 ampliaram a capacidade da técnica MIMS, de 

um simples monitoramento para um método analítico de amplo aspectro na identificação de 

metabólitos voláteis diretamente em amostras aquosas. 

Bier e Cooks em 198758 desenvolveram uma sonda de membrana para a 

introdução seletiva de moléculas orgânicas diretamente de soluções aquosas para o interior 

do espectrômetro de massas. A sonda descrita por Bier foi inovadora por permitir a 

transferência do analito do fluído, do interior de uma membrana capilar diretamente para o 

interior de uma câmara de ionização. O posicionamento da membrana próximo à região de 

ionização, onde a elevada temperatura da fonte melhora a permeação do analito, melhorou 

o tempo de resposta, decresceu o efeito de memória e promoveu assim a alta sensibilidade 

da técnica.  

Bier e col. em 199059 construiu uma sonda de membrana de inserção direta, que 

foi utilizada para a determinação de compostos orgânicos em amostras aquosas. Esta sonda 

permitiu o transporte da amostra sobre uma membrana planar.  Através do processo de 

pervaporação, os compostos passam diretamente à fonte de íons de um espectrômetro de 

massas.  Esta configuração, junto com a possibilidade do controle de temperatura na 

interface membrana/solução, diminuiu o tempo de resposta e o efeito de memória e 

permitiu alcançar limites de detecção muito baixos (abaixo de 10 ppb). 

Lauritsen e col. em 199160 utilizou a espectrometria de massas sequencial por 

introdução via membrana para identificar metabólitos voláteis em cultura microbiana.  O 

filtrado, sem purificação prévia, foi colocado em uma célula de medidas, e introduzido via 

membrana para um espectrômetro triplo-quadrupolar.  Somente os metabólitos voláteis 

permearam pela membrana, sendo transferidos para o espectrômetro de massas e analisados 

por ionização por elétrons e ionização química. Utilizando MIMS/MS, foram identificados 

dois compostos: o Indol e o dimetil disulfeto, os quais ainda não haviam sido identificados 

como produtos provenientes do meio de cultura de Trichomonas. No meio de cultura de 
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Bretenomyces previamente incubado na presença dos ácidos cumárico, ferrúlico, siríngico 

ou vanílico, foi identificada a presença de acetato de etila, que também não havia sido ainda 

identificado como produto destes reagentes. 

Lauritsen e col. em 199361 identificaram compostos voláteis diretamente de 

meios de cultura de fungos Bjekandera adusta através da técnica MIMS/MS. O composto 

cloro-metoxi-benzaldeído foi pela primeira vez identificado como o principal produto desta 

fermentação. Além deste, foram também identificados p-metoxi-benzaldeído e benzaldeído.  

A produção de benzaldeído foi observada logo após a incubação, enquanto a formação do 

p-metoxi-benzaldeído e cloro-metoxi-benzaldeído ocorreu após alguns dias. 

Bauer e Cooks em 199362 com o objetivo de desenvolver um espectrômetro de 

massas de baixo custo, para o uso em análise de compostos orgânicos de interesse 

ambiental em água potável e efluentes, modificaram um espectrômetro de massas do tipo 

“íon trap” da Finningan modelo IT540, o que permitiu seu uso com inserção direta de uma 

sonda de membrana.  O instrumento “ion-trap”, após algumas modificações relativamente 

simples, pode ser utilizado com a técnica MIMS. O instrumento foi também testado para a 

análise de amostras sólidas, e as modificações não afetaram sua utilidade original como 

GC/MS.  

Hansen e col. em 199463 testou um sistema de amostragem para o 

monitoramento “on line” de compostos orgânicos de baixa volatilidade, analisando 

soluções padrões de ácido fenoxi acético (POAA). Durante o processo de fermentação, o 

POAA foi monitorado em baixas concentrações (mM), com alta precisão e tempos de 

resposta rápidos. Com o auxílio da espectrometria de massas sequencial (MS/MS) foi 

possível a identificação direta de sinais no espectro de massas, sinais estes que não 

pertenciam ao POAA.  Estes sinais foram identificados como sendo provenientes do SO2 e 

SCO. 

Cisper e col. em 199564 descreveu um sistema de amostragem com interface de 

membrana de dois estágios, acoplado a um espectrômetro de massas do tipo “íon trap”, que 

foi utilizado para análise de compostos orgânicos voláteis em ar com limites de detecção à 

níveis de parte-por-trilhão (ppt). A interface pode também ser usada em análise sequencial 

de água e solos, sendo considerada assim uma sensível e versátil ferramenta analítica. 

Objetivos 

33



Lenth e Lauritsen em 199565 demonstraram um novo processo para o 

desenvolvimento da técnica MIMS, mais tarde denominada de Trap & Release MIMS 

(T&R-MIMS)73 o qual permite que compostos orgânicos semi-voláteis sejam                  

pré-concentrados dentro da membrana, antes de serem termicamente liberados para a fonte 

de íons.  O método utiliza a técnica MIMS padrão com uma membrana tubular de silicone 

passando direto através da fonte de ionização do espectrômetro de massas. Um corte 

paralelo à membrana, permitiu que os elétrons do filamento continuamente bombardeassem 

a superfície da membrana. 

A membrana era mantida fria pelo fluxo continuo de água ou amostra passando 

através de seu interior. Entretanto, durante uma pequena interrupção do fluxo, a membrana 

foi rapidamente aquecida pela radiação térmica do filamento e os compostos orgânicos 

dissolvidos na membrana, termicamente liberados para a fonte de íons. Um pico de 

dessorção foi obtido, e a área deste pico foi utilizada na quantificação de compostos      

semi-voláteis e hidrofóbicos, (ponto de ebulição acima de 200 oC) em soluções aquosas 

abaixo de sub-part-por-bilhão.  Uma boa linearidade com um desvio padrão de 5 % foram 

obtidos. 

Maden e Hayward em 199666 empregando novos tipos de membrana como: 

Teflon, PVC e Poliuretano, tornaram a técnica MIMS cada vez mais eficiente e útil na 

análise de uma faixa cada vez mais ampla de compostos. A grande maioria das medidas de 

compostos orgânicos em solução aquosas são feitas com membranas de silicone, isto 

devido ao grande enriquecimento da amostra alcançado para compostos hidrofóbicos, os 

quais dissolvem-se e difundem-se muito bem neste tipo de membrana. 

Cisper e col. em 199647 mostrou que compostos orgânicos semi-voláteis ou 

polares, podem ser determinados no ar por um método que consiste na conjunção de 

ionização por troca de carga e a técnica MIMS. Os experimentos foram realizados em um 

espectrômetro de massas do tipo “ion-trap” acoplado a uma sonda com membrana tubular.  

Como reagente de troca de carga foi utilizado o oxigênio, que se difunde através da 

membrana. 

O conhecimento dos possíveis efeitos de matriz é importante quando a técnica 

MIMS é utilizada com o propósito de quantificação do analito em matrizes complexas.  

Jelinck e col. em 199667 mostrou a importância do efeito de matriz de compostos não 
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voláteis com alto peso molecular que não permeiam a membrana, mas afetam 

substancialmente as condições na solução e na superfície da membrana. Foi observado que 

o polietileno glicol adsorvido na superfície da membrana de silicone é capaz de baixar a 

velocidade de permeação do 1-octanol. A escolha de um processo de limpeza adequado 

diminui tal efeito.  Foi sugerido que a adição de surfactantes à água pode ser um eficiente 

processo de limpeza. 

Gordon e col. em 199668 avaliou o monitoramento de poluentes tóxicos no ar, 

utilizando duas interfaces MIMS de amostragem direta de ar em tempo real. Os 

experimentos foram realizados em um espectrômetro de massas do tipo “Ion-Trap” nos 

modos de espectrometria de massas clássica e sequencial. A espectrometria de massas 

sequencial acoplada a técnica MIMS se mostrou específica e sensível para a caracterização 

de compostos individualmente.  Foram utilizadas interfaces de amostragem direta com 

membrana de silicone semi-permeável, hélio como gás de arraste, e uma fonte de ionização 

do tipo “glow discharge”. Compostos orgânicos polares e não polares foram medidos à 

níveis de traços. 

Mendes e col. em 199669 utilizaram a técnica MIMS acoplada a um 

espectrômetro de massas sequencial para analisar misturas de compostos voláteis (benzeno, 

tolueno e xileno) em água, com grande rapidez e eficiência, apresentando excelente 

linearidade, reprodutibilidade e baixos limites de detecção (1 a 10 ppb). Foi mostrado 

também a utilidade da técnica no monitoramento “on-line” de reações e monitoramento de 

VOCs em amostras ambientais. 

Mendes e col. em 199670 desenvolveram um sistema de pré-concentração de 

VOCs através do aprisionamento a frio, a técnica foi denominada CT-MIMS. Neste novo 

sistema os compostos orgânicos voláteis existentes nas matrizes aquosas, após permearem a 

membrana, são trapeados em um tubo com formato de U que foi construido em aço inox, 

que é mergulhado em um banho de nitrogênio líquido.  Os compostos são trapeados por um 

determinado período de tempo, após o qual o tubo é aquecido e os VOCs liberados para o 

aparelho para serem analisados.  A sensibilidade do sistema permitiu análise com limite de 

detecção na faixa de ppt. 
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Avanços na técnica MIMS resultaram no desenvolvimento da técnica “Trap & 

Release-MIMS”. Esta técnica foi utilizada por Lauritsen e Ketola em 199771 para a 

determinação quantitativa de compostos orgânicos semi-voláteis em amostras reais.  

Observou-se que esta técnica é particularmente sensível para a análise de compostos 

relativamente polares. Por exemplo, o limite de detecção para o ácido acetil-salicílico e 

para o ácido fenoxi-acético é 100 vezes menor que quando comparado com a técnica MIMS 

convencional.  Até mesmo cafeína, um composto de polaridade relativamente alta, pode ser 

detectada usando a técnica T&R-MIMS.  Para demonstrar a eficiência da técnica,   

realizou-se a quantificação de cafeína em amostras de café e folhas de chá. Os resultados 

obtidos foram comparados àqueles obtidos utilizando-se a técnica HPLC, sendo obtida boa 

concordância. 

Nogueira e col em 199972 aplicaram a técnica MIMS para monitorar e comparar 

três processos de remediação foto catalítica – Reagentes de Fenton/UV, 

ferroxalato/H2O2/UV e TiO2 - para distruir 2 poluentes comuns em água, fenol e 

tricloroacético. 

Mendes e Eberlin em 200073 desenvolveram um novo sistema T&R-MIMS 

usando uma sonda de membrana de inserção direta (DIMP) para a análise combinada a 

nível de traços de compostos orgânicos voláteis e semi-voláteis. O sistema difere do 

sistema T&R-MIMS original, pois ele utiliza uma sonda removível para inserir a membrana 

capilar dentro do bloco da fonte de íons, exatamente entre dois filamentos paralelos. Este 

sistema é mais versátil e pode ser operado, durante o passo de aprisionamento da amostra, 

no modo MIMS padrão. 

Mendes e col. em 200074 desenvolveram uma nova técnica derivada da técnica 

MIMS denominada de HS-MIMS. Este sistema foi utilizado para análise de compostos 

orgânicos voláteis diretamente de matrizes sólidas sem extração prévia. Este sistema pode 

ser utilizado para a análise de solo, solos de lagoas de estabilização, tecidos, líquidos 

viscosos entre outras matrizes sólidas. 
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3.1. O SISTEMA DIMP/T&R-MIMS 

A Figura 4 mostra duas seções de cortes ortogonais da nova sonda de 

membrana designada por DIMP e das modificações realizadas na fonte de ionização, para a 

adaptação desta sonda. Nesta figura observa-se a sonda DIMP (A), com uma membrana 

capilar em forma de “loop” tendo aproximadamente 10 mm de comprimento (B), montada 

dentro da sonda de íons (D). Um adaptador de cerâmica para a sonda (F) assegura a 

vedação necessária. Através de um fino ajuste a membrana (B) foi posicionada exatamente 

entre os dois filamentos (C), permitindo desta forma um aquecimento rápido e eficiente da 

mesma. A membrana é aquecida em toda a sua superfície.  O filamento localizado no topo 

da fonte de ionização aquece a superfície externa do topo do “loop” formado pela 

membrana, e a superfície interna da base do “loop”, enquanto o filamento inferior aquece a 

superfície externa da base do “loop”, e a superfície interna do topo do “loop”. Este 

aquecimento uniforme é obtido por um correto posicionamento da membrana, ou seja a 

membrana deve estar levemente inclinada. Este aquecimento uniforme reduz 

substancialmente o efeito de memória. 

A grande diferença deste sistema de sonda de membrana é que ao contrário dos 

sistemas encontrados na literatura, a membrana não é mantida fixa dentro da fonte de íons, 

mas sim fixada em uma sonda removível. Isto permite que a membrana seja trocada com 

maior facilidade, sem a necessidade de desligar o equipamento. A sonda DIMP só é 

utilizada quando necessário, tornando possível o emprego de outras sondas. Pequenas 

modificações feitas na fonte de ionização permitem que ela seja utilizada para analises de 

espectrometria de massas convencional. 
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Figura 4.: Dois cortes ortogonais do sistema DIMP/T&R-MIMS: Os itens em negrito são: 

(A) sonda DIMP; (B) “loop da membrana capilar”; (C) filamentos; (D) bloco 

da fonte de íons; (E) entrada de gás para CI; (F) adaptador de cerâmica para a 

sonda; (G) lentes; (H) fonte de íons. 
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3.1.1. Modo de Operação 

De maneira similar ao sistema T&R-MIMS
71

, o sistema DIMP/T&R-MIMS 

(Foto 1a e 1b)
73

 pode ser operado de dois modos, como sistema MIMS convencional e 

T&R-MIMS.  No modo T&R-MIMS o sistema funciona da seguinte maneira: em uma sala 

mantida à uma temperatura controlada de 25º C a amostra que esta dentro de uma frasco 

será analisada, bombeando-a através do sistema por um intervalo de tempo de 20 min. Isto 

permite que a amostra seja pré concentrada no interior da membrana, a qual é mantida fria 

através do fluxo de fluído. O fluxo de amostra é então interrompido de uma maneira 

simples, (através da remoção do tubo da solução aquosa de onde está sendo feita a 

amostragem) por um intervalo de tempo de 1 min. e o conseqüente bombeamento de um 

fluxo de ar pelo sistema.  Esta interrupção no fluxo provoca o aquecimento da membrana e 

conseqüentemente a volatilização dos compostos que ficaram adsorvidos na mesma. Após a 

passagem do fluxo de ar, água destilada é bombeada pelo sistema para se efetuar a limpeza 

da membrana, ou seja, a água é então bombeada através da membrana por um certo período 

de tempo (de 1 a 2 min). Faz-se novamente a interrupção deste fluxo e o conseqüente 

bombeamento de um fluxo de ar aquecendo desta forma a membrana e volatilizando os 

composto que ainda estejam adsorvidos na mesma.  Estes passos devem ser repetidos até a 

limpeza completa da membrana. 

Obs: A sonda DIMP foi modificada para que o volume de amostra necessário 

para análise de homocisteína fosse o mínimo possível. Após as modificações na sonda 

DIMP, o volume de amostra necessária para análise ficou bem reduzido, sendo necessário 

1,5 ml para percorrer todo o circuito; que compreende desde o frasco da amostra passando 

por toda a sonda, chegando a membrana e retornando novamente para o frasco de amostra. 
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Foto 1: a) Espectrômetro de Massas Mono quadrupolar Extrel b) DIMP/T&R-MIMS. 
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3.2. EXPERIMENTOS REALIZADOS PARA TESTAR O SISTEMA DIMP/T&R-

MIMS 

3.2.1. Perfil do Sinal 

Podemos observar na Figura 5 que o perfil típico de um sinal para uma análise 

DIMP/T&R-MIMS, utilizando-se para isto uma solução de β-naftol 25�M. O experimento 

foi realizado utilizando monitoramento de íon seletivo. O sinal escolhido para o 

monitoramento do β-naftol foi seu íon molecular de m/z 144. No momento em que a 

solução começa a fluir através do sistema (a), pode ser observado um aumento na 

intensidade do sinal, correspondendo à resposta do sistema em seu modo MIMS 

convencional, porém este aumento é pouco significativo, não permitindo uma análise a 

baixos limites de detecção. Então o fluxo de amostragem é interrompido (b), quando o 

fluxo de ar alcança a membrana (c) a temperatura aumenta rapidamente, o composto pré-

concentrado é então térmica e eficientemente liberado para a fase gasosa.  Desta forma, a 

intensidade do sinal aumenta e após alguns segundos decresce novamente, produzindo 

assim um sinal bem definido e consideravelmente estreito.β Para o -naftol foi obtido um 

sinal aproximadamente 50 vezes mais intenso. Quando o fluxo de ar termina (d) e a água é 

novamente bombeada através do sistema, onde a membrana é rapidamente resfriada, 

fazendo com que o sinal retorne à sua intensidade inicial. 

 

3.2.2. Efeito de Memória 

A limpeza da membrana para a eliminação dos SVOC residuais é realizada da 

seguinte maneira: bombeia-se água pelo sistema durante 1 min, após este tempo 

interrompe-se o fluxo de água deixando o fluxo de ar passar pela membrana, sendo esta 

aquecida posteriormente. Esta etapa é repetida até que a membrana esteja completamente 

limpa. Os SVOC são quase que completamente eliminados na primeira lavagem como pode 

ser observado na Figura 5, e a limpeza torna-se completa na segunda lavagem, resultando 

somente o pico de desorção (f). A abundância deste pico é praticamente igual ao aumento 

da linha base ocasionado pelo aquecimento da própria membrana, ou seja, do ruído químico 

da membrana
71

. 
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No sistema T&R-MIMS original
71

, pode se utilizar apenas um filamento, mas a 

face da membrana que não fica voltada para o filamento não é aquecida de maneira 

suficiente durante o passo de desorção, tornando desta forma o sistema mais suscetível a 

efeitos de memória. O aquecimento uniforme da membrana promovido pelo sistema 

DIMP/T&R-MIMS resulta em uma desorção térmica uniforme melhorando a sensibilidade 

do sistema e reduzindo possíveis efeitos de memória, consequentemente diminuindo o 

tempo de análise. 
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Figura 5: Perfil do sinal do sistema DIMP/T&R-MIMS utilizando o modo de varredura 

SIM para uma solução de b-naftol 25 mM. (a) início do bombeamento da 

solução; (b) introdução de fluxo de ar no sistema; (c) chegada do fluxo de ar à 

membrana; (d) chegada de água à membrana; (e) primeira limpeza; (f) segunda 

limpeza. 
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3.2.3. Exemplos de Aquisição de Espectros de Massas Completos 

O pico DIMP/T&R-MIMS tem tempo de duração consideravelmente curto, mas 

mesmo assim é suficientemente longo para permitir a aquisição de vários espectros de 

massa completos dos composto que estão sendo analisados. Isto permite que se faça a 

identificação do analito com grande margem de segurança. A Figura 6 mostra exemplos de 

espectros de massas obtidos através do sistema DIMP/T&R-MIMS. Os espectros foram 

adquiridos no tempo de desorção máximo utilizando-se para isto solução diluída (25 µM) 

de alguns SVOC de relativa importância. Os testes preliminares mostraram a eficiência do 

sistema para análise de alguns compostos orgânicos tais como: benzo(a)pireno, β-naftol, 

nicotina, fenantreno, ácido lático, dimetilsiloxano (DMSO) e cafeína. 
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Figura 6: Espectros de massas (EI a 70eV) obtidos com o sistema DIMP/T&R-MIMS.  

Soluções aquosas (25 mM); (a) nicotina; (b) naftaleno; (c) benzo(a)pireno;        

(d) ácido láctico; (e) cafeína; (f)�naftol. 
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3.3. EQUIPAMENTOS E REAGENTES 

Os experimentos foram realizados em um espectrômetro de massas 

monoquadrupolar Extrel (Pittsburg, PA) adaptado com um quadrupolo de ¾” de alta 

transmissão, utilizando EI com energia de ionização de 70 eV. Os experimentos foram 

realizados em sala com temperatura controlada (23 ± 1 °C ). A solução contendo o analito 

foi bombeada através do sistema por uma bomba peristáltica de oito rolos à uma vazão de, 

aproximadamente, 2,0 mL/min. A membrana capilar utilizada foi fornecida pela a Dow 

Corning Co ( Silastic Medical-Grade tubing) com espessura da parede de 0,011”, diâmetro 

interno de 0,025” e diâmetro externo de 0,047”. Para uma perfeita adaptação da membrana 

capilar nos tubos de aço inox (diâmetro de 1/24”) a mesma foi mergulhada em hexano, 

permitindo assim que ela se expandisse, e que após a evaporação do hexano obtem-se uma 

forte vedação. Todos os reagentes para o desenvolvimento da técnica proposta foram 

adquiridos com alto grau de pureza (P.A.). Cloroformiato de etila (Aldrich), Etanol (Synth), 

Piridina (Synth). DL-dithiothreitol (DTT) (Sigma), ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 

adquirido na forma de sal de sódio (Nuclear), ácido tricloroacético (TCA) (Merck), DL-

homocisteína (ácido 2-amino-4-mercaptobutirico) e cloridrato de L-cysteína (Sigma).  

Utilizou-se também vortex modelo AP56 (Phoenix), e centrífuga modelo Q-222-T18 

(Quimis). 
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4.1. PREPARAÇÃO DAS SOLUÇÕES 

Solução de EDTA (Nuclear) saturada:  em um balão de volumétrico contendo 

água destilada adicionou-se EDTA na forma de sal de sódio até se obter uma solução 

saturada. 

Solução de DL- dithiothreitol a 1,0 mM:  pesou-se 0,080 g de DTT (Sigma), 

após completou-se o volume com água destilada em um balão volumétrico de 5,0 mL,  

Cloroformiato de etila:  utilizou-se o cloroformiato de etila (Aldrich) em sua 

forma original. 

Solução de ácido tricloroacético a 5%:  pesou-se 5,0 g de TCA (Merck), após 

dissolveu-se com água destilada para um volume em um de 100 mL utilizando-se balão 

volumétrico. 

DL-homocisteína 500 µM:  pesou-se 0,0032 g de DL-homocisteína (Sigma) e 

seu  volume foi levado à 50 mL em balão volumétrico  

Solução de Água-etanol-Piridina:  em um balão volumétrico de 100mL 

colocou-se 60 mL de água destilada, 32 mL de etanol (Synth) e 8,0 mL de piridina (Synth). 

Obs:  Todos os reagentes e solventes foram adquiridos com alto grau de 

pureza. 

 

4.2. PREPARAÇÃO DA AMOSTRA 

Na preparação da amostra para análise, 3,0 mL de sangue total são coletados 

em tubos Vacutainer® contendo EDTA a 7%.  O tubo é imediatamente centrifugado à 1000 

x g durante 5 minutos a 4°C.  Para a determinação total de homocisteína, uma parte do 

plasma (1,0 mL) é tratado com 100µL de solução de EDTA (saturada) e 250µL de solução 

de DTT 1,0 mM durante 30 minutos à 36°C, para reduzir os tióis e desacoplar a 

homocisteína da proteína presentes no plasma.  A solução então é misturada com uma 

solução à 5% de ácido tricloroacético (1,0 mL) e agitado vigorosamente em vortex para que 

ocorra a desproteinização da amostra.  Após todas estas etapas esta amostra é centrifugada 

a 3000 rpm por 15 minutos. 
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4.3. PROCEDIMENTO DE DERIVATIZAÇÃO 

Após o tratamento da amostra, 1,5 mL de sobrenadante foi separado, e então 

adicionados 100 µL de uma solução de água-etanol-piridina (60:32:8), previamente 

preparada, e 25µL de cloroformiato de etila (derivatizante) e homogeneizado em frasco de 

3,0 mL com tampa.  Nesta etapa ocorre liberação de dióxido de carbono (Equação 1). 

Para realização da curva de analítica, foi preparada uma solução estoque padrão 

de homocisteína em água na concentração de 500� M.  Esta solução foi tratada e 

derivatizada da mesma forma que a amostra. 

Após as etapas de tratamento e derivatização, a curva foi construída através de 

sucessivas diluições da solução estoque em água destilada.  Esta solução foi preparada 

diariamente devido à falta de informações sobre a estabilidade do produto de derivatização.  

O processo de aquisição dos espectros de massas utilizando a técnica DIMP/T&R-MIMS 

foi realizado como descrito anteriormente no tópico Modo de Operação na página 39. 
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Equação 1: Mecanismo de derivatização da homocisteína. 
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5.1. ANÁLISE DA HOMOCISTEÍNA SÉRICA 

Os resultados obtidos nos primeiros ensaios realizados com a homocisteína 

utilizando-se o sistema DIMP/T&R-MIMS, mostraram que não foi possível analisar a 

homocisteína sem tratamento prévio da amostra.  Estes testes foram realizados em matrizes 

aquosas sem tratamento prévio da amostra e, devido a alta polaridade e conseqüente baixa 

permeabilidade da molécula homocisteína pela membrana de silicone não foram obtidos os 

resultados desejados. Um método alternativo para esta análise foi realizado através da 

derivatização da amostra que corresponde à transformação deste aminoácido em um 

produto menos polar e mais estável a altas temperaturas. O método de derivatização 

utilizado foi o proposto por Husek em 1991
75

, que realiza a esterificacão do aminoácido 

tornando-o menos polar. A derivatização da homocisteína ocorre tanto no grupo amino, 

bem como no grupo ácido pela adição de uma mistura de solventes contendo água, etanol e 

piridina na proporção 60:32:8. O meio alcalino é responsável pela abstração do hidrogênio 

ácido da molécula de homocisteína, tanto do grupo ácido, como do grupo amino. A seguir 

foi adicionado o cloroformiato de etila e o produto desta reação (Equação 1) foi analisado, 

obtendo-se os resultados desejados. Nesta reação ocorre a liberação de uma grande 

quantidade de dióxido de carbono, como observado na Equação 1. 

A Figura 7 mostra dois espectros de massas da homocisteína que não foi 

submetida ao processo de derivatização. A Figura 7a mostra um espectro de massas obtido 

utilizando-se o sistema DIMP/T&R-MIMS de uma solução de homocisteína em água 

destilada utilizando varredura completa de íons, comparando-se este espectro com um 

espectro de massas obtido da literatura (Figura 7b) observa-se que a homocisteína não 

permeia a membrana mesmo após aquecimento, pois não são observados os picos de 

massas referentes a este composto.  
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Figura 7: (7a) Espectro de massas EI a 70ev obtido de uma solução de homocisteína em 

água destilada utilizando a técnica DIMP/T&R-MIMS em varredura completa de 

íons;  (7b) Espectro de massas EI a 70ev da homocisteína obtido de literatura 

(NIST). 
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Após o processo de derivatização novos espectros de massas foram obtidos 

realizando-se a varredura completa de íons, e desta vez são observados alguns íons de boa 

intensidade, indicando desta maneira a provável formação de algum derivado que permeia 

com eficiência a membrana (Figura 8b).  Para se ter certeza que o derivado provém da 

homocisteína, um branco contendo somente os reagentes de derivatização também foi 

analisado (Figura 8a). Analizando-se os dois espectros de massas podemos observar que se 

formaram os picos de m/z 118, 126 e 145 correspondentes aos compostos utilizados na 

derivatização, bem como de produtos de algumas reações que possam ter ocorrido entre 

eles. Os outros íons do espectro da Figura 8b, íons de m/z 175, 188, 189 e 234, são portanto 

referentes à homocisteína derivatizada. Um outro íon de m/z 207 presente no espectro de 

massas da Figura 8b não decorre da homocisteína derivatizada, e sim da liberação de 

ftalatos da membrana devido ao aquecimento da mesma. Esteres de ácido ftálico, os 

ftalatos, são aditivos comuns de polímeros sintéticos 
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Figura 8: Espectro de massas EI a 70ev obtido com a técnica DIMP/T&R-MIMS:  (a) 

branco, (b) após a derivatização de uma solução de homocisteína. 
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5.2. COMPROVAÇÃO DA DERIVATIZAÇÃO E ESCOLHA DE SINAIS PARA 

QUANTIFICAÇÃO DA HOMOCISTEÍNA 

Para se provar que havia realmente ocorrido a derivatização da homocisteína, e 

identificar os sinais dos espectros de massas para posterior monitoramento, foi realizada 

uma análise de GC/MS dos compostos derivatizados. 

Para o estudo de GC/MS a homocisteína foi derivatizada juntamente com a 

cisteína, pois a cisteína possui estrutura e peso molecular próximo ao da homocisteína, 

diferindo desta apenas pela presença adicional de um grupo metileno. A escolha do sinal de 

monitoramento é muito importante, pois o sangue é constituído de uma matriz bastante 

complexa, onde a presença de interferentes pode ser muito comum. Como a cisteína é um 

componente presente na corrente circulatória ele pode ser um inteferente importante. 

A Figura 9 mostra o cromatrograma obtido da mistura de homocisteína e 

cisteína derivatizadas. Os compostos mostraram tempos de retenção distintos sendo 18,2 

min. para a cisteína e 19,4 min. para a homocisteína. Para a realização deste estudo em 

GC/MS tanto a cisteína bem como a homocisteína foram simultaneamente derivatizadas em 

meio aquoso. Após a derivatização os compostos formados foram extraídos com 

clorofórmio. O clorofórmio foi então evaporado e os produtos da derivatização foram 

dissolvidos em acetato de etila e posteriormente analisados. 
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Figura 9: Cromatrograma total de GC-MS da mistura de homocisteína e cisteína 

derivatizadas:  os picos em 18.2 e 19.4 minutos são correspondentes à cisteína 

e homocisteína, respectivamente. 

 

Na Figura 10 podemos observar o espectro de massas obtido para os dois 

compostos derivatizados (Figura 10a referente a cisteína e a Figura 10b à homocisteína). A 

análise destes espectros demonstrou que os dois compostos formam o íon [M-H]
+
 de m/z 

220 e 234 para a cisteína e homocisteína respectivamente, entre outros referente a perda de 

hidrogênio radicalar bem como de outros fragmentos ionizados provenientes dos compostos 

derivatizados. 
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Figura 10: Espectro de massas obtidos em GC-MS para;  a - cisteína derivatizada,              

b - homocisteína derivatizada  
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Após vários testes a escolha do íon para a realização do monitoramento da 

análise quantitativa da homocisteína foi o de m/z 234, pois apesar do pico de m/z 175 ser 

mais intenso, o mesmo está presente em uma região onde os fragmentos apresentam menor 

seletividade podendo também haver interferência de cisteína que apresenta também este 

fragmento. A escolha do íon de m/z 175 poderia levar a um resultado não confiável pela 

sobreposição dos sinais destes dois compostos.  Outro íon de m/z 188 também é comum nos 

dois espectros. Portanto, o íon de m/z 234 se mostrou o mais apropriado para quantificação 

da homocisteína, ou seja massa relativamente alta, que minimiza a probabilidade de 

interferentes, com intensidade razoável. 

O Esquema 1 mostra o mecanismo de fragmentação dos principais íons 

propostos para a homocisteína derivatizada. 
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Esquema 1: Mecanismo proposto para a fragmentação da homocisteína derivatizada. 
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5.3. LINEARIDADE DO SISTEMA 

Após a escolha do método de derivatização e da escolha do íon característico 

para a análise da homocisteína, foi iniciada a etapa de otimização das condições de análise.  

O primeiro teste realizado foi para se verificar a linearidade do método proposto. Para a 

realização deste teste uma curva analítica foi construída preparando-se homocisteína padrão 

em água destilada. Esta solução continha todos os reagentes utilizados na derivatização, 

bem como os reagentes utilizados no preparo das amostras de sangue que posteriormente 

seriam analisadas.  

Após a calibração do equipamento operando em um faixa de maior 

sensibilidade, que corresponde a uma massa alta, realizamos as análise através do modo 

SIM (monitoramento de íons selecionado), selecionando-se um íon específico para a 

análise, o íon de m/z 234, e um íon de controle o de m/z 227. Este íon de m/z 227, que não 

se observa no espectro de massas da homocisteína derivatizada é utilizado para verificar 

alguma alteração do ruído que possa ocorrer no sistema durante o decorrer da análise.  O 

modo de monitoramento SIM foi escolhido por apresentar maior sensibilidade pois a 

análise é realizada com apenas em um único sinal analítico. 

A Figura 11 mostra a aquisição dos sinais e a curva analítica obtida para o 

método. A Figura 11a representa a aquisição dos sinais no modo de monitoramento SIM 

para o íon de m/z 234 em diferentes concentrações (10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 µM ) da 

homocisteína derivatizada. O íon de controle m/z 227 também foi monitorado, mas não está 

representado no espectro. A Figura 11b representa a curva analítica obtida, traçando-se os 

dados obtidos no monitoramento das várias diluições preparadas. Pelo coeficiente de 

correlação obtido (R=0,998) observado para esta faixa de concentração, podemos observar 

que o sistema de escolha para a análise mostrou um resultado bastante linear levando-se em 

consideração a complexidade da matriz. 
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Figura 11: (a) intensidades absolutas dos sinais em modo SIM (m/z 234) obtidas com 

concentrações de 10, 15, 20, 25, 30, 40 e 50 µM de homocisteína derivatizada;  

(b) curva analítica obtida através dos valores das intensidades absolutas pela 

concentração de homocisteína. 

 

5.4. TESTE DE RECUPERAÇÃO 

Para confirmar a eficiência do método desenvolvido e proposto para a análise 

de homocisteína foi realizado o teste de recuperação. Neste teste foram dosadas uma 

concentração de homocisteína dentro de uma faixa normal presente em amostra de sangue 

(aproximadamente 10.5µmol/L). Em seguida, foi adicionado uma solução padrão de 

homocisteína em todas as amostras para verificar-se a recuperação do ensaio em termos de 

concentração molar de homocisteína. Através dos resultados obtidos (Tabela 1) pode-se 
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observar que a determinação de homocisteína em plasma humano mostrou a viabilidade 

deste método (DIMP/T&R-MIMS) em análises de amostras presentes em matrizes 

complexas. Os resultados obtidos nestas diversas concentrações mostraram uma 

recuperação de aproximadamente 97,4%, como pode ser observado na Tabela 1 descrita 

abaixo. 

Tabela 1: Porcentagens de recuperação obtidas para as soluções de homocisteína. 

Nº Amostra Concentração  

µmol/L 

Encontrado % recuperação 

1 20.5 22.5 109.7 

2 30.5 30.6 100.3 

3 40.5 37.9 93.6 

4 20.7 19.0 91.8 

5 28.7 26.3 91.6 

Média = 97,4% 

 

Como podemos observar as porcentagens obtidas no teste de recuperação estão 

dentro dos valores aceitos para uma análise bioquímica. 

 

5.5. REPRODUTIBILIDADE 

Para a realização de testes de reprodutibilidade, foram utilizadas amostras reais 

de plasma humano, onde foram adicionadas uma solução padrão de homocisteína de 

concentração conhecida (20 µM). As intensidades absolutas dos sinais foram obtidas para 

este teste, com o equipamento operando em modo SIM de acordo com a técnica 

desenvolvida. Os testes foram realizados através de uma série de cinco repetições. Na 

aquisição dos sinais as diferenças entre as intensidades relativas foram muito pequenas, 

como pode ser observado na Figura 13, obtendo-se um erro relativo de aproximadamente 

2,5%, não alterando portando as concentrações de homocisteína das amostras de maneira 

significativa. 
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Na Figura 13 podemos observar os sinais obtidos no teste de reprodutibilidade, 

realizado com amostra de plasma humano adicionada com solução padrão de homocisteína. 
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Figura 13: Sinais obtidos em modo SIM por EI a 70ev do teste de reprodutibilidade 

monitorando o íon de m/z 234, realizado com amostras de plasma humano 

adicionadas com homocisteína derivatizada na concentração de 20 µM. 
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5.6. CORRELAÇÃO ENTRE OS RESULTADOS OBTIDOS NA ANÁLISE DA 

ANÁLISE DA HOMOCISTEÍNA PELO MÉTODO DIMP/T&R-MIMS 

PROPOSTO E HPLC. 

No intuito de se comparar os resultados obtidos com o método DIMP/T&R-

MIMS para a quantificação de homocisteína, empregou-se como método de referência, a 

análise por HPLC com fase reversa e detector de fluorescência, obtendo-se a concentração 

de homocisteína em amostras de plasma humano. Analisando um conjunto de 18 amostras 

de plasma humano pelos 2 métodos (DIMP/T&R-MIMS - HPLC) podemos comparar 

melhor o valor de concentração molar de homocisteína obtidas pelas duas técnicas. Os 

resultados obtidos pelas duas técnicas, estão mostrados na Tabela 2, onde podemos 

observar os valores das concentrações entre o método padrão (HPLC) e o método proposto 

(DIMP/T&R-MIMS). 

Tabela 2: Concentrações de homocisteína plasmática medidas por HPLC com fase reversa 

e detector de fluorescência e DIMP/T&R-MIMS utilizando EI a 70ev, com suas 

respectivas concentrações em µmol/L, nas duas diferentes técnicas. 

Amostra HPLC 

µmol/L 

DIMP/T&R-MIMS 

µmol/L 

01 9,5 10,5 

02 11,2 11,0 

03 12,5 11,6 

04 13,6 12,5 

05 10,9 12,7 

06 11,3 12,5 

07 13,2 11,8 

08 15,0 13,4 

09 11,6 10,8 

10 9,7 11,4 

11 12,7 11,7 

12 13,0 14,4 

13 11,6 10,7 

14 10,5 11,3 

15 10,2 9,5 

16 11,6 9,5 

17 10,8 9,1 

18 12,6 13,7 

Resultados e Discussão 

66



Para análise estatística dos dados obtidos através das duas técnicas foi 

construído um Box Plot para cada técnica (Figura 14), que demonstra que as duas técnicas 

possuem a mesma variabilidade, e com isso a capacidade desta nova técnica (DIMP/T&R-

MIMS) analisar amostras reais de plasma humano.    

  

 

 

Figura 14: Box Plot das duas técnicas onde VAR 1 é a variabilidade obtida da técnica de 

HPLC E VAR 2 é a variabilidade da técnica DIMP/T&R-MIMS. 
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Após a construção do Box Plot para análise da variabilidade das duas técnicas, 

foi realizado outro teste estatístico, denominado “Correlação de Pearson” que foi dada de 

acordo com a equação VAR2 = 4,3209 + 0,61477 * VAR1, onde VAR2 corresponde ao valor 

da técnica DIMP/T&R-MIMS e VAR1 corresponde ao valor obtido da técnica de HPLC.  

Este teste possui uma faixa de variação entre +1 e –1 (Figura 15). 

O teste estatístico utilizando a “Correlação de Pearson” obteve um r = 0.59886 

ou 59,88%, demonstrando que a concordância acompanha positivamente os dados obtidos 

entre as duas técnicas.  

Após estes testes pode se concluir que os resultados obtidos com a técnica 

DIMP/T&R-MIMS mostraram uma boa concordância e variabilidade em relação os obtidos 

pela técnica de HPLC, o que vem corroborar para que esta nova técnica possa ser aplicada 

para a análise de homocisteína em plasma humano. 

 

Figura 15: Gráfico da correlação entre as duas técnicas, onde se obteve um r= 0.598897. 

                                                           
75 P. Husek, Rapid derivatization and gas chromatography determination of amino acids. J. Chromat, (1991), 

552, 289-299. 
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6. CONCLUSÕES 
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O desenvolvimento deste projeto, realizado dentro do cronograma proposto, nos 

permite obter várias conclusões ligadas ao método DIMP/T&R-MIMS e a análise de 

homocisteína nas amostras plasmáticas, além do estudo da reprodutibilidade e estabilidade 

destas amostras. Os resultados obtidos após a realização dos procedimentos de preparação e 

derivatização realizados com a homocisteína foram bastante satisfatórios. A técnica além de 

ser utilizada na análise deste aminoácido em sangue, pode ser também expandida para a 

análise em urina, uma vez que a matriz (urina) é menos complexa, bem como a análise de 

outros tipos de compostos nesta mesma matriz. 

Para a execução do projeto houve algumas dificuldades encontradas, que foram 

contornadas e solucionadas. Uma das dificuldades encontradas foi a tentativa de análise de 

homocisteína com amostras sem prévia derivatização onde o espectro de massas obtido não 

demonstrou o composto desejado. Após a derivatização das amostras com cloroformiato de 

etila o método proposto ficou bastante viável demonstrando simplicidade e rapidez nas 

analises (não mais que 50 minutos). 

Existe ainda a possibilidade de automação do sistema o que torna a técnica 

ainda mais rápida eficiente. O limite de detecção obtido para esta técnica corresponde a 

uma faixa bastante baixa (2µM) comparada com as técnicas já existentes. 

Os procedimentos envolvidos são simples, podendo ser utilizados com 

vantagens principalmente em situações em que há necessidade de se quantificar uma 

número maior de amostras, em um curto  período de tempo. Outra vantagem é a utilização 

de pequenos volumes de amostra. Existe a vantagem de outros métodos utilizados, poderem 

sofrer interferência de outros compostos que possam ser detectados, tal como a elevada taxa 

de proteínas que pode causar turbidez na solução limitando seu emprego. 

A relação custo benefício é importante na implantação de qualquer metodologia 

analítica.  A simplicidade de operação demonstra uma vantagem econômica considerável, 

uma vez que após obtido o equipamento e a membrana podemos realizar esta análise com 

elevada pureza e baixo custo, requisitos quase sempre desejáveis em uma análise. No nosso 

caso, após a padronização da metodologia empregada podemos realizar esta analise 

rotineiramente uma vez que a técnica demonstrou bastante simplicidade e rapidez na sua 
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realização. Podemos realizar todo o processo que compreende desde a preparação da 

amostra bem como sua quantificação em um período de até 50 minutos, atingindo 

plenamente nosso objetivo inicial que seria, implementarmos e validarmos uma nova 

metodologia para dosagem de homocisteína sérica.  
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7. PERSPECTIVAS  
FUTURAS 
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Como proposição de trabalhos futuros sugerimos a dosagem de cisteína bem 

como da glutationa sendo esta ultima um indicador biológico de estresse oxidativo. 

Testes preliminares para a dosagem de cisteína já foram realizados e são 

perfeitamente factíveis de serem realizados em amostras de pacientes que apresentam 

doenças cardiovasculares. Em novos estudos estão sendo correlacionadas as concentrações 

de homocisteína e cisteína em pacientes com doenças cardiovasculares, devido as duas 

estruturas serem muito parecidas, e seus mecanismos de ação não serem bem conhecidos. 
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This research work describes a new method for the identification and 

quantitative determination of homocysteine in plasm, an intermediate of the cystein 

synthesis, which is generated from methionine in the organism. This new method uses the 

Mass Spectrometry by Introduction via Membrane (MIMS). A membrane probe DIMP 

(Direct Introduction Membrane Probe) and the T&R-MIMS method (Trap and Release-

Membrane Introduction Mass Spectrometry) were employed, which operates by sampling 

the target compounds through a given period of time by adsorption in a silicone membrane, 

followed by a fast desorption produced on heating the membrane. Homocysteine analysis 

was performed by its derivatization through an esterification reaction with ethyl 

chloroformiate in a mixture of pyridine, ethanol and water as the solvent. 

The experiments were performed in a Monoquadrupolar Mass Spectrometer, 

under a SIM (Selected Ions Monitoring) mode of operation. The m/z 234 ion, which 

corresponds to the homocysteine [M-H]+ fragment, was monitored.  Linearity tests led to a 

correlation coefficient of 0.998. Five runs of a single experiment showed a deviation of 

2.5%, indicating the employed method leads to very reproducible results. It was observed a 

97.4% of recovering for the homocysteine, which demonstrates that the proposed method 

can be applied for its quantitative analysis. 
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Anexo 1: Vista Total do equipamento utilizado no projeto (Espectrômetro de Massas 

Monoquadrupolar Extrel (Pittsburg, PA) adaptado com um quadrupolo de ¾” 
de alta transmissão, utilizando EI com energia de ionização de 70 eV e o 
módulo computacional). 
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