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RESUMO

Esta dissertacdo apresenta uma breve introdu¢do sobre a técnica de
mobilidade i16nica acoplada a espectrometria de massas (Capitulo 1) e a discussdo
de resultados aplicados a trés subprojetos distintos. A técnica de TWIM-MS ¢é
uma técnica de separacao na qual a separacdo em dos ions ocorre em uma cela de
mobilidade i6nica e é baseada em parametros como a secdo de choque, carga,
polarizabilidade, que € a capacidade de um ion ter sua densidade eletronica
distorcida pela interacio com o gias de mobilidade, além de, obviamente, da
estrutura tridimensional dos ions em fase gasosa. Sobre o Capitulo 2, objetivo do
trabalho em petroledbmica foi desenvolver e otimizar um método para a
identificacdo de compostos polares presentes em amostras de petréleo e seus
derivados como diesel e gasolina, que fosse capaz de diferenciar amostras
distintas com relacdo essas composicoes, verificando quais respostas esta técnica
pode fornecer nos estudos petroledmicos. Puderam ser identificadas as classes N,
02 e NO, com excelente resolucdo com a técnica de TWIM-MS. Entretanto,
acredita-se que algumas outras classes ainda podem ser elucidadas. O CO, se
mostrou ser o melhor gis de mobilidade a ser utilizado para a resolu¢io destas
classes. A técnica de TWIM-MS também se mostrou adequada para a
caracterizacdo de gasolina e seus aditivos, entretanto mais amostras de diesel
aditivado devem ser investigadas, para se descobrir porque os aditivos nao
puderam ser detectados através da técnica de ESI-TWIM-MS. Com relagdo ao
estudo das estruturas em fase gasosa dos isdmeros do Corrol (Capitulo 3), pode-
se observar que o corrorin tem a estrutura tridimensional mais compacta entre
todos os isdmeros, enquanto NCC4 e corrol sdo os isOmeros com maiores se¢oes
de choque e maiores drift times. Mesmo que o norrole tenha os maiores valores
previstos de CCS, seu menor momento de dipolo resulta em interacdes mais
fracas com o gids de mobilidade, e um drift time menor do que o esperado ¢
obtido. Uma melhor resolucao entre os isomeros de corrol foi alcancada usando
CO, como gis de mobilidade. Além disso, estes isdOmeros podem ser
diferenciados monitorando ions caracteristicos resultantes de suas fragmentacgdes.
Em conclusdo, mostrou-se que a diferenciacdo por TWIM-MS destas estruturas
pode ser conseguida através do monitoramento das diferengas entre as suas
mobilidades relativas e também pelos espectros distintos de MS/MS obtidos para
cada i1somero. Ja o Capitulo 4, visou avaliar a separacdo de 4 dissacarideos
1isoméricos, em que se observou que a utilizacdo de mais gases polarizaveis, tais
como o CO,; na andlise realizada com o Synapt G2 permite uma resolu¢ao quase
na linha de base, o que ndo foi possivel utilizando N, como gas de mobilidade e
nem na primeira geracao do equipamento comercial Synapt, mesmo usando CO,
como gds de mobilidade.



ABSTRACT

This dissertation presents a brief introduction of the technique of Ion Mobility
Mass Spectrometry (Chapter 1) and also the discussion of results applied to three
distinct subprojects. The technique of Traveling Wave Ion Mobility Mass
Spectrometry, is a separation technique in which the separation of the ions occurs
in a mobility cell and is based on parameters such as collision cross-section,
charge, polarizability (the capacity of an ion to have its electronic density
distorted by interaction with the drift gas) and the three dimensional structure
(shape) of ions in the gaseous phase. The main goal of the work performed in
petroleomics (Chapter 2), was to develop and optimize a method for the
identification of polar compounds present in oil samples and its derivatives, such
as diesel and gasoline. The applied method was able to differentiate oil samples
based on some polar components. Classes N, O2 and NO could be identified with
proper resolution with TWIM-MS technique. However, it is believed that some
other classes may be elucidated. CO, was shown to be the best drift gas to be used
for the separation of these classes. The technique of TWIM-MS also proved to be
suitable for the characterization of gasoline and its additives, however, more
samples of additive diesel must be investigated to find out why the additives
could not be detected by the technique of ESI-TWIM-MS. During the study of
tridimensional structures in the gaseous phase of five Corrole isomers (Chapter
3), it was observed that significant differences in shape and charge distributions
for the protonated molecules lead to contrasting gas phase mobilities, most
particularly for corroin, the most “confused” isomer. Accordingly, corroin was
predicted by DFT and collisional cross section calculations to display the most
compact tridimensional structure. NCC4 and corrole, on the other hand were
found to be the most planar isomers. Better resolution between the corrole
1somers was achieved using the more polarizable and massive CO, as the drift gas
and contrasting labilities towards CID, allowed the prompt differentiation of
some isomers. Chapter 4 aimed to evaluate the separation of four isomeric
disaccharides, where it was observed that the use of more polarizable gases, such
as CO,, in the analysis performed with a Synapt G2 allows almost a baseline
resolution for some isomeric pairs. This was not possible using N, as drift gas
with the Synapt G2, and not with the Synapt G1 using either N, or CO,.

Xi



INDICE

LISTA DE ABREVIATURAS. ...ttt XIIIV
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt st XVI
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt ettt XXI

CAPITULO 1. INTRODUCAO GERAL SOBRE A TECNICA DE ION MOBILITY

MASS SPECTROMETRY ..o oo s e se e es s s s s s s e esesesesesesesesenans 1
1.1. HISTORICO DA TECNICA ... e e e s s sese e ssenesenens 1
1.2. FUNDAMENTOS BASICOS DA TECNICA DE IM-MS.....oovoeoooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeererenn 2

1.3. FUNDAMENTOS E INSTRUMENTACAO DA TECNICA DE TRAVELING WAVE
ION MOBILITY MASS SPECTROMETRY ........cccvoviiiiiiiiiiiiiniieieeieeeeeeeeee et 6

CAPITULO 2. PETROLEOMICA VIA TWIM-MS: DESENVOLVIMENTO,
OTIMIZACAO E APLICACAO DE UMA METODOLOGIA ANALITICA PARA A

CARACTERIZACAO DE PETROLEOS E SEUS DERIVADOS .........cvveeeereereereeereereen. 10
2.1 INTRODUGAO . ......coeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s ee s ee s eeee e ee s es s s s ees s eees s 10
2.1.1. CARACTERIZACAO DE PETROLEO ........oceoeeoeeeeeeeeeeeeseeseeeeeeeeeseeseeeeseeeseeeee 10
2.1.2. IM-MS APLICADA A ESTUDOS EM PETROLEOMICA ........vveveerereerreereerrennn. 11
2.2 OBIETIVOS ...t eeeeees e s ee s ee s ee e eee s ee s ees s sees e eesseeeessen 12
2.3. PARTE EXPERIMENTAL..........ooivoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseesseeeseeeeeeesees s seesee 12
2.3.1. AMOSTRAS E REAGENTES........civeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseseesessseeseseeeeeseesessseesesseen 12
2.3.2. CONDICOES INSTRUMENTALIS .......cooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesessseeeeeeeseeseesessseesesseen 13
2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO ....coovooereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeseeeeeeeeeseeseeeessee e 14
2.5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS..........omooveeeerereeseeeeeeeeseeseesesseeeseeseen 31

CAPITULO 3. ISOMEROS DO CORROL: ESTUDO DAS ESTRUTURAS
TRIDIMENSIONAIS EM FASE GASOSA POR TRAVELING WAVE ION MOBILITY
MASS SPECTROMETRY E ESPECTROMETRIA DE MASSAS SEQUENCIAL............. 32

Xii



3. INTRODUGAO. ...t 32
3.1. A QUIMICA DOS CORROIS ..ottt e eee e eee e eeeee s eee s eeenns 32

3.1.2. A ESPECTROMETRIA DE MASSAS NA CARACTERIZACAO DE ISOMEROS 33

3.2 OBIETIVOS ... 34
3.3. PARTE EXPERIMENTAL .......ooooiiiiiioieieeeeseeeee e 34
3.4, RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......oouiviieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 37
3.4.1. ANALISE POR TWIM-MS .....coooiimimiiimiieeeeseeeeeeeeeeee e 37
3.4.2. CALCULOS TEORICOS .....ooomieeeeeeeeieeeeeeseeeeeeee e 43
3.4.3. ANALISE POR MS/MS DE VARREDURA DE [ONS PRODUTO.............ccc.cc......... 48
3.5. CONCLUSOES ......oooouiieeieeeeeeeeeee et s s 51

CAPITULO 4.  SEPARACAO DE DISSACARIDEOS ISOMERICOS POR TWIM-
MS: AUMENTANDO O PODER DE RESOLUCAO COM O SYNAPT G2 E GASES
MAIS POLARIZAVEIS. ......ooviiiieeeieeeeeeeeeeeee s 52

4.1. INTRODUGAO . .......cooiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ses st sesses s senas 52

4.1.1. A ESPECTROMETRIA DE MASSAS NA CARACTERIZACAO DE

OLIGOSSACARIDEOS .....oooiieeeeeeeeeeee e 52
4.1.2. OS AVANCOS DA TECNICA DE TWIM-MS .......ccoevvmrmrinrreosesresesseseeseseennn 53
4.2, OBIETIVOS ... 54
4.3. PARTE EXPERIMENTAL.........coovviomirioeeeeieeeeeeeeseeeeeeseeseessees s essess s s ssnseenn 55
4.3.1. AMOSTRAS E REAGENTES.........cocovioiiuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeses e essess s 55
4.3.2. CONDICOES INSTRUMENTAIS .......oooimmeeeieeeeeeeeeeeseeeeseeeeseseeesesees e 55
4.4. RESULTADOS E DISCUSSAQ ......oomivoeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeses s 56
4.5. CONCLUSOES .......ooitoeeeeeeeeeeeeee oo aeee s sssas e senan s 64
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........oooomiviiieieoeeeeeeeeeeeeeeee e 72

xiii



[M+H]" -
[M+Na] -

AIMS -
APCI -
APPI -
ASAP -
°C/min -
CCS -
CID -
Da -
DBE -
DFT -

dt -
DTIMS -
E -

EF IM-MS
EHSS -
ESI -
ESI(-) -
ESI(+) -
ESI-MS
eV -
FAIMS -
Fru -

FT ICR -

FT ICR-MS -

GI -

LISTA DE ABREVIATURAS

Molécula protonada

Molécula sodiada

Angstron ao quadrado

Aspiration lon Mobility Spectrometry
Atsmospheric Pressure Chemical lonization
Atmospheric Pressure Photo lonization
Atmospheric Pressure Solids Analisys Probe
Graus Celsius por minuto

Collision Cross Section

Collision Induced Dissotiation

Dalton

Double Bond Equivalent

Density Functional Theory

Drift time

Drift Time Ion Mobility Spectrometry

Campo elétrico

Extractive Fragment lon Mobility Spectrometry
Exact-Hard Spheres Scattering

loniz¢do por Electrospray

Electrospray no modo de ions negativos
Electospray no modo de ions positivos
Electrospray lonization Mass Spectrometry
Eletronvolts

Field-Asymmetric Wave Form lon Mobility Spectrometry
Frutose

Fourier Transform lon Cyclotron Ressonance
Fourier Transform Ion Cyclotron Ressonance Mass Spectrometry

Synapt G1

Xiv



G2 -

Gal -
GC-MS -
Glc -
HDMS -
HF -
HPLC -
IM -
IM-MS -
IMS -

K -

kV

L/h
LDI -

m -

m/s -
m/z -
MALDI -
mbar -
MCR -
MDI -
mg -

min -
mL -
mL/min -
MMCC -
MS -

ms -
MS/MS -
N -

NH; -

Synapt G2

Galactose

Gas Chromatography Mass Spectrometry
Glicose

High Definition Mass Spectrometry
Acido fluoridrico

High Performance Liquid Chromatography
lon Mobility

lon Mobility Mass Spectrometry

lon Mobility Spectrometry

Mobilidade I6nica

kilo Volts

Litro por hora

Laser Dessorption Ionization

Massa

Metros por segundo

Razao massa sobre carga

Matrix Assisted Laser Dessorption lonization
milibar

Modelo de Cargas Residuais

Modelo da Dissociacio de fons
miligramas

minuto

mililitros

mililitros por minuto

Mobility Mass Correlation Curve

Mass Spectrometry

milisegundos

Tandem Mass Spectrometry

Classe N

AmoOnia

XV



NO -

02 -

°C.
PETROBRAS -
PM -

q-

RF -

R, -

Rpp-

T-

™ -

TOF -
T-wave -
TWIM -
TWIM-MS -
V -

v/v -

Win -

Classe NO

Classe 02

Graus Celsius
Petréleo Brasileiro S/A
Projection Method
Carga

Radio frequéncia
Poder de Resolugao
Resolugdo pico-a-pico
Temperatura
Trajectory Method
Time og Flight

Traveling Wave

Traveling Wave lon Mobility

Traveling Wave lon Mobility Mass Spectrometry

Volts

Volume por volume

largura do pico a meia altura

Fator de separacao

Mass reduzida do fon e do gas

Microlitro
Velocidade de Fluxo

Secao de choque

XVi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema demonstrando o principio basico da separagao por mobilidade
10nica, em que ions com diferentes estruturas tridimensionais irdo atravessar a

cela de mobilidade com diferentes tempos (drift times). .......ccccuveeeeeeeceveeeeeninnnnn.. 5

Figura 2. Representacdo esquematica de uma cela de mobilidade utilizada em

TWIM. ottt sttt sttt 7
Figura 3. Esquema do equipamento de TWIM-MS Synapt HDMS (Waters)..... 9

Figura 4. a) Espectro de massas para a amostra S1 obtido por TWIM-MS e b)
obtido por FT-ICR MS......ooiie ettt e 17

Figura 5. Espectro bidimensional de drift time versus m/z para a amostra S1, em

COQ. ..................................................................................................................... 19

Figura 6. a) Distribuicdo de classes para a amostra S1 e b) griafico de DBE por
nimero de carbonos para a classe O2, obtidos com o software PetroMS, a partir

dOS dados de FT-ICR M S ... e s 20

Figura 7. a) Mobility Mass Correlation Curves para a classe de compostos N e
02 obtidas com N2 como géis de mobilidade (pressao = 2,00 mbar, velocidade de
onda = 300 m/s e altura de onda = 30 V) e b) com CO, como gis de mobilidade
(pressdo = 0,85 mbar, velocidade de onda = 450 m/s e altura de onda = 30 V). 21

Figura 8. Espectro Bidimensional de drift time versus m/z para a amostra S2.. 22

XVii



Figura 9. a) Distribuicao de classes para a amostra S1 e b) griafico de DBE por
numero de carbonos para a classe NO obtidos com o software PetroMS, a partir

A0S dados de FT-ICR M S . ... e e e eeeeeans 23

Figura 10. Espectro bidimensional de drift time versus m/z obtidos com ESI(+)
para a) amostra de diesel comum, b) amostra de diesel aditivado, ¢) amostra de
gasolina comum (bandeira I) e d) amostra de gasolina aditivada (bandeira I).
(condig¢des de a) e b): CO,, 0,70 mbar, 550 m/s, 25 V e condicdes de ¢) e d): CO,,
0,70 mbar, 430 /8, 25 V) oottt ettt 24

Figura 11. Espectro bidimensional de drift time versus m/z obtidos com ESI(-)
para a) amostra de diesel comum, b) amostra de diesel aditivado, ¢) amostra de
gasolina comum (bandeira I) e d) amostra de gasolina aditivada (bandeira I).

(condigdes: CO,, 0,70 mbar, 600 m/S, 30 V). ceoeriiiiiiiiieeeeieeeeeee e, 25

Figura 12. a) Cromatogramas obtidos através da andlise por CG-MS para as
amostras do diesel comum e b) aditivado. (No cromatograma, a = 9,15-

octadecadienoato de metila, b = C21, ¢ = 8-octadecenoato de metila)............... 27

Figura 13. Espectro bidimensional de drift time versus m/z , obtidos em ESI(+),
para a gasolina aditivada, destacando-se o espectro da regido dos aditivos,

circulados em branco a) para a bandeira I e b) para a bandeira I...................... 29

Figura 14. a) ESI(+) de gasolina comum e b) gasolina aditivada da mesma

DANAEITA. ...t e e e et e e e e e e e et e e e e e e eaaeeeeaaeeanaaees 30

Figura 15. a) Espectro bidimensional de drift time x m/z de gasolina comum e b)

Espectro bidimensional de drift time x m/z de gasolina aditivada....................... 30

XViii



Figura 16. Graficos de drift time sobrepostos obtidos para cada isémero
separadamente. a) N,, pressdo = 2,00 mbar, velocidade de onda = 250 m ste
altura de onda de 30,0 V; b) pressao de CO, = 1,00 mbar, velocidade de onda =
280 m s e altura de onda de 30,0 V; ¢) grificos de drift time sobrepostos para o
corrorin € NCC4 utilizando as condi¢des de b); em destaque o grifico de
mobilidade de uma mistura corrorin € NCC4 analisadas em uma mesma solu¢ao

na mesma condi¢do experimental de b). ........ccoeviiiiiiiiiiiniiin 39

Figura 17. Geometrias representativas, otimizadas no nivel B3LYP/6-31g(d,p),
de todos os cinco isdmeros do corrol. Figuras foram geradas usando o programa

PyMOLVI.I. ....................................................................................................... I;

Figura 18. Espectro de MS/MS de varredura de ions produto para a) corrol, b)
corrorin, ¢) NCC2, d) NCC4 e e) norrol, utilizando 40,0 eV de energia de colisdo.

Figura 19. Deconvoluciao dos picos de mobilidade obtida para uma mistura de
corrorin ¢ NCC4, conseguida através da extracdo de cromatogramas de
mobilidade individuais para os ions de fragmentos especificos observados no

espectro de fon produto de cada isomero, m/z 525 para corrorin e m/z 780 para

Figura 20. a) Espectros de drift times obtidos para a sacarose, lactose, celobiose e
maltose no Synapt (CO,, 2.00 mbar, velocidade de onda = 100 m s'l, altura de
onda = 30V) e b) andlise realizada no Synapt G2 (CO,, 2.00 mbar, velocidade de
onda = 550 m's™, altura de onda = AT AN T 57

XiX



Figura 21. a) Graificos de drift time obtidos para uma mistura de maltose e
lactose no Synapt G1 com CO,, b) no G2 com N, ¢) no synapt G1 com CO, e d)

nas mesmas condi¢des de b), porém usando CO, como gas de mobilidade....... 61

Figura 22. Espectros de MS/MS dos fons [M+Na]" obtidos para amostras puras
de a) maltose, b) sacarose, c¢) lactose e d) cellobiose, utilizando 100 eV de energia

Q€ COLISTAO. -ttt e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e s 64

XX



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Poder resolugdo (R,) determinado para os graficos de drift time
adquiridos a partir de solu¢des individuais de cada isomero utilizando N, e CO,

como gases de mobilidade e EQUACA0 2.............ccooovveeeiiieniiieeiee e 41

Tabela 2. Fator de separacdo a e resolu¢do pico-a-pico (R;,) calculadas para

cada par de isomeros usando N, e CO, como gases de mobilidade. .................. 42

Tabela 3. Energias, secdes de choque e momentos de dipolo para os isdmeros do

’ b
Corrol. (“Para as espécies protonadas,” Exormarizapa = E = Ecomole) oveeveereereennn. 45

Tabela 4. Poder de resolugdo do pico de mobilidade (R,) para cada isdmero

analisado separadamente com o Synapt € 0 Synapt G2........cccccceeeveiivinrieeennnen. 58

Tabela 5. Fator de separagdo o e resolugdo pico-a-pico (R,.,) calculados para

cada par de i1soOmeros usando o Synapt G1 € 0 G2........ccceeviiiiiiiiinniiiiniieeeee 59

XXi



CAPITULO 1. Introducio geral sobre a técnica de Ion Mobility
Mass Spectrometry

1.1. Historico da técnica

As primeiras medidas da mobilidade i0nica de ions foram realizadas por
Tyndall e Powell em 1931, em um experimento que verificava a mobilidade de ions
positivos em gas hélio'. Logo em seguida, em 1932, Bradbury e colaboradores
realizaram um experimento que media a mobilidade absoluta de elétrons em gés
hidrogé€nio, descrevendo entdo, um novo método para medir a mobilidade de
elétrons em diferentes gases”. Todos estes experimentos usavam um instrumental
simplificado (se comparado a tecnologia atual) montado em laboratério e serviram
de base para o desenvolvimento da técnica e o entendimento de seus principios
basicos. Até a década de 70 muitos outros trabalhos descrevendo a mobilidade de
ifons ja haviam sido reportados na literatura, fornecendo material para que em 1975
Revercon e Mason publicassem um artigo de revisdo na Analitycal Chemistry’,
descrevendo os principios e aplicacdes da técnica que foi neste momento
denominada de “Cromatografia de plasma” e “Eletroforese gasosa”, visto que a
técnica, até entdo, sempre considerava ions em fase gasosa, sendo principalmente
utilizada para a andlise de compostos organicos volateis e para comprovar o estado
de carga de espécies idnicas”.

A Espectrometria de Mobilidade Ionica (lon Mobility Spectrometry — IMS)
se tornou uma técnica analitica de grande destaque nas ultimas décadas
principalmente apds seu acoplamento com a técnica de Espectrometria de Massas
MS - Mass Spectrometry). Em 1997, o grupo de Clemmer e colaboradores

desenvolveu um equipamento de IM acoplado a MS que utilizava um analisador
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hibrido (lon Trap e Time-of-flight), sendo este desenvolvimento um marco de
extrema importincia no desenvolvimento da técnica. Atualmente, cerca de 50000
espectrometros de mobilidade i0nica sdo utilizados ao redor do mundo, sendo
aplicados para os mais diversos tipos de andlises, tais como de explosivos, drogas,
farmacos, dentre outros, e em diversas matrizes.

O desenvolvimento de fontes como o Electrospray (ESI) e a Matrix Assisted
Laser Dessorption lonization (MALDI) como fonte de ions para IMS aumentou
drasticamente as possibilidades de aplicacdes da IMS, que pdde ser aplicada na
determinacdo de ions em fase aquosa ou at¢é mesmo em fase soOlida contendo
analitos nao volateis. Além disso, o desenvolvimento de instrumentos de IMS de
alta resolucdo e a implementacdo de metodologias que utilizam gases de
mobilidade seletivos permitiram que fossem realizadas separacdes em fase gasosa
de isOmeros estruturais, conformeros poliméricos € compostos quirais, com uma
velocidade jamais conseguida anteriormente, visto que a separa¢ao por mobilidade
16nica ocorre na faixa de milisegundos, enquanto que separagcdes por cromatografia

ou eletroforese ocorrem na ordem de minutos.

1.2. Fundamentos basicos da técnica de IM-MS

Quando acoplada a Espectrometria de Massas (Mass Spectrometry — MS), a
IMS, que separa os ions de acordo com seu tamanho, carga e suas interagoes com o
gas de mobilidade, se torna uma ferramenta analitica extremamente poderosa para a
investigacdo estrutural de compostos organicos € na separacdo de amostras
complexas, como sdo os estudos de protedmica, glicomica e metaboldmica’. O
acoplamento da IMS com a MS € geralmente referido como IM-MS, pois as duas

técnicas sao complementares e encaixam-se instrumentalmente tdo bem que podem



ser fundidas numa unica medida analitica em um plano. Enquanto que a MS mede
primariamente a razdo massa carga (m/z) dos ions, a IMS adiciona uma nova
dimensao aos dados conferindo para cada valor de m/z um espectro de drift time,
que é tempo que o ifon demora para atravessar a cela de mobilidade e alcanca o
analisador de massas.

A técnica, fundamentalmente, baseia-se no principio de que a velocidade
com que diferentes fons atravessam um gas neutro sob a influéncia de um campo
elétrico fraco varia de acordo com a sua mobilidade i6nica’. Se a pressdo do gés é
suficientemente alta para uma nuvem de ions desenvolver velocidade ao atravessa-
lo sob influéncia de um campo elétrico, a velocidade de fluxo, v, serd diretamente

proporcional a mobilidade i6nica, K, e ao campo elétrico, E:
v=K-E

A mobilidade i6nica € caracteristica para cada fon e depende de diversos
fatores como a carga do ion (g), a densidade molar do gds de mobilidade (N), a
massa reduzida do ion e do gis (u), da temperatura absoluta (T) e da secdo de
choque do fon (£2) e sdo relacionados matematicamente através da seguinte

equacio, denominada equacio de Mason-Schamp':
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Esta equacdo mostra que a mobilidade de um ion € inversamente
proporcional a raiz quadrada da massa reduzida e também inversamente

proporcional a se¢do de choque do ion. Entretanto, esta equagcdo ndo leva em



consideracdo as interacOes entre o ion e o gis de mobilidade do tipo ion-
dipolo/dipolo induzido, sendo basicamente valida apenas quando Hélio (gas
“classico” de mobilidade) é utilizado como gas de mobilidade, quando estas
interacdes podem ser desconsideradas, j4 que o Hélio é um gas que pode ser
considerado pouco ou ndo polarizavel. Entretanto, estudos mostram que a
utilizacdo de gases mais polarizdveis podem melhorar a separacio por mobilidade®.
Em um conjunto de experimentos em que todos os parametros do gas permanecam
constantes (temperatura, pressdao € a natureza do gdas), pode-se considerar que a
mobilidade i6nica (K) fica entdo dependente somente da se¢do de choque e da m/z

dos ions, de acordo com a relagdo:

Da relagdo acima, obtem-se o aspecto mais interessante da técnica de IM-
MS: a capacidade de separacdo de fons de mesma m/z, porém distintas
conformacdes espaciais em fase gasosa. Os fons com menor £, e portanto com
maior mobilidade, irdo atravessar a cela de mobilidade com maior rapidez e
alcancardo o detector mais rapidamente. Cada conjunto de ions que foram
separados ao longo da travessia da cela de mobilidade, chega ao analisador de
massas em tempos diferentes resultando em um pico no espectro de mobilidade
(Figura 1). O tempo que um ion demora para atravessar a cela de mobilidade é

chamado de drift time (dt) e geralmente € medido em milisegundos.
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Figura 1. Esquema demonstrando o principio bédsico da separagdo por mobilidade

10nica, em que ions com diferentes estruturas tridimensionais irdo atravessar a cela

de mobilidade com diferentes tempos (drift times).

Basicamente, um equipamento de IM-MS deve conter 5 principais
componentes: um sistema de introducdo de amostra, a fonte de ions, a cela de
mobilidade, o analisador de massas e o detector de ions. A amostra pode ser
introduzida em um instrumento de IM-MS praticamente em todos os estados:
solido, liquido e vapor. Todas as fontes utilizadas em MS s3o compativeis com
equipamentos de IM-MS, sendo que as mais utilizadas sdao a ESI, MALDI e as por
Dessorcao a Laser (LDI).

Atualmente, existem basicamente 4 modalidades de IM-MS, que variam,

entre outros aspectos, na forma e na intensidade em que um campo elétrico é

[@N

aplicado a cela de mobilidade e na pressio com a qual o gds de mobilidade
utilizado no equipamento. Sao eles: Drift Time lon Mobility Spectrometry
(DTIMS), Aspiration Mobility Mass Spectrometry (AIMS), Differential-Mobility

Spectrometry (DMS) também conhecida como Field-Asymmetric Wave Form lon
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Mobility Spectrometry (FAIMS) e a mais recente € a Traveling Wave lon Mobility
(TWIM), que serd a modalidade utilizada e amplamente discutida neste trabalho e

descrita detalhadamente a seguir.

1.3. Fundamentos e instrumentacao da técnica de Traveling

Wave Ion Mobility Mass Spectrometry

Os equipamentos cldssicos de mobilidade i0nica utilizam um campo elétrico
uniforme e estitico para conduzir os ions através do gas na cela de mobilidade
10nica. Esses equipamentos apresentam baixa sensibilidade devido ao longo tempo
que os ions levam para atravessar o equipamento € a difusdo da nuvem idnica
durante a separacdo. Recentemente, um dos grandes avancos sofridos pela técnica
de IM-MS foi alcangada através da utilizacao de um gradiente de voltagem ao invés
de uma voltagem fixa na espectrometria de mobilidade i6énica”'’. Em 2004,
desenvolveu-se a técnica denominada de Traveling Wave lon Mobility Mass
Spectrometry (TWIM-MS), instrumentalmente comercializada pela Waters
Coorporation (Manchester, UK). Nesta modalidade, os fons sdo acumulados e
periodicamente liberados na cela de mobilidade, onde serdo separados de acordo
com suas mobilidades sobre a acdo de pulsos periddicos transientes de voltagens
que sdo aplicados nos eletrodos que constituem a cela de mobilidade, controlados
através de RF (radio frequéncia).

A cela de mobilidade deste equipamento é formada por um total de 122
eletrodos anelares posicionados sequencialmente, constituindo uma cela de
mobilidade bastante compacta de 18,5 cm. Este aspecto, foi o que possibilitou a
comercializacido de equipamentos de IM-MS, ja que em equipamentos que utilizam

um campo elétrico constante a cela de mobilidade chega a medir alguns metros, o



que inviabilizava a comercializacdo e a montagem em larga escala destes tipos de
equipamento. Além disso, por apresentar uma cela de mobilidade mais compacta,
equipamentos com TWIM apresentam maior poder de transmissdao de ions, visto
que quanto menor for o comprimento da cela, menor ird ser a dispersdao natural da
nuvem de ions. Isto resultou em uma maior sensibilidade para a técnica. O esquema

de uma cela de mobilidade de TWIM ¢ apresentado na Figura 2.

RF (+)

lon Entry

RF{)

Figura 2. Representacdo esquematica de uma cela de mobilidade utilizada em

TWIM.

O esquema do equipamento de TWIM-MS ¢ apresentado na Figura 3. Como
em todos os espectrometros de massas ele apresenta uma fonte de ions, que irad
promover a ionizacdo dos analitos presentes na amostra, que serd inserida ou por
uma bomba de seringa, ou por um sistema de separacdo, como um cromatografo a
liquido.

Comercialmente existem praticamente todos os tipos mais frequentes de
fonte de ions disponiveis para este equipamento (APCI, APPI, ESI, MALDI, etc).
Entretanto, o equipamento utilizado neste trabalho possui fonte de ionizacdo por
Electrospray (ESI), adequada para a ionizagdo de moléculas de baixo ou alto peso
molecular, alta polaridade e complexidade estrutural, portanto oferecendo uma

ionizacao seletiva de compostos polares presentes nas amostras. Esta técnica de



ionizacdo se baseia nos fundamentos em que a liberacdo dos ions a partir das
goticulas carregadas pode se dar através de dois mecanismos: o Modelo de Cargas
Residuais (MCR) e 0 Modelo da Dessorcdo dos fons (MDI). O MCR sugere que as
goticulas carregadas saem da ponta do capilar num spray de formato cOnico
(chamado de cone de Taylor) e com o auxilio de um fluxo de gas aquecido (N,), as
goticulas carregadas com vdérias unidades de carga sofrem um processo de
evaporacdo do seu solvente. A reduc¢do no tamanho e o consequente aumento da
densidade de carga torna a repulsdo entre as cargas maior que a tensao superficial
da microgoticula resultante. Isto faz com que as goticulas se desintegrem em
goticulas ainda menores e 0 mesmo processo pode ser repetido até que o solvente
seja evaporado por completo, restando apenas os ions da amostra. J4& o MDI,
propde que o aumento da densidade superficial de carga devido a evaporacdo do
solvente cria um campo superficial que supera as forcas de solvatacdo dos ions
antes de exceder a tensao superficial do solvente, causando a ejecdo do ion antes da
explosdo couldombica. Estes mecanismos favorecem a formacdo de {ions
multiplamente carregados, caracteristica que pode ser utilizada na determinagao de
macromolécula.

Ap6s serem formados na fonte, os ions entram na regido de alto vacuo do
espectrometro de massas, onde sdo guiados por lentes i0nicas até o quadrupolo,
onde poderd haver a transmissdo de uma faixa selecionada de m/z ou apenas uma
m/z, no caso da realizacao de multiplos estagios de MS ou MS/MS.

Um dos aspectos fundamentais deste equipamento € a regido de mobilidade
i6nica, que compreende trés ‘“‘guias de ions” (lon Guides), que juntos sao
denominados de TriWave. O Trap acumula os ions e os libera em “pacotes” para a
cela de mobilidade, onde ird ocorrer a separacdo de fons com diferentes mobilidade

10nicas, através da interacdo dos ions com o gis de mobilidade que preenche a cela,



sob a influéncia de um campo elétrico oscilante. O Transfer tem a fungdo de
conduzir os fons separados na cela de mobilidade para o analisador de massa'".

O analisador de massa desse equipamento é o Time of Flight (TOF) que
realiza a separacdo dos fons através da medida do tempo que um fon leva para
atravessar uma determinada distancia até o detector de ions.

LOCKMASS
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Figura 3. Esquema do equipamento de TWIM-MS Synapt HDMS (Waters



CAPITULO 2. Petroleémica via TWIM-MS: desenvolvimento,
otimizacdo e aplicacdo de uma metodologia analitica para a

caracterizacdo de petroleos e seus derivados

2.1. Introducao

2.1.1. Caracterizacao de petroleo

O petroleo é certamente uma das misturas presentes na natureza que
apresenta uma das maiores complexidades quimicas, sendo constituida de milhares
de compostos. Sua caracterizacdo € fundamental em diversos processos da cadeia
petrolifera, que vao desde a exploragdo até a obtencdo de derivados. Neste
contexto, a petroledmica surge como um termo que descreve o estudo de todos os
componentes presentes € de como esses componentes podem afetar a reatividade e
as propriedades fisicas e quimicas de determinado petrdleo. A identificacdo e a
caracterizacao de todos os componentes presentes no petréleo ¢ um dos maiores
desafios da andlise quimica, devido a altissima complexidade e ampla variabilidade
de compostos organicos presentes nas amostras.

As metodologias analiticas para a determinacdo da composicdo de
hidrocarbonetos em petrdleo ja sio muito bem estabelecidas, através de técnicas
como a Cromatografia Gasosa com detector de ionizacdo por chama (Gas
Chromatography — Flame lonization Detector - GC-FID) ou com deteccdo por
Espectrometria de Massas (Gas Chromatography — Mass Spectrometry - CG-MS).
Entretanto, atualmente o termo petroledmica remete diretamente a utilizacdo de

espectrometros de massas de altissima resolu¢ao, como € o caso dos espectrOmetros
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de ressonancia ciclotronica de ions com transformada de Fourier (FT-ICR MS) =",

A utilizacdo de fontes de ionizacdo a pressdo atmosférica, tais como ESI, APPI e
APCI acopladas ao analisador de FT-ICR, possibilita a determinagdo de compostos
polares devido a altissima resolugdo e precisdo que este analisador de massas
apresenta, permitindo a interpretacao e classificacdo dos contituintes organicos por
classes de heteroatomo, Double Bond Equivalent (DBE) e numero de carbonos.
Um estudo amplo de revisdo sobre as metodologias analiticas para a caracterizacao
de petréleo foi publicado por Rodgers e McKeena' e pode ser utilizado como

material de suporte para o maior conhecimento sobre a andlise de petroleo.

2.1.2. IM-MS aplicada a estudos em petroledomica

A primeira aplicagdo do IM-MS para a caracterizacao de petrdleo foi relatada
por Fernandez-Lima, et al.”. Nesse trabalho, Laser Desorption Ionization (LDI) foi
usada como uma fonte de ionizacdo, acoplada a uma célula de mobilidade
convencional preenchida com hélio como gids de mobilidade e um TOF como
analisador de massa. Recentemente, Ahmed et al. 16 aplicou a técnica TWIM-MS
com o dispositivo ASAP (Atmospheric-Pressure Solids Analysis Probe), que
permitiu a andlise direta do petréleo sem nenhum pré-tratamento ou dilui¢do. No
modo ASAP, a amostra € depositada sobre um tubo de vidro (probe), inserida na
fonte de ionizacdo, aquecida e volatilizada, com temperatura controlada, por um
fluxo de nitrogénio (proveniente do sistema de aquecimento do gas de
dessolvatacao) e ionizada através da descarga elétrica gerada pela corona da fonte
APCI. Neste trabalho, o N, foi utilizado como géis de mobilidade.

Apesar da alta capacidade de transmissao de ions em celas do tipo Traveling
Wave (T-wave), estas celas apresentam um poder de resolu¢do relativamente baixo.
Uma estratégia para melhorar o poder de resolu¢do seria o uso de gases de
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mobilidade mais polarizdveis. As consideracdes tedricas para a melhoria das
separagcdes por mobilidade i6nica usando gases de mobilidade com diferentes

polarizabilidades e massa molecular foram discutidas por Asbury ef al."”.

2.2. Objetivos

O objetivo deste trabalho, foi desenvolver e otimizar um método para a
identificacdo de compostos polares presentes em amostras de petroleo e seus
derivados (diesel e gasolina), que fosse capaz de diferenciar amostras distintas com
relacdo as suas composi¢oes, verificando quais respostas esta técnica pode
fornecer nos estudos petroledbmicos. Para isso, foram testados os gases CO, e N,

como gases de mobilidade.

2.3. Parte Experimental

2.3.1. Amostras e reagentes

Aproximadamente 2 mg de petrdleo de diferentes reservatorios do Brasil,
fornecidas pelo CENPES/PETROBRAS, foram diluidos (sem tratamento prévio)
em 1 mL de metanol/tolueno 1:1 (v/v) (grau HPLC, Honeywell Burdick & Jackson,
MI, EUA) adicionando-se hidroxido de amonio com concentra¢des otimizadas para
cada amostra em fungdo da eficiéncia de ionizacdo, que variaram de 1-5% (v/v).
Em seguida, as amostras foram diretamente injetadas na fonte de ESI com
aquisicdo de ions negativos. Para os derivados, cerca de 2 pLL de cada amostra
foram diluidas em 5 mL de MeOH com 0,1% de hidroxido de amodnio para a

deteccao de ions negativos e acido formico 0,1% para a detec¢ao de ions positivos.
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2.3.2. Condic¢oes Instrumentais

As andlises por ESI-TWIM-MS foram realizadas em um espectrometro de
massas de alta resolucdo Synapt HDMS (Waters Coorpotarion, Manchester, UK).
Para petréleo, o espectro de massas foi adquirido de 50 — 800 m/z, em modo de ions
negativos. CO, e N, foram utilizados como gias de mobilidade. Os parametros da
fonte de ionizagao e da cela de mobilidade foram otimizados de modo a obter uma
maior sensibilidade e maior poder de resolucdo. A anélise de derivados do petrdleo
foi realizada tanto em modo negativo quanto em modo positivo de ions, utilizando
CO, como gas de mobilidade a uma pressao de 1.00 mbar, com aquisicdo de m/z de
50-2000.

O equipamento foi diariamente calibrado utilizando uma solu¢do de acido
fosforico. Os espectros de massas foram obtidos através do software MassLynx e
os dados de mobilidade foram obtidos e interpretados através do software
DriftScope (v2.1), utilizando a ferramenta de detec¢do automadticas de picos, com
deteccdo de ions com intensidade minima de 80 contagens e 1000 de resolucdo de
massa.

Os resultados das andlises de TWIM-MS foram comparados com dados
obtidos a partir da andlise de altissima resolu¢do realizada em um espectrOmetro de
massas FT-ICR MS (LTQ FT 7.2T Ultra Mass Spectrometer, Thermo Scientific,
Alemanha) com fonte ESI(-). Os espectros obtidos foram convertidos em um
arquivo no formato .zxt utilizando o software Xcalibur 2.0 (Thermo Scientific —
Bremen — Alemanha). Esses espectros em formato .zxt sdo os arquivos de entrada
do software PetroMS'®", que foi especialmente desenvolvido para andlise de dados
em petroledmica. Graficos de distribuicdo de classes e de DBE por nimero de
carbono foram construidos através deste software e comparados com os espectros
de massas tridimensionais obtidos por TWIM-MS.
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Para a andlise das amostras através da técnica de GC-MS, utilizou-se um
cromatografo a gas 7890A com detector seletivo de massas 5975C da Agilent, com
um analisador monoquadrupolar. O injetor foi aquecido a 280 °C e a injecdo foi
realizada em modo de divisdo de fluxo (split), na proporcdo de 50:1. A coluna
utilizada foi da Agilent modelo HP-5 (30m x 250mm x 0,25mm), com fluxo de 1.0
mL/min do gés de arraste (hélio) e rampa de temperatura sendo iniciada a 40 °C por
10 minutos, elevada a 150 °C a 10 °C/min e elevada novamente a 300 °C a 6 °C/min
permanecendo por 14 min. O modo de aquisicdo do espectrometro de massas foi de
varredura de massas na faixa de 20 a 600 Da. Para o preparo das amostras, lavou-se
a seringa com aproximadamente 5 enxdgues das amostras a serem analisadas, ao
final esvaziou-se a seringa, preencheu-se a mesma com 10 pL de ar ambiente e

injetou-se no equipamento.

2.4. Resultados e Discussao

Como ja mencionado anteriormente, a separacdo de ions em uma cela de
mobilidade i6nica é baseada em parametros como a se¢do de choque, carga,
polarizabilidade, que é a capacidade de um ion ter sua densidade eletronica
distorcida pela interacdo com o gis de mobilidade, além de, obviamente, sua
estrutura tridimensional (forma) em fase gasosa. Além disso, parametros da cela de
mobilidade e do gids de mobilidade podem aumentar o poder de resolucdo da
técnica. Melhores performances em termos de resolu¢do sdo, geralmente, obtidos
com a utilizacdo de gases de mobilidade mais polarizdveis e de maior massa
molecular. Neste sentido, N, e CO, podem ser gases bastante adequados, pois
apresentam essas caracteristicas mais pronunciadas, se comparados com outros
gases mais frequentemente usados, como He. Em adicdo, um gis de mobilidade
deve ser capaz de prover sensibilidade suficiente para detectar compostos presentes
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em concentragdes relativamente baixas e um maior poder de resolu¢do, mesmo em
celas de mobilidade menores, como € o caso das T-wave.

A primeira etapa deste trabalho, consistiu na otimizacao dos parametros da
fonte de ESI e de mobilidade i6nica. O poder de resolucdo de ions em celas de
mobilidade sdo diretamente proporcionais a pressdo do géis. Entretanto, pressoes
muito elevadas podem causar perda de sensibilidade, fragmentagdo ou distor¢ao da
distribuicdo dos fons no espectro de massa, que para os compostos polares em
petréleo € aproximadamente uma forma gaussiana. Devido a este fato, a maior
pressdo de CO, que pode ser utilizada, sem que houvesse o comprometimento
dessas caracteristicas for 0,85 mbar. Para o N,, a maior pressdo que pode ser
utilizada sem que houvesse o comprometimento da sensibilidade foi de 2,00 mbar,
sendo isto € possivel devido a sua menor massa molecular se comparado ao CO,,
permitindo assim que maiores pressdes sejam alcancadas sem que haja o
comprometimento da sensibilidade do espectro.

Os parametros da fonte ESI também foram otimizados para que também
fornecessem a maior sensibilidade, sem que ocorresse fragmentacao e distor¢ao do
espectro. A distribuicdo de ions no espectro de massas obtido por TWIM-MS
(Figura 4a) foi comparada com o espectro obtido por FT-ICR MS (Figura 4b), e
ambos foram semellhantes com relacdio ao maximo de intensidade. A unica
diferenca observada entre eles é a diferenca de intensidade de {ons de baixa m/z
(<200), devido a menor sensibilidade do analisador de FT-ICR para a regidao de
massa baixa, entretanto os maximos de intensidade foram os mesmos, em torno de
m/z 500 para esta amostra. As faixas de massas adquiridas também foram
diferentes para cada equipamento, pois acima de m/z 800, tanto o TOF quanto a
mobilidade, ndo possuem resolu¢do suficiente a ponto de fornecer alguma

informacao relevante sobre a amostra.
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Dez amostras de petroleo foram analisadas por TWIM-MS nas condicoes
otimizadas, porém neste trabalho apenas duas amostras (S1 e S2) representativas
dos resultados obtidos serdo apresentadas. A primeira observagdo obtida a partir da
interpretacdo dos resultados foi de que classes de compostos com heteroatomos
distintos em suas estruturas apresentam drift times bastante diferentes, mesmo
tendo apenas uma pequena diferenca de massa, tais como espécies isobaricas
(mesma massa nominal e diferentes defeitos de massa). A consequéncia deste fato é
que diferentes classes de compostos puderam ser diretamente identificadas no
espectro de mobilidade bidimensional (drift time versus m/z) gerado pelo software
DrifScope (Waters), através de seus espectros de massas por apresentarem

diferentes tendéncias de drift time.
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Figura 4. a) Espectro de massas para a amostra S1 obtido por TWIM-MS e b)
obtido por FT-ICR MS.

A Figura 5 apresenta o espectro de mobilidade bidimensional de drift time
versus m/z para a amostra S1 obtido com CO, como gis de mobilidade, em que a
escala de cores representa a intensidade relativa dos sinais. E possivel identificar
duas tendéncias distintas até aproximadamente m/z 350, que a partir dos espectros
de massa de cada regido foram identificadas como classes O2 e classe N, através da
comparacdo do espectro de TOF com os resultados de massa exata e férmula

molecular inequivoca obtidos através do tratamento de dados dos espectros obtidos
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por FT-ICR MS pelo software PetroMS'*". Este software, desenvolvido em uma
tese de doutorado realizada em nosso grupo de pesquisa, permite atribuicdo da
composi¢ao elementar para todos os sinais adquiridos através das seguintes etapas:
1) a atribui¢do da m/z para cada sinal do espectro; 2) atribui¢ao do limiar 6étimo de
intensidade para o ruido de cada espectro individualmente; 3) construcdo de um
banco de dados tedrico de correlagdo massa e formula molecular para os possiveis
constituintes polares do petrdleo; 4) atribui¢cdo da composi¢cdo elementar para cada
sinal através da comparag¢do com este banco tedrico; 5) eliminacdo de duplicidade
de atribui¢Oes através da confirmacgdo do padrao isotopico e comparacdo com séries
homologas. Os resultados destes tratamentos permitem a organizacdo dos dados por
classes (heteroatomos) e tipo (DBE), construcdao de bibliotecas graficas para a
visualizacdo e interpretacdo das atribuicdes na forma de Diagramas de Kendrick e
van Krevelen. A combinagcdo destes algoritmos e a execug¢do automatica deles
formam o software de grande efici€éncia e alta tecnologia para tratamento e
visualizacdo de dados de petroledmica por FT- ICR MS.

O processamento de dados de FT-ICR MS usando o software PetroMS
também corrobora a idéia de que as classes de O2 e N estdo presentes nesta
amostra, entre outras classes, que podem estar nio resolvidas ou ndo detectadas no

espectro de mobilidade.
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Figura 5. Espectro bidimensional de drift time versus m/z para a amostra S1, em

CO:..

As abundancias relativas para as classes de diferentes heterodtomos para a
amostra S1 sdo mostradas na Figura 6a. Na Figura 6b ¢ apresentado um grafico de
DBE por numero de carbono para a classe O2, que 4 a mais abundante. A partir
deste gréfico, pode-se observar que esta classe se apresenta em uma ampla faixa ao
longo do espectro de massas, mas que apenas em regides de massa mais baixa esta

classe pdde ser resolvida da classe N no espectro de mobilidade.
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Figura 6. a) Distribuicado de classes para a amostra S1 e b) grafico de DBE por
nimero de carbonos para a classe O2, obtidos com o software PetroMS, a partir dos

dados de FT-ICR MS.

A mesma amostra também foi analisada utilizando N, como gis de
mobilidade. A Figura 7 apresenta um grafico que mostra as tendéncias distintas
das classes O2 e N obtidas com N, e CO,. Este grafico pode ser chamado de
Mobility Mass Correlation Curve (MMCC) *°, pois relaciona a m/z com o drift time
de diferentes classes de substancias em uma mesma andlise. A Figura 7a mostra a
distin¢do das classes N e O2 usando N,, e € possivel observar que a partir da m/z
300 comeca a ocorrer uma sobreposi¢ao de ambas as classes. A Figura 7b mostra a
andlise realizada com CO,, sendo observado que até a m/z 400 a separacdo das
classes N e O2 ainda ocorre. A partir deste resultados, € possivel afirmar que a
utilizacdo do CO, como géis de mobilidade para a anélise de petréleo permite uma
separacdo mais evidente dessas classes mesmo em pressoes mais baixas (0,85 mbar
de CO; contra 2.00 mbar de N,) muito provavelmente porque o CO, é um gas mais
polarizavel que o N,. Isto facilita a visualizacdo de classes distintas no espectro
bidimensional de drift time versus m/z. Portanto, todas as andlises subsequentes

deste trabalho foram realizadas utilizando CO, como gas de mobilidade.

20



(a)

Drift time (ms)

* N class

m 02 class

250

350

400

(b)

Drift time (ms)

55

45

3.5

2.5 -

15

+ N class

B 02 class

200

250

300
myz

350

400

Figura 7. a) Mobility Mass Correlation Curves para a classe de compostos N e O2
obtidas com N2 como gas de mobilidade (pressdao = 2,00 mbar, velocidade de onda
= 300 m/s e altura de onda = 30 V) e b) com CO, como gés de mobilidade (pressao
= 0,85 mbar, velocidade de onda = 450 m/s e altura de onda = 30 V).

Outras amostras apresentaram tendéncias distintas no espectro bidimensional
de drift time versus m/z, como um reflexo da presenca de outras classes de
compostos polares na composi¢ao do petréleo analisado. Como exemplo, podemos
observar uma tendéncia bastante proeminente no espectro de mobilidade para S2,
representada na Figura 8. A identificacdo das classes também foi feita por
comparagdao com os dados FT- ICR MS de massa exata e formula molecular, que
proporciona a caracterizacio da classe NO na amostra S2. E interessante observar
que a amostra S1 ndo apresenta a classe NO (como pode ser visto na Figura 6a) e,
portanto, ndao apresenta esta tendéncia em seu espectro de mobilidade. Isso mostra
que a técnica de TWIM-MS pode ser capaz de prover um perfil tridimensional dos
compostos polares em petréleo, visto que as diferentes classes sempre apresentarao
tendéncias caracteristicas de drift time quando resolvidas no espectro, podendo
assim, ser diretamente identificadas.

Os resultados de abundincia relativa de classes de compostos polares

(Figura 9a) obtidos pela a andlise de FT-ICR MS também concordam com as
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tendéncias encontradas nos espectros de mobilidade. Os compostos nitrogenados
sdo a classe mais abundante, seguida pela classe NO e apenas uma pequena
quantidade da classe NO2 (inferior a 5%). Na Figura 9b, estd representado o
grafico de DBE por niimero de carbono para a classe NO, onde € possivel observar
que esta classe estd presente em abundancia considerdvel a partir de 30 carbonos na
estrutura, e o espectro de mobilidade (Figura 8) mostra a resoluc¢do desta classe a
partir de m/z 450, aproximadamente, resultados estes que sdo concordantes entre si.
Isso indica que as técnicas de FT-ICR MS e TWIM-MS usando CO, como um gés
de mobilidade sdo técnicas complementares, gerando resultados concordantes.
Além disso, TWIM-MS pode oferecer informagdes estruturais de compostos

especificos, o que a técnica de FT-ICR MS nao € capaz de fornecer.

L]

Drift Time (milll 58€5)

Figura 8. Espectro Bidimensional de drift time versus m/z para a amostra S2.
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Figura 9. a) Distribuicdo de classes para a amostra S2 e b) grafico de DBE por
numero de carbonos para a classe NO obtidos com o software PetroMS, a partir dos

dados de FT-ICR MS.

A metodologia desenvolvida para as amostras de petrdleo também foi a
aplicada para a caracterizacdo de derivados de petrdleo, tais como a gasolina
comum, gasolina aditivada, diesel comum e diesel aditivado provenientes de
diferentes bandeiras que comercializam combustiveis no Brasil. O principal aditivo
de combustiveis €, geralmente, um surfactante e tem como objetivo principal a
limpeza de todo o sistema de queima de combustivel de um veiculo, além de
diminuir a emissdo de poluentes e de aumentar a vida util do sistema de combustao.
Em contrapartida, a aditivacdo pode e deve aumentar a complexidade da
composi¢cao do combustivel. Desta forma, a técnica de TWIM-MS pode facilitar
bastante a visualizacdo das mudangas nas composi¢des do combustivel. Como ja
mencionado, a fonte ESI promove a ionizagdo de compostos com grupamentos
polares, sendo assim, ideal para a andlise dos aditivos presentes em combustivelis,
Jj4 que provavelmente se tratam de surfactantes catidnicos ou anidnicos. Ao todo
foram analisadas gasolinas comuns e aditivadas de duas bandeiras distintas, assim
como diesel comum e aditivado de uma mesma bandeira, o que totaliza 6 amostras.
As andlises foram realizadas tanto em modo positivo quanto em modo negativo de

ions e os resultados sdo apresentados nas Figura 10 e Figura 11, respectivamente.
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Figura 10. Espectro bidimensional de drift time versus m/z obtidos com ESI(+)
para a) amostra de diesel comum, b) amostra de diesel aditivado, ¢) amostra de
gasolina comum (bandeira I) e d) amostra de gasolina aditivada (bandeira I).
(condi¢des de a) e b): CO,, 0,70 mbar, 550 m/s, 25 V e condi¢des de c¢) e d): CO,,
0,70 mbar, 430 m/s, 25 V).
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Figura 11. Espectro bidimensional de drift time versus m/z obtidos com ESI(-)
para a) amostra de diesel comum, b) amostra de diesel aditivado, ¢) amostra de
gasolina comum (bandeira I) e d) amostra de gasolina aditivada (bandeira I).

(condigdes: CO,, 0,70 mbar, 600 m/s, 30 V).

A partir da interpretacdo dos resultados obtidos, foi possivel realizar algumas
afirmacgdes sobre a composi¢cdo dos combustiveis analisados. A primeira delas €
que a deteccdo dos aditivos da gasolina pode ser realizada tanto em modo positivo
quanto em modo negativo, como pode ser observada nas Figura 10d e Figura 11d.
Por outro lado, a aditivacdo do diesel nao foi detectada nas amostras estudadas
visto que tanto o diesel comum, quanto o diesel aditivado, apresentaram o mesmo
espectro de massas, com exatamente a mesma distribuicdo de fons. Este fato pode
ser devido a auséncia efetiva de aditivos, o que poderia configurar uma adulteracao
do diesel que estd sendo vendido como aditivado, ou talvez devido o aditivo
empregado em diesel ndo estar sendo ionizado pela fonte ESI, tendo, portanto, uma
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natureza diferente dos aditivos empregados em gasolinas. Outro aspecto
interessante € que as amostras de diesel também apresentaram a separacdo de
classes N e O2 (Figura 11a e 11b) encontrada nos petréleos que apresentam estas
classes, porém em uma faixa mais estreita de m/z, ja que o diesel € um “corte” da
destilac@o do petrdleo bruto.

Com o objetivo de esclarecer a composicdo dos aditivos do diesel, as
mesmas amostras foram analisadas pela técnica de GC-MS, visto que esta técnica
privilegia a detec¢do de componentes mais apolares € mais volateis do que a
técnica de ESI-MS. A escolha desta técnica complementar, deu-se devido ao fato
de que se os aditivos do diesel ndo puderam ser detectados por ESI, talvez eles
apresentassem caracteristicas mais apolares ou com auséncia de grupo polar
ionizével, e portanto ndo seriam passiveis de serem analisados por ESI. Entretanto,
através da andlise por GC-MS também ndo foi possivel observar diferengas nas
composi¢coes do diesel comum e do diesel aditivado, visto que ao menos,
qualitativamente, os mesmos compostos com intensidades relativamente préximas
foram encontrados. Os cromatogramas obtidos por GC-MS para as amostras de

diesel comum e aditivado sdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12. a) Cromatogramas obtidos através da andlise por CG-MS para as
amostras do diesel comum e b) aditivado. (No cromatograma, a = 9,15-

octadecadienoato de metila, b = C21, ¢ = 8-octadecenoato de metila)

A andlise por GC-MS identificou principalmente os hidrocarbonetos lineares

(identificados nos cromatogramas como C9 a C27) presentes nas amostras, como
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era esperado e ja amplamente descrito na literatura®. Porém, ndo foi detectado
nenhum componente que diferenciasse ambas as amostras. A partir deste fato,
pode-se esperar que, ou a técnica de GC-MS também ndo € capaz de detectar os
aditivos do diesel, ou que a amostra do diesel aditivado pode ndo estar dentro das
conformidades. Este aspecto € interessante, pois ao se comparar os resultados
obtidos pela técnica de TWIM-MS e uma técnica mais cldssica e amplamente
utilizada como GC-MS, foram obtidos resultados semelhantes. Isto aponta que a
técnica de TWIM-MS pode ser empregada para a avaliagdo da composicdo dos
combustiveis, principalmente em andlises do tipo “screening”, tendo como
principal vantagem a velocidade de analise, tendo em vista que uma andlise
cromatografica demora cerca de uma hora e a andlise por TWIM-MS pode ser
realizada em fracoes de minuto.

Outro aspecto que pode ser observado a partir dos resultados para as
gasolinas comum e aditivadas é que diferentes bandeiras, ou seja, diferentes
empresas, empregam diferentes aditivos em suas gasolinas aditivadas, fato que
poderia ja ser esperado. Os espectros extraidos somente para a regido de drift times
dos aditivos sdo apresentados nas Figura 13a e 13b, onde € possivel observar
claramente a diferenca dos espectros de massa dos aditivos para ambas as marcas,

como um reflexo de suas distintas composicoes.
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Figura 13. Espectro bidimensional de drift time versus m/z , obtidos em ESI(+),
para a gasolina aditivada, destacando-se o espectro da regidao dos aditivos,

circulados em branco a) para a bandeira I e b) para a bandeira II.

Ainda através da andlise das gasolinas aditivadas, observou-se também que a
presenca dos aditivos suprime o sinal dos ions da gasolina, fato que torna o uso da
mobilidade i0nica importante para a visualizacdo destes sinais, visto que apenas a
regido do espectro bidimensional de drift time x m/z referentes aos ions da gasolina
pode ser extraido do conjunto total de fons. A Figura 14a mostra um espectro em
modo positivo para uma gasolina comum, ¢ a Figura 14b mostra a gasolina
aditivada da mesma bandeira analisadas nas mesmas condicdes. Na Figura 14b é
possivel observar que os fons que aparecem no espectro da Figura 14a ndo estdo
sendo observados diretamente devido a maior eficiéncia de ionizagdo dos aditivos
frente aos compostos polares presentes na gasolina. J4 a Figura 15 mostra a
mesmas amostras de gasolina comum e aditivada analisadas por TWIM-MS. Na
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Figura 15b, é possivel observar que a tendéncia dos ions da gasolina continua
sendo identificada no espectro bidimensional de drift time x m/z, 0 que aponta a
técnica de TWIM-MS como uma alternativa interessante para a caracterizacdo de

gasolinas e seus aditivos.
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Figura 15. a) Espectro bidimensional de drift time x m/z de gasolina comum e b)

Espectro bidimensional de drift time x m/z de gasolina aditivada.
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2.5. Conclusoes e perspectivas futuras

Até o momento, ja puderam ser identificadas as classes N, O2 e NO, com
excelente resolugdo com a técnica de TWIM-MS. Entretanto, acredita-se que
algumas outras ainda podem ser elucidadas. O CO, mostrou ser o melhor gas de
mobilidade a ser utilizado para a resolugdo desta classe.

Juntamente com a classe de compostos nitrogenados, a classe de compostos
sulfurados é de grande importancia, devido a sua toxicidade ao meio ambiente, ji
que a queima de combustiveis contendo enxofre libera compostos do tipo SOx, que
sabidamente causam vdrios problemas ambientais. Entretanto, relativamente a
outros constituintes, a eficiéncia de ionizacdo de compostos contendo enxofre é
muito baixa, normalmente ndo podendo ser detectados. Para melhorar a ionizacao e
poder detectd-los em amostras de petroleo e derivados, uma reacdo de metilacao
pode ser realizada. Desta forma, este serd um experimento a ser realizado dentro
deste projeto, que se destaca devido ao interesse ambiental e econdmico, em que
uma nova tendéncia pode ser observada: a dos compostos sulfurados.

A técnica de TWIM-MS também se mostrou adequada para a caracterizagao
de gasolina e seus aditivos, entretanto mais amostras de diesel aditivado devem ser
investigadas, utilizando inclusive outras técnicas, para se descobrir porque os

aditivos nao puderam ser detectados através da técnica de ESI-TWIM-MS.
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CAPITULO 3. Iséomeros do Corrol: Estudo das estruturas
tridimensionais em fase gasosa por Traveling Wave Ion
Mobility Mass Spectrometry e Espectrometria de massas

sequencial.

3. Introducao

3.1. A quimica dos corroéis

A caracterizagdo e a identificacdo de compostos isoméricos € um objeto de
estudo de extrema importancia, principalmente dentro da sub-area da quimica
organica. No caso dos andlogos da porfirina, alguns isdmeros sdo normalmente
formados através da mudanca do numero de carbonos presentes entre os anés
pirrélicos, como € o caso do porficenozz, corficeno™**, hemiporficeno25 e do
isoporficeno®® (Esquema 1). Outros exemplos de isémeros de porfirinas sdo
obtidos através da mudanca na forma em que os dtomos de nitrogénio estao ligados

s s 27,28,29
na estrutura, gerando espécies chamadas “N-confusas” e “neo-confusas” .
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Porfirina Porficeno

Corficeno Hemiporficeno Isoporficeno

Porfirina N-confusa  Porfirina Neo-confusa

Esquema 1. Estruturas de porfirinas e porfirindides isomeros.

Corrdis confusos e ndo-confusos (Esquema 2) pertencem a uma nova classe
de porfirinas contraidas que recebeu nos ultimos anos bastante atencao
especialmente devido a sua quimica de coordenacdo de metais e as suas
propriedades espectroquimicas, no qual seu comportamento mostrou-se ser
completamente diferente do andlogo de porfirina.”® A quimica dos corréis ja é bem
desenvolvida e o crescente numero de novos compostos dessa classe sendo
sintetizados estd abrindo um grande potencial para novas aplicagdes, em analogia

. . . 3]
aos derivados da porfirina” .

3.1.2. A espectrometria de massas na caracterizacao de

isomeros

A técnica de ionizacdo por eletrospray (ESI-MS) se tornou uma técnica
bastante poderosa para andlise de substincias termicamente instiveis, polares ou

espécies organometdlicas i0nicas, € também de varios tipos de porfirinas e seus
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derivados®. Apenas um estdgio de MS ¢é incapaz de distinguir isdmeros, ji que eles
possuem a mesma composi¢ao elementar e consequentemente a mesma m/z, porém
estratégias como MS/MS podem ser capazes de distringui-los a partir da geracdo de
ions diferentes a partir de suas fragmentagcdes. Outra forma de se analisar isOmeros
seria a utilizacdo da técnica de IMS, onde a separacdo dos fons de isdmeros ocorre

através de suas sec¢oOes de choque.

3.2. Objetivos

Novos 1someros do corrol N-confusos contendo o grupo pentafluorofenil nas
posi¢cdes meso (NCC2, NCC4, norrol e corrorin>, Esquema 2) foram sintetizados
por Furuta er al **. O objetivo deste trabalho foi realizar a investigacio do
comportamento destes isOmeros em fase gasosa por TWIM-MS. Estas moléculas
sdo relativamente pequenas (m/z ~ 800) e estruturalmente bastante similares, sendo
portanto, desafiador distingui-los. Além disso, a andlise por TWIM-MS desses
1sdmeros do corrol podera esclarecer seu comportamento em fase gasosa, além de
suas interagOes com gases constituidos de moléculas pequenas, tais como CO, e N,.
Esta informacdo pode ser relevante no entendimento da quimica dos corrdis

confusos. *

3.3. Parte experimental

O corrol e seus andlogos N-confusos foram sintetizados e caracterizados

32
[.”7 . As amostras

espectroquimicamente pelo grupo de pesquisa de Furuta et a
foram dissolvidas em metanol (grau HPLC, Honneywell Burdick & Jackson, MI,

USA) com 0,1% (v/v) de acido formico e diretamente injetadas na fonte ESI
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através de uma bomba de seringa. As andlises por TWIM-MS foram analisadas em
um espectrOmetro de massas Synapt HDMS (high definition mass spectrometer,
Waters, Manchester, Reino Unido). Este instrumento ja foi descrito no Capitulo 1
deste trabalho. As andlises foram realizadas com aquisi¢cdo de ions positivos sendo
as condicoes da fonte ESI otimizadas para os seguintes valores: capilar, 3 kV; cone
de amostragem, 30 V; cone de extracdo, 3,0 V; temperatura da fonte, 100 °C;

temperatura de dessolvatacdo, 100 °C e vazdo do gés de dessolvatacdo (N,) de 400

Lho.

CGF5 C5F5
CeFs CeFs
Corrole Norrole Corrorin
CGFS C5F5
—
ANt FF F
CeFs CeFs  CeFs CeFs CeFs = -§QF
i\
== N F F
H
NCC2 NCC4

Esquema 2. Esquema representando as estruturas dos isOmeros meso-

pentafluorofenil N-confusos do corrol.

Para os experimentos de TWIM-MS foram utilizados N, e CO, como gases
de mobilidade a 2,00 mbar e 1,00 mbar, respectivamente. As condicdes de onda
otimizadas foram 250 e 280 m.s™' para N, e CO, respectivamente, e a altura de onda

foi mantida em 30 V. Os experimentos de MS/MS de varredura de ions-produtos
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foram realizados no transfer do equipamento (depois da cela de mobilidade)
utilizando-se Ar como gis de colisio a uma pressio de 1,0 x 10> mbar e uma
energia de colisdo de 40,0 eV.

As estruturas do corrol, corrorin, NCC2, NCC4 e norrol foram modeladas
(otimizadas) tanto para suas formas neutra, quanto para suas formas protonadas em
cada sitio de pronagdo provavel, sendo as respectivas energias € momentos de
dipolo calculadas por DFT (Density Functional Theory) no nivel B3LYP/6-
31G(d,p) usando-se o programa Gaussian03’°. O programa MOLDEN? foi
utilizado para visualizacdo dos resultados dos célculos das geometrias otimizadas.
A secdo de choque tedrica dos fons foi estimada utilizando o método da trajetoria
implementado no programa MOBCAL® na temperatura de 298 K. O cédigo do
MOBCAL foi modificado através da adi¢do de parametros para o flior e compilado
depois de introduzir os valores apropriados de massa e polarizabilidade para os
gases de mobilidade (He, N, e CO,)”. As coordenadas atomicas e as cargas de
Mulliken foram extraidas da otimizagdo realizada no GaussianO3 e inseridas no

MOBCAL utilizando um script em PERL.
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3.4. Resultados e Discussao

3.4.1. Analise por TWIM-MS

A mobilidade relativa em fase gasosa para os cinco isdmeros do corrol
(Esquema 2) foi avaliada por TWIM-MS. Fundamentalmente, a mobilidade de um
ifon em um experimento de TWIM estd relacionada com o tempo em que um
“pacote” de fons demora para atravessar uma cela preenchida com um gas sob a
influéncia de um campo elétrico oscilante. O drift time é dependente de varios
parametros tais como a temperatura, pressao, massa molecular e polarizabilidade
do gis de mobilidade como também da carga do ion e de sua se¢do de choque da
interacdo do fon com moléculas neutras do gas de mobilidade'”,

Figuras de mérito, comumente usadas em cromatografia, também podem ser
calculadas em experimentos de mobilidade i0nica para avaliar a resolugdo entre
dois picos adjacentes. O primeiro parametro é o fator de separacdo (a), que € a

razao entre os drift times de dois picos adjacentes (Equacao 1).

dty

Q= (1)

dt,
O poder de resolugdo (R;,) da técnica € dependente de pardmetros de
resolucdo de um unico pico, que € a razdo entre o drift time (dt) e a largura do pico

a meia altura (wy,,), de acordo com a Equacao 2.

R, = dt 2)

Wi/2
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R, pode ser relacionada com a resolugdao pico-a-pico (R,,) através da
p p-p
Equacao 3, que indica uma correlagdo linear entre a separacdo de dois picos

adjacentes com o produto de a-1 e Rp.40
a-1
R,_, = 0.589 R, — (3)

Todos esses parametros sdo fortemente afetados pela natureza do géis de
mobilidade e sua pressdo. Geralmente, o aumento da pressdao do gas de mobilidade
resulta num aumento da resolu¢do em mobilidade i0nica. Apesar de o nitrogénio
ser o gas padrdo utilizado em equipamentos comerciais de TWIM, gases mais
polarizdveis como o CO,, em que as polarizabilidades sdo 1,7403 x 10** cm? e
29110 x 10" cm?, respectivamente, podem aumentar o R, ,. Entretanto, usando
CO,, uma menor pressdo é requerida para evitar perda de sensibilidade. Antes que
as misturas entre os isdmeros fossem avaliadas, os experimentos de TWIM-MS
foram realizados utilizando cada substincia separadamente, avaliando a mobilidade
dos fons [M+H]" em m/z 797. Os resultados das mobilidades de cada isémero sdo

apresentados na Figura 16.
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Figura 16. Grificos de drift time sobrepostos obtidos para cada isOmero
separadamente. (a) N,, pressdao = 2,00 mbar, velocidade de onda = 250 m ste
altura de onda de 30,0 V; (b) pressdo de CO, = 1,00 mbar, velocidade de onda =
280 ms™ e altura de onda de 30,0 V; (c) graficos de drift time “sobrepostos” para o

corrorin ¢ NCC4 utilizando as condi¢des de (b); em destaque o gréfico de



mobilidade de uma mistura corrorin e NCC4 analisadas em uma mesma soluc¢ao na
mesma condi¢do experimental de (b).

Os valores de R, foram calculados a partir dos drift time plots apresentados
na Figura 16, usando-se a Equacao 2. Este parimetro deve ser constante para uma
dada condi¢do experimental de TWIM, porém variou sutilmente devido a
flutuacdes no drift time e na medicdo da largura do pico a meia altura. Desta forma,
médias mais significativas foram listadas na Tabela 1. é possivel observar que os
valores de R, determinados para todas as cinco moléculas, exceto para o norrol,
foram menores em CO, do que em N,. Este fato pode ser um reflexo da maior
pressdo de N, e uma menor velocidade de onda utilizada, que pode resultar em
picos mais estreitos.

O fator de separag@o a e a resolugdo pico-a-pico (R.,) em N, e em CO, sdo
listadas na Tabela 2 para cada isomero. Apesar de os maiores valores de poder de
resolucdo (R,) terem sido obtidos com N,, melhores valores de R, , foram obtidos
com CO,, mesmo utilizando uma pressdo de gds inferior (1,00 mbar). Esse
resultado aponta que a polarizabilidade do gas tem uma influéncia pronunciada na
mobilidade dos isdmeros do corrol, sugerindo que a distribuicdo de cargas nesses
ions tem um papel fundamental na separacao porque provavelmente faz com que as
interacdes fon-dipolo induzido entre o gas e o ion sdo diferentes para os cinco
1isomeros estudados. De fato, os pares isoméricos: corrol/corrorin, NCC4/corrorin,
norrol/corrorin e NCC2/corrorin apresentaram os maiores valores de R, , em CO,

(valores em negrito na Tabela 2).
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Tabela 1. Poder resolugdo (R,) determinado para os gréaficos de drift time
adquiridos a partir de solugdes individuais de cada isémero utilizando N, e CO,

como gases de mobilidade e Equacao 2.

Poder de Resolucao (R,)
Isomero N, CO,
Corrol 13.50 11.39
Corrorin 13.76 10.10
Norrol 11.26 12.62
NCC2 12.73 11.90
NCC4 12.50 11.92
R, médio 12.73 11.90

Os resultados dos experimentos de TWIM obtidos para as solugdes puras de
cada composto usando N, como gids de mobilidade sdo apresentados na Figura
16a. E observado que todos os isdmeros apresentaram drift times (dt) bastante
similares, o que era esperado baseado em suas estruturas, em que as mudangas
estruturais ndo sdo extremamente drasticas, sendo assim, apenas pequenas
variagoes em suas secoes de choque sdo esperadas. O corrorin foi o isdmero de
maior mobilidade (dt = 6,30 ms), seguido pelo norrol (6,34 ms), NCC2 e NCC4
com o mesmo drift time (6,48 ms) e finalmente o corrol (6,61 ms). Apesar das
pequenas diferencas no drift time, € possivel observar que existem sim algumas
diferencas na mobilidade i6nica quando as posicdes dos adtomos de nitrogénio e
carbono estao arranjadas de forma distinta do que a forma do esqueleto do corrol.

De modo a simplificar a interpretacdo dos resultados, pode-se considerar que
a secdo de choque € o fator principal que se correlaciona com o drift time da

respectiva espécie isomérica. A partir dos resultados obtidos por TWIM-MS, o
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corrorin deve ter a estrutura mais compacta e o corrol a estrutura menos compacta,
enquanto que o NCC2, NCC4 e o norrol (isdmeros do tipo “NCC”) devem exibir
secoes de choque intermedidrias entre os valores do corrol € do corrorin. Um
comportamento € uma tendéncia similares sdo esperadas utilizando CO, como gés
de mobilidade (Figura 16b), porém o resultado mostrou que corrorin apresentou
uma melhor diferencia¢do entre todos os isdmeros € o NCC4 foi o isOmero mais
lento, ao invés do corrol. Esta grande diferenca nos drift times permitiu uma boa
diferenciacdo do NCC4 e do corrorin (Figura 16¢) quando o CO, foi usado como

gas de mobilidade, o que nado foi obtido usando N,.

Tabela 2. Fator de separacdo a e resolucdo pico-a-pico (R,,) calculadas para cada

par de isdmeros usando N; e CO, como gases de mobilidade.

N, CO,

Pares de isomeros o Ryp o Ryp
Corrol/Corrorin 1.05 0.35 1.07  0.46
NCC4/NCC2 1.00 0.00 1.01  0.06
NCC2/Norrol 1.02 0.16 1.01  0.10
NCC4/Norrol 1.02 0.16 1.02  0.16
Corrol/Norrol 1.04 0.31 1.01 0.10
NCC4/Corrorin 1.03 0.21 1.08  0.52
Norrol/Corrorin 1.01 0.05 1.06  0.37
Corrole/NCC2 1.02 0.15 1.00  0.00
Corrol/NCC4 1.02 0.15 1.01  0.06
NCC2/Corrorin 1.03 0.21 1.07  0.46
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3.4.2. Calculos tedricos

Alguns parametros relevantes e intimamente relacionados com a mobilidade
i0nica em fase gasosa foram estimados através de modelagem molecular e
comparados com os valores experimentais de TWIM de modo a obter um melhor
entendimento sobre as estruturas dos isdomeros estudados. Esse estudo foi focado
nas respectivas estruturas protonadas dos isOmeros, uma vez que todos os
experimentos foram realizados com a detec¢do de ions positivos. Desta forma, as
espécies protonadas mais provdveis para cada isomero foram definidas através da
comparacgdo das energias eletronicas totais das espécies protonadas em cada um dos
quatro nitrogénios passiveis de protonagdo nas estruturas dos isOmeros, calculada
por DFT no nivel B3LYP/6-31G(d,p) (ANEXO 1). Assim, € possivel correlacionar
o sitio doador que possui a mais alta afinidade por prdtons com as espécies
protonadas que possuem a mais baixa energia eletronica. De acordo com as
energias relativas calculadas, pode-se achar as espécies protonadas mais estdveis de
cada um dos isdOmeros.

Foi demonstrado, de fato, que aqueles compostos nos quais o proton esta
ligado ao nitrogénio no anel 2H-pirrol (iminas) tem a mais baixa energia quando
comparados com os anéis 1H-pirrol que originam energia mais alta e assim,
espécies 10nicas menos estaveis. Além disso, os valores de secdo de choque (CCS)
das espécies protonadas mais estaveis de cada isomero foram calculados usando o
método da projecdo (Projection Method — PM) e o método trajetoria (Trajectory
Method - TM) implementado no software MOBCAL (ANEXO 2), considerando
He, N, e CO, como gases de mobilidade (para o método TM).

De forma simplificada, pode-se considerar que a mobilidade de um ion é

exclusivamente dependente de seu CCS somente quando Helio € usado como gés
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de mobilidade, porque nao hd uma interacdo ion-dipolo relevante entre o ion e o
dtomo de He ndo polarizdvel. Entretanto, estudos mostraram'® que quando gases
polarizaveis sao utilizados, interacdes significativas ion-dipolo induzidas estdo
contribuindo para a mobilidade, criando assim potenciais de interagdes entre o ion e
as moléculas neutras dos gases dirigidos pela natureza quimica do analito. Isto pode
ser traduzido pela dispersdo de cargas nos ions gasosos que resultard em diferentes
magnitudes das interacdes ion—dipolo e dipolo-dipolo com o gis de mobilidade.
Baseados nestas consideracdes, os momentos dipolo das espécies protonadas mais
estaveis foram também calculados (no nivel B3LYP/6-31g(d,p)) e comparados com
os respectivos drift times de cada molécula protonada. Todos os principais

parametros calculados envolvidos nas separacoes TWIM estdo sumarizados na

Tabela 3.
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. ~ . SN Z s b
Tabela 3. Energias, secdes de choque e momentos de dipolo para os isdbmeros do Corrol. (* Para as espécies protonadas,” Exormarizapa = E - Ecorrole)

Sitio mais estavel de E 2 2 2 Momento
A 1ya ) NORMALIZADA % 2 2 .
Isomero protonacio E (kcal mol™)® | Aprotonacio (keal mol'™)” Qe (A9) On, (A9 Qco, (A% | de ((111)1;010
Corrol -1966232.486 -243.33 0.000 210.77 235.20 253.54 5.15
Corrorin -1966176.474 -264.86 56.012 200.81 220.59 239.17 5.25
NCC2 -1966193.370 -260.17 39.116 203.65 223.86 242.24 6.38
NCC4 -1966192.334 -252.89 40.153 205.85 227.66 245.63 8.32
Norrol -1966216.190 -277.24 16.297 210.04 240.09 262.69 4.95
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Tanto os dados de mobilidade quanto o resultado dos célculos tedricos de
CCS indicam que corrorin tem a estrutura tridimensional mais compacta na fase
gasosa. Valores tedricos de CCS indicam que a segunda espécie mais compacta € o
NCC2, seguido do NCC4, corrol e norrol. Em geral, hd uma boa correlagdo entre os
drift times e os valores previstos CCS (do menor para o maior) para a série de 5

isomeros. Estas tendéncias para ambos gases de mobilidade, N, e CO,, sdo como se

segue:
Drift time com N,: Corrorin < Norrol < NCC2 < NCC4 < Corrol
CCS (N,) tedrico : Corrorin < NCC2 < NCC4 < Corrol < Norrol
Drift time com CO,: Corrorin < Norrol < NCC2 = Corrol < NCC4
CCS (CO,) teodrico: Corrorin < NCC2 < NCC4 < Corrol < Norrol

Entretanto, os experimentos TWIM mostraram que o norrol € o segundo
1sdmero mais rapido na cela de mobilidade quando se usa N, e CO, como gases de
mobilidade, o que contrasta com resultados de calculo de CCS, mesmo
considerando parametros de massa molecular e polarizabilidade de cada gas. Por
outro lado, o norrol € o menos polar entre todos os isOmeros (traduzido pelo seu
menor momento de dipolo), o que significa que ele tem a mais fraca interacdo ion-
dipolo com o géas de mobilidade e viaja mais rapidamente através da cela de
mobilidade quando gases polarizaveis sao usados. Apesar do momento de dipolo
do norrol ndo ser tio menor (se comparado aos outros compostos), esta diferenca
pode ser significativa, jJ4 que todos os 5 isOmeros apresentaram drift times muito
semelhantes, entdo uma pequena variacio do momento de dipolo pode resultar em
um desvio relativamente grande na tendéncia observada através da andlise por

TWIM-MS.
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Em resumo, os drift times experimentais obtidos por TWIM e parametros
relacionados com o tamanho e forma do ion, assim como a distribui¢do de cargas
eletrOnicas em cada isdmero, determinadas no nivel B3LYP/6-31g(d,p) depois de
otimizagdo da geometria, (Figura 17) mostraram tendéncias consistentes. Das
geometrias otimizadas, pode-se observar facilmente que o corrol e norrol tem uma
estrutura mais “esticada” ou planar, o que resulta em drift times maiores e valores
tedricos de CCS mais altos, quando comparados com corrorin, NCC2 e NCC4. As
tor¢oes nas estruturas de NCC2 e NCC4, devido a suas caracteristicas estruturais
“N-confusas”, tornam-se também evidentes. A estrutura mais “torcida” foi a do
corrorin, 0 que significa que este isOmero tem a conformacdo mais compacta na
fase gasosa , fornecendo o menor drift time e o menor valor CCS tedrico calculado

dentre todos os cinco 1sOmeros do corrol.

Norrole

Figura 17. Geometrias representativas, otimizadas no nivel B3LYP/6-31g(d,p), de
todos os cinco isomeros do corrol. Figuras foram geradas usando o programa

PyMOL v1.4.
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3.4.3. Analise por MS/MS de varredura de ions produto

Experimentos MS/MS, realizados por dissociagdo induzida por colisio
(Collision Induced Dissociation- CID) (Figura 18) mostram principalmente
extensas perdas neutras de HF para todos os compostos, com diferengas acentuadas
na labilidade entre o isdbmeros’'. Com base na intensidade relativa dos fons que
atingem o detector (expresso como intensidade relativa) gerada a partir do fon
precursor em m/z 797 ap0s a dissociagdo induzida por colisdo, € possivel dizer que
corrol é o mais 14bil entre todos os isdmeros, seguido pelo NCC4, norrol, corrorin e
NCC2.

Curiosamente, NCC4 foi o tnico isdmero que exibia uma extensa perda de
NH;, gerando um fragmento em m/z 780, bem como as perdas subsequentes. Essa
perda de NH; pode ser explicada considerando a sua estrutura (Esquema 2).
Mesmo que a protonagdo do NCC4 no anel /H-pirrol (amina em que o dtomo de
nitrogénio aponta para fora da cadeia) seja menos favoravel, gerando uma espécie
com energia mais elevada, pode-se supor que esta espécie é formada, pelo menos,
em pequenas quantidades no processo de ESI. Devido ao elevado nivel de tor¢do e
a estrutura rigida do NCC4, este grupo protonado menos estavel torna-se isolado e,
assim, incapaz de transferir facilmente o proton para sitios com maior afinidade por
protons. Desta forma, a via mais acessivel para liberar a energia obtida no processo
CID ¢€ através de um rearranjo envolvendo a abertura do anel, a transferéncia de

hidrogénio e, finalmente, eliminacdo, de uma molécula de NHs.
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Figura 18. Espectro de MS/MS de varredura de ions produto para a) corrol, b)
corrorin, ¢) NCC2, d) NCC4 e e) norrol, utilizando 40,0 eV de energia de colisao.

Este comportamento ndo é observado para os outros isOmeros provavelmente
devido a auséncia de sitios bdsicos nos quais o atomo de nitrogénio aponta para
fora, sem impedimento estérico significativo. No NCC2, por exemplo, o 4tomo de
nitrogénio do anel 1H-pirrol estd apontando para fora da cadeia, porém estd
rodeado por dois grupos -C¢Fs, 0 que provavelmente gera um impedimento estérico
consideravel para o sitio de protonacdo. Em resumo, estes resultados indicam que
os isomeros do corrol podem ser diferenciados com base em suas mobilidade
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relativas e através de seus espectros de MS/MS, monitorando fragmentos
especificos de ions caracteristicos de cada isOmero.

A Figura 19 mostra a deconvolucdo dos picos de mobilidade obtida a partir
de uma mistura de corrorin e NCC4 (par isomérico com a melhor resolu¢do em
CO,, Figura 16c¢). Ao extrair cromatogramas de mobilidade para os ions de m/z
780 e m/z 525 para NCC4, que sdo fragmentos formados em quantidades muito
mais elevadas para um isdmero do que para outro, picos de mobilidade separados
podem ser obtidos para cada cada espécie. Usando esta estratégia, podemos agregar
outra ferramenta para a diferenciacdo dos isdmeros do corrol, com base nos
diferentes picos de mobilidade de ions de fragmentos formados exclusivamente
para cada isOmero na mistura. Porém, a assimetria dos picos sugere que existe,
porém em menor intensidade, a presenca destes fragmentos caracteristicos também

no outro isOmero estudado simultaneamente.

Corrorin NCC4
m/z 525 extracted m/z 797 m/z 780 extracted

100+ ™ ‘ <

G L L L DU UL B L I R LR L L R L e ""|""|""|Time
4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

Figura 19. Deconvolu¢do dos picos de mobilidade obtida para uma mistura de
corrorin € NCC4, conseguida através da extracdo de cromatogramas de mobilidade
individuais para os fons de fragmentos especificos observados no espectro de ion

produto de cada isdmero, m/z 525 para corrorin e m/z 780 para NCC4.
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3.5. Conclusoes

As mudancgas estruturais sutis promovidas pela mudanc¢a de conectividade
dos atomos de nitrogénio e carbono nos anéis do corrol resultam em diferencas
considerdveis na mobilidade destes compostos na fase gasosa, como provavel
consequéncia das mudancas nas secdes de choque e nos momentos de dipolo para
cada estrutura. O corrorin tem a estrutura tridimensional mais compacta entre todos
os 1someros, enquanto NCC4 e corrol sdo os isdmeros com maiores se¢oes de
choque e maiores drift times. Mesmo que o norrole tenha os maiores valores
previstos de CCS, seu menor momento de dipolo resulta em interacdes mais fracas
com o gas de mobilidade, e um drift time menor do que o esperado € obtido.

Uma melhor resolucdo entre os isomeros de corrol foi alcan¢ada usando CO,
como gids de mobilidade. Além disso, estes isOmeros podem ser diferenciados
monitorando ions caracteristicos resultantes de suas fragmenta¢des. Em conclusao,
mostrou-se que a diferenciacdo por TWIM-MS destas estruturas pode ser
conseguida através do monitoramento das diferencas entre as suas mobilidades

relativas e também pelos espectros distintos de MS/MS obtidos para cada isbmero.
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CAPITULO 4. Separacdo de Dissacarideos Isoméricos por
TWIM-MS: aumentando o poder de resolucdo com o Synapt G2 e

gases mais polarizdveis.

4.1. Introducao

4.1.1. A espectrometria de massas na caracterizacao de

oligossacarideos

Oligossacarideos sao uma classe de substancias que estd presente na natureza
com uma imensa diversidade estrutural, diferindo principalmente nas estruras das
unidades dos monossacarideos dos quais sdo constituidos, na configuracdo do
carbono anomérico, do tipo de ligacdo presente entre as unidades de
monossacarideos, assim como na configuracdo espacial dos mesmos. Em outras
palavras, as unidades de monossacarideos podem variar no nimero de carbonos da
cadeia do anel (ex. sacarose e tealose), na configuracdo dos dtomos de carbono (ex.
lactose e celobiose) e nas posicoes das ligacdes glicosidicas (ex. maltose e
isomaltose). Além disso, oligossacarideos contendo mais de um tipo de unidade de
monossacarideo podem diferir na sequéncia na qual eles estdo ligados (como por
exemplo, GIceNAc-GleN e GleN-GlcNAc)™.

A espectrometria de massas € uma ferramenta poderosa para a anélise
estrutural e identificacdo de oligossacarideos em misturas complexas, sendo que a
andlise de isomeros é geralmente feita através da analise por MS/MS™ utilizando a

Dissociacao Induzida por Colisao (Collision Induced Dissotiation — CID) como

52



método de fragmentacdo. Entretanto, muitos isOmeros podem apresentar uma
quimica de dissociacdo semelhante, gerando portanto espectros de MS/MS muito
semelhantes e permanecendo, desta forma, ndo resolvidos. Nestes casos, um
tratamento mais elaborado das amostras pode ser requerido, tais como a digestdao
enzimadtica, ou seja, a degradacdo controlada e especifica realizada por enzimas
seletivas para cada um dos oligossacarideos avaliados*. Desta forma, pode-se
avaliar se determinado oligossacarideo estd presente na amostra investigada, ja que
a enzima geralmente € capaz de reagir somente com um tipo de oligossacarideo por
vez, gerando fons caracteristicos dos produtos de degradacao.

O acoplamento da mobilidade i6nica com a espectrometria de massas (IM-
MS) torna-se uma ferramenta poderosa para separar e caracterizar oligossacarideos
isoméricos®, visto que as diferencas estruturais podem resultar em estruturas
tridimensionais em fase gasosa distintas, permitindo assim a diferenciacdo de
alguns destes compostos através desta técnica. Sendo assim, alguns trabalhos ja
utilizaram algumas das modalidades de IM-MS para separar e caracterizar
oligbmeros em diversos tipos de amostras, tais como FAIMS, DTMS e TWIM 46,
utilizando um artificio geralmente denomidado de Extractive Fragment Ion
Mobility Mass Spectrometry (EF IM-MS), em que a mobilidade de fragmentos
especificos para cada oligossacarideo é avaliada’’, além de técnicas cldssicas de
separacio como cromatografia e eletroforese™, para a determinacio de

oligossacarideos em varios tipos de amostras bioldgicas.

4.1.2. Os avancos da técnica de TWIM-MS

Recentemente, em 2010, a técnica de TWIM-MS sofreu uma grande

melhora devido a comercializacdo da segunda geracdo do equipamento Synapt
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HDMS, equipamento batizado de Synapt G2. Basicamente, este equipamento
possui um cela de mobilidade 40% maior que o da primeira geragcdo, além de
permitir a utilizagdo de maiores pressoes de gas de mobilidade dentro da cela e de
operar com maiores voltagens de campo elétrico, o que diminui a dispersdo de ions
dentro da cela, aumenta sensibilidade e o poder de resolucio da técnica®. Todas
estas modificacOes juntas resultaram em um poder de resolugdo cerca de 4 vezes
maior obtido para o Synapt G2, quado comparado a primeira geracdo deste
equipamento. Tudo isto, aliado ao estudo de melhores gases de mobilidade para a
separacao em TWIM, podem resultar em uma técnica analitica bastante eficiente
para a resolucdo de oligossacarideos em fase gasosa. Entretanto, como ja
demonstrado anteriormente, a natureza do gis de mobilidade pode ter um papel
fundamental na separacdo dos analitos estudados e deve ser avaliado para cada caso

experimental.

4.2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral a comparacdo da performance de
analise do Synapt e do Synapt G2 (referidos como G1 e G2, afim de simplificar)
para a separagdo de 4 dissacarideos isoméricos (Esquema 3): maltose (a-D-Glcp-
1,4-D-Glcp), lactose (B-D-Galp-1,4-D-Glcp), sacarose (B-D-Fruf-2,1-a-D-Glcp) e
celobiose (B-D-Glcp-1,4-D-Glcp), além de avaliar a influéncia do gis de
mobilidade na performance da metodologia desenvolvida. Para isso, N, e CO,
foram testados a avaliados como gases de mobilidade. Em adic¢do foi investigada a

possibilidade de diferenciacdo destes 4 isOmeros através de seus espectros de

MS/MS.
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Esquema 3. Estruturas dos dissacarideos estudados por TWIM-MS.

4.3. Parte Experimental

4.3.1. Amostras e reagentes

Amostras de maltose, lactose, sacarose e celobiose foram adquiridas

comercialmente (Sigma-Aldrich Chemistry,WI, USA) e dissolvidas em metanol
sem purificacdo prévia (grau HPLC, Honeywell Burdick & Jackson, MI, EUA)
com adi¢do de acetato de s6dio na solugdo. As mobilidades dos ions relativos aos

adutos de sédio ([M+Na]" de m/z 365) de cada dissacarideo foram monitoradas.

4.3.2. Condicoes Instrumentais

As solugdes das amostras foram diretamente injetadas na fonte ESI, com

aquisicao de ions positivos. Todas as andlises foram realizadas utilizando o Synapt

HDMS (primeira geracdo, Waters, Manchester, UK) e o Synapt G2 (segunda
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geracdo, Waters, Manchester, UK). As condi¢cdes de ionizagdo otimizadas para o
Synapt foram: capilar, 2.5 kV, cone de amostragem, 20 V; cone de extracdo, 3,0 V;
temperatura da fonte, 150 °C; temperatura de dessolvatagdo, 200 °C e vazdo do gés
de dessolvatacdo (N,) de 400 L h™'; e para o Synapt G2 foram: capilar, 0.6 kV, cone
de amostragem, 14 V; cone de extracdo, 5,0 V; temperatura da fonte, 120 °C;
temperatura de dessolvatagao, 300 °C e vazdo do gas de dessolvatacao (N,) de 400
L h™'. Nitrogénio e CO, foram utilizados como gases de mobilidade, ambos a
pressdao de 2.00 mbar. Os espectros de massas foram obtidos através do software
MassLynx 4.1. Os experimentos de MS/MS de varredura de ions-produto foram
realizados no transfer do equipamento (depois da cela de mobilidade) utilizando-se
Ar como gés de colisdo a uma pressdo de 1,0 x 10 mbar a uma energia de colisido

de 100,0 eV.

4.4. Resultados e discussao

A primeira etapa deste trabalho constituiu-se na avaliacdo das mobilidades
relativas dos adutos de sédio de cada dissacarideo ([M+Na]®) no Synapt G1 e no
Synapt G2. A Figura 20 mostra os resultados obtidos para as mobilidades do ion
de m/z 365, utilizando CO, como gis de mobilidade. A primeira observacao que
pode ser feita € que os picos de mobilidade para todos os dissacarideos sdo bem
mais finos no Synapt G2 (Figura 20b) do que no G1 (Figura 20a), o que aumenta

a probabilidade de resolugdo entre dois picos adjacentes.
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Para avaliar em termos numéricos a resolu¢do de cada equipamento, foram
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Figura 20. a) Espectros de drift times obtidos para a sacarose, lactose, celobiose e
maltose no Synapt (CO,, 2.00 mbar, velocidade de onda = 100 m s altura de onda
= 30V) e b) andlise realizada no Synapt G2 (CO,, 2.00 mbar, velocidade de onda =
550 ms™, altura de onda = 40V).

calculadas as resolugdes dos picos de mobilidade (Tabela 4), obtidos através da
mobilidade dos ions apresentadas na Figura 20. Os resultados mostraram que a
resolucdo dos picos de mobilidade € aproximadamente 4 vezes maior no Synapt G2
do que no Synapt (R,=22.4 and R,=5.6, respectivamente), ou seja, bem proximo do

aumento de resolugdo real na cela de mobilidade que a segunda geracdo do Synapt
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recebeu em relagdo a primeira geracdo. E interessante observar também que o
ganho em resolucdo do G1 para o G2 se d4 através do afinamento dos picos de
mobilidade, ao invés do maior “espacamento” temporal destes picos, visto que a
distancia entre os maximos de cada pico € aproximadamente a mesma, o que indica
realmente que ha uma menor disper¢do dos ions dentro da cela se mobilidade, que
provavelmente se d4 através da utilizacdo de uma maior altura de onda (40 V)
alcancada por este equipamento. Desta forma o campo elétrico € mais intenso,
“interagindo” mais efetivamente com os ions dentro da cela de mobilidade evitando

suas dispersoes.

Tabela 4. Poder de resolu¢do do pico de mobilidade (R,) para cada isomero

analisado separadamente com o Synapt e o Synapt G2.

Poder de Resolucao (R;)
Isomero G1 G2
Lactose 5.4 22.3
Maltose 6.4 21.9
Celobiose 5.8 22.5
Sacarose 5.0 23.7
Média 5.6 224

Também foram calculadas as resolug¢des pico-a-pico (R,,) para cada par de
1sdmeros, conforme os resultados apresentados na Tabela 5. Uma resolugdo pico-a-
pico quase na linha de base foi alcancada para os seguintes pares isoméricos, no

Synapt G2: Celobiose/Sacarose (R,, = 0.76), Maltose/Sacarose (R,, = 1.04) ¢
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Maltose/Lactose (R, = 0.74). Por outro lado, os pares: maltose/celobiose,
celobiose/Lactose e Lactose/Sacarose ainda ndo puderam ser resolvidos, ou seja,
nao seria possivel distingui-los caso estivessem presentes simultaneamente em uma
mesma amostra. As resolugdes obtidas no Synapt G1 ndo foram suficientes para
obter a diferenciacdo dos isOmeros, que pdde ser realizada no Synapt G2. Isto
significa um enorme avan¢o na técnica de TWIM-MS, que pode abrir novas
aplicacOes para esta técnica, visto que analises que antes ndo podiam ser feitas,
agora talvez possam ser realizadas com resolu¢do adequada. Além disso, as
separacoes realizadas por TWIM-MS sdo extremamente rdpidas, o que torna a
técnica bastante adequada de ser ser implementada em laboratérios e industrias

para as analises de rotina.

Tabela 5. Fator de separagdo a e resolugdo pico-a-pico (R,.,) calculados para cada

par de isomeros usando o Synapt G1 e o G2.

Gl G2

Par isomérico o Rpp o R,

Celobiose/Sacarose 1.17 0.47 1.06 0.76

Maltose/Celobiose  1.04 0.13 1.02 0.30

Celobiose/Lactose  1.12 0.34 1.04 0.45

Maltose/Sacarose 1.21 0.58 1.09 1.04

Lactose/Sacarose 1.04 0.14 1.02 0.32

Maltose/Lactose 1.16 0.46 1.06 0.74
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A segunda etapa deste trabalho foi avaliar a influéncia do gis de mobilidade
na separagao dos isdmeros. Para ilustrar o aumento do R, oferecido pela utiliza¢do
de gases mais polarizaveis e mais “massivos’ na separacdo de dissacarideos
isoméricos, uma solucdo contendo lactose e maltose foi analizada em ambos os
equipamentos (G1 e G2), utilizando N, e CO, como gases de mobilidade (Figura
21). A partir destes resultados, pdde ser observado um efeito dréstico, no qual,
como esperado, os picos para ambos os dissacarideos sdo muito mais finos na
andlise feita com o G2, porém utlizando N, nesta andlise (Figura 21b), o R, fica
tdo ruim quanto aquele obtido para este par de isdbmeros com o Synapt G1 (Figura
21a), em que os picos estdo sobrepostos, sem nenhuma resolu¢do aparente.

Utilizando CO, no Gl (Figura 21c¢), o R, , nitidamente aumenta, mas
continua inaceitdvel para a resolucdo deste par em uma mesma solucdo,
principalmente se eles estiverem presentes em proporcdes muito distintas (em que o
maximo do pico do isdbmero menos abundante ficard ocultado devido a presenca do
1isdmero mais abundante). Porém, quando o CO, € utilizado na cela de mobilidade
do G2 (Figura 21d), dois picos bem definidos podem ser observados, com uma
resolucdo quase na linha de base do espectro. A partir deste resultado, fica nitido
que ndo basta ter o aumento de resolucdo do equipamento e que a natureza do gas
de mobilidade ainda assim tem um papel fundamental na resolucdo de espécies

cujas secoes de choque sejam muito semelhantes.
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Figura 21. a) Gréficos de drift time obtidos para uma mistura de maltose e lactose
no Synapt G1 com CO,, b) no G2 com N, ¢) no synapt GI com CO; e d) nas

mesmas condi¢des de b), porém usando CO, como gds de mobilidade.
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No caso dos dissacarideos avaliados, o CO, mostrou ser o melhor gas de
mobilidade quando comparado ao N,, que é o gis comercial dos equipamento de
TWIM-MS. Mais uma vez, fica mostrado que uma etapa fundamental da
otimizacdo de um experimento de mobilidade i6nica, € a avaliagao da influéncia da
natureza do gis de mobilidade na resolu¢do dos picos de mobilidade. Para fins
didaticos, porém como ja mencionado anteriormente ao longo deste texto, gases
polarizdaveis como o CO, tém a habilidade de aumentar a resolucdo nos
experimentos de mobilidade 10nica porque interacdes mais fortes do tipo fon-dipolo
induzida entre os fons da amostra e o gas de mobilidade sdo introduzidas no
fendmeno de separacdo e sdao dependentes da “quimica” dos analitos. Desta forma,
com a utlizacdo de gases polarizdveis existe um outro parametro a ser considerado,
o que significa que mesmo que dois analitos tenham valores de se¢des de choque
muito proximas, se eles apresentarem diferentes magnitudes de interagdo com o gés
de mobilidade, eles podem migrar com diferentes tempos pela cela de mobilidade,
sendo, desta forma, espacialmente separados. Este fato foi nitidamente demostrado
experimentalmente neste caso dos dissacarideos isoméricos.

A terceira e ultima etapa deste trabalho foi a obtencdo dos espectros de
MS/MS para os 4 dissacarideos. Anélise foi feita realizando a fragmentacio do ion
relativo ao aduto de sédio dos dissacarideos ([M+Na]® de m/z 365), através da
dissociac@o induzida por colisdo. Os espectros obtidos individualmente para cada
dissacarideo sdo apresentados na Figura 22. Pode-se observar uma grande
diferenca na labilidade (que avalia a facilidade em que os ions precursores de
fragmentam) destes 4 isOmeros, além de alguns fragmentos relativamente
especificos para cada um deles, como por exemplo, o ion em m/z 281 para a lactose
e celobiose, m/z 350 para sacarose e m/z 203 como fragmento principal do espectro
da sacarose e da lactose. Como ja mencionado no Capitulo 3 desta dissertacdo,

realizando-se a fragmentacao no dispositivo transfer do equipamento, ou seja, apos
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a cela de mobilidade, os ions produto relativos a fragmentagdo do ion precursor
apresentam o mesmo drift time, ou seja, diz-se que os fragmentos sio alinhados no
tempo (em relacdo ao {fon precursor). Novamente, € possivel monitorar a
mobilidade de ions especificos de casa isOmero e aumentar a resolugdo da técnica
através do um processo de deconvolugdo dos picos de mobilidade. Desta forma,
mesmo para os pares nao totalmente resolvidos, monitorando a mobilidade de ions
especificos, pode-se identificar um isdmero mesmo na presenca de um outro nao
resolvido. Por exemplo, para o par celobiose/maltose (R, = 0,30), o fragmento de
m/z 281 pode atuar como marcador da presenca de celobiose. Ja para o par
lactose/celobiose (R, = 0,42) o fragmento de m/z 185 pode indicar a presenga de
lactose, assim como o ion de m/z 203 pode ser um marcador da presenca de
sacarose no par ndo resolvido sacarose/lactose (R,, = 0,32), através no
monitoramento da mobilidade destes ions nesta misturas mencionadas, mostrando a

capacidade da técnica para o estudo de misturas dos dissacarideos avaliados.
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Figura 22. Espectros de MS/MS dos fons [M+Na]" obtidos para amostras puras de
a) maltose, b) sacarose, ¢) lactose e d) cellobiose, utilizando 100 eV de energia de

colisao.

4.5. Conclusoes

Este trabalho demonstrou a habilidade da técnica de TWIM-MS de separar
alguns isomeros de dissacarideos, comparando os resultados obtidos com as celas
de mobilidade do G1 e do G2, avaliando-se também N, e CO, como gases de
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mobilidade. Apesar do grande aumento dos valores de R, no G2, a resolugdo dos
1isdmeros nao foi obtida utilizando N, como gas de mobilidade. O uso de um gés
mais polarizdvel, tal como o CO, , foi o artificio responsavel por um grande
aumento dos valores de R,, dos dissacarideos avaliados, € uma resolugdo
praticamente em linha base foi obtida, no G2, para trés dos pares avaliados:
celobiose e sacarose (R, = 0,76), maltose e sacarose (R,, = 1,04) e maltose e
lactose (R,, = 0,74). A técnica de TWIM-MS usando CO2 como géds de mobilidade
se mostrou, entdo, uma técnica rapida e eficiente para a separacdo de dissacarideos,
0 que permite inclusive a realizacdo de estudos quantitavos futuros, com um grande
potencial analitico, devido a sua rapidez, para a aplicacdo em vdrios da andlise

quimica, dentre eles o controle de qualidade de alimentos**.
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Anexo 1. Otimizacao da geometria de equilibrio e sitios de protonacdo mais estaveis.

Z e E APROTONACAO ENORMALIZADA
Especie Estrutura (hartree) (kcal mol™) | (kcal mol™)
Corrol -3133.00318 _ _
neutro

Corrol_A* — — —
Corrol_B -3133.33534 -208.43 +37.82
Corrol_C -3133.34441 -214.13 +32.12
Corrol_D -3133.39561 -246.25 0.00

*A espécia Corrol_A ¢ instavel e sofre isomerizacdo para a espécie Corrol_D durante a

otimizacdo da geometria.
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s . E APROTONAcAo EnormaLIZaDA
Especie Estrutura (hartree) (kcal mol™) | (kcal mol™)
Corrorin
neutro -3132.87960 - -

Corrorin_A -3133.24730 -230.73 +34.13
Corrorin_B -3133.30168 -264.86 0.00

Corrorin_C -3133.22173 -214.69 +50.17
Corrorin_D -3133.21531 -210.66 +54.20
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o E APROTONAcAo EnormaLIZaDA

Especie Estrutura (hartree) (kcal mol™) | (kcal mol™)
NCC2

neutro -3132.91400 - -
NCC2_A -3133.28246 -231.21 +28.96
NCC2_B -3133.24991 -210.79 +49.38
NCC2_C -3133.27417 -226.01 +34.16
NCC2_D -3133.32861 -260.17 0.00
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o E APROTONAcAo EnormaLIZaDA
Especie Estrutura (hartree) (kcal mol™) | (kcal mol™)
Nced -3132.92395 - -
neutro
NCC4_A -3133.32695 -252.89 0.00
NCC4_B -3133.28631 -227.39 +25.50
NCC4_C -3133.25609 -208.42 +44.47
NCC4_D* - - -

*A espécia NCC4_D ¢ instdvel e sofre isomerizacdo para a espécie NCC4_A durante
otimizacdo da geometria.
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7 . E APROTONACAO ENORMAUZADA
Especie Estrutura (hartree) (kcal mol™) | (kcal mol™)
Norrol -3132.92316 - -
neutro

Norrol_A* - - -

Norrol_B -3133.27978 -223.78 +53.46

Norrol_C -3133.25488 -208.15 +69.09

Norrol_D -3133.36497 -277.24 0.00
F

otimizacdo da geometria.
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*A espécia Norrol_A ¢ instdvel e sofre isomerizacdo para a espécie Norrol_D durante




ANEXO 2. Secoes de choque (CCS) em A? estimadas pelo software MOBCAL

ccs (A%
ESpéCie [1] [2] TMB]
PA EHSS
He Nz COZ
195.81 | 217.90 210.77 235.20 253.54
184.29 | 203.97 200.81 220.59 239.17
191.31 | 211.94 203.65 223.86 242.24
190.85 | 211.16 205.85 227.66 245.63
194.77 | 217.04 210.04 240.09 262.69
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