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CHIRAL ANALYSIS BY MASS SPECTROMETRY USING THE KINETIC METHOD. Novel and quantitative mass spectrometry
methods for rapid and accurate enantiomeric excess determination are presented. These methodologies use electrospray ionization
(ESI) and mass spectrometry (MS) to detect and analyze, via collision-induced dissociation (CID), mass-selected transition metal

complexes that promote enantio especific interactions. The data from CID are conveniently treated by the kinetic method, a sensitive

linear free energy method of treating mass spectrometric results. Four different variations of this methodology are described: single
ratio method (S,), quotient ratio method (Q,), fixed ligand method (S,™), and quotient ratio method with fixed ligand (Q ™).
These individual methods are compared and their main features discussed in detail.
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INTRODUCAO

A descoberta de moléculas assimétricas por Pasteur', em 1843,
foi o ponto inicial para o estudo de moléculas quirais. Poucos topi-
cos em Quimica, Biologia ou Ciéncias Farmacéuticas tém atraido
maior interesse que a quiralidade. A presenga exclusiva de L-
aminodcidos e D-agticares nos seres vivos, tema que tem intrigado
os cientistas hd mais de um século, mostra que a quiralidade teve
grande influéncia no desenvolvimento da vida na Terra®.

A importancia de drogas quirais puras € reconhecida desde o
comeco dos anos 60, a partir do famoso episédio conhecido como
“A Tragédia da Talidomida”, quando se verificou que o enantidomero
levégero deste composto causava mé formagdo nos fetos das ges-
tantes que o consumiam?®. Deste entdo, antes que uma droga quiral
possa ser comercializada, sdo exigidos® testes farmacoldgicos e
toxicoldgicos com os enantidmeros puros.

A producio de drogas quirais tem imposto uma demanda cres-
cente no desenvolvimento de métodos rdpidos de andlise
enantiomérica em dreas que envolvem estudos farmacoldgicos e
clinicos®. A determinagdo de excessos enantioméricos em drogas
quirais € comumente realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), onde se usa uma coluna quiral contendo
ciclodextrina como fase estaciondria®’. Sistemas similares t€ém sido
utilizados em eletroforese capilar (CE)?, onde as pequenas dimen-
sdes da coluna e a rapidez da separacdo fazem desta técnica um
método atrativo para quantificagdo quiral®'2. A ressonincia mag-
nética nuclear (NMR) utiliza reagentes quirais, mas requer uma
quantidade grande de amostra e nio tolera impurezas.

RESOLUCAO QUIRAL POR ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

Dentre as pesquisas por métodos rdpidos de determinagdo de
excesso enantiomérico estd a espectrometria de massas (MS), uma
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técnica muito sensivel e seletiva'®. Nos dltimos anos, progressos
importantes tém sido obtidos, permitindo que esta técnica se torne
uma das principais ferramentas na andlise quiral. O reconhecimen-
to quiral e a determinacdo de excesso enantiomérico (ee) através
da espectrometria de massas podem ser classificados em quatro
tipos principais de experimentos: (a) ioniza¢do quimica (CI-MS)'*
16 e espectrometria de massas com bombardeamento por dtomos
rapidos (FAB-MS)'7?! — adutos diasteroisoméricos sio gerados usan-
do-se uma referéncia quiral e, em seguida, analisados em um
espectrometro de massas de estdgio simples. Um enantidmero do
analito € isotopicamente marcado e, assim, a mistura correspon-
dente do aduto diasteroisomérico pode ser resolvida. Esses adutos
sdo do tipo hospedeiro-convidado e suas interagdes sdo forcas nao-
covalentes, como ligagdo de hidrogénio ou forcas de van der Waals.
Recentemente, essa técnica vem sendo ampliada através da utili-
zagdo da ionizagdo “electrospray” (ESI)**?; (b) reconhecimento
quiral baseado em reagdes fon-molécula na fase gasosa,
freqiientemente envolvendo reacdes de troca. Adutos diasteroi-
soméricos do tipo hospedeiro-convidado sdo gerados a partir de
um hospedeiro quiral, como a B-ciclodextrina®. Tais adutos sédo
selecionados por massa e o analito quiral € substituido em uma
rea¢do com um gas neutro (quiral ou aquiral). A distin¢do quiral é
possivel porque a velocidade de troca varia com a quiralidade do
analito incorporado dentro do hospedeiro quiral®*?”?; (c) a terceira
metodologia € baseada na dissociacéo induzida por colisdo (CID)
de adutos diasteroisoméricos formados pelo analito e uma referén-
cia quiral em um experimento de espectrometria de massas
sequencial (MS/MS)**% ¢, (d) o assunto explorado neste trabalho,
usa também a espectrometria de massas sequencial, mas emprega
o método cinético para quantificacdo dos efeitos quirais®®*’.

0O METODO CINETICO

Em 1977 Cooks e colaboradores®, utilizando um equipamento
do tipo MIKES “mass-analyzed ion kinetic energy spectroscopy”
com fonte de ionizacdo quimica, estudaram a dissociacdo
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metaestdvel de dimeros prétonados de aminas alifdticas. Como
produtos, as respectivas aminas protonadas foram obtidas com
abundancias relativas altamente sensiveis a diferenca nas afinida-
des protonicas das aminas. Este foi o primeiro trabalho usando o
método cinético¥’. Desde entdo, tem sido empregado para esti-
mar valores relativos de quantidades termoquimicas**, tais como
afinidade protonica®*, distingdo isomérica®®, basicidade em fase
gasosa®, energia de ioniza¢do®, afinidade por cdtions metélicos*+’
e, mais recentemente, para determinar excessos enantioméricos® .

Trata-se de um procedimento aproximado, geralmente aplica-
do em determinagdes termoquimicas relativas e tem como base as
diferentes velocidades de dissociacdes unimoleculares competiti-
vas (k, e k)) de complexos selecionados por massa. A Equagdo 1
mostra, por ex., um complexo contendo ligacdes de hidrogénio (A-
--H*---B) que fornece, apés dissociagdo, os dois mondmeros indi-
viduais protonados®®3%48,

AH* + B
A---H*---B (1)
BH* + A

Tratamentos tedricos baseados na teoria de dissociagdo
unimolecular leva a equagdo simplificada do método cinético (Equa-
gﬁo 2)38,39,45,49-53
Ink AH'] AAG
1_ In [ +] — B ) (2)
Ink, [BH"] RT

Nesta equacdo, [AH*] e [BH*] sdo as abundancias das bases
protonadas, A(AG,) € a diferenga na basicidade em fase gasosa dos
compostos A e B, e T . € a temperatura efetiva. Essa relagdo € uma
simples conseqiiéncia de se escrever as expressdes de velocidades
individuais e cancelar para o reagente comum (A---H*---B)* %, A
basicidade em fase gasosa (AG)) € definida como o oposto da vari-
acdo da energia livre (-AG) para a reacdo (Equagdo 3):

A+ H - AH 3)

Na equagdo simplificada do método cinético (Equagdo 2), as
seguintes aproximacdes estdo implicitas: as diferengas de entropia
entre os canais de dissociacdo competitivos sdo negligenciadas; a
energia de ativagdo para as reagdes reversas € nula ou desprezivel;
inexisténcia de outras formas isoméricas para o complexo ativado.

O método € sensivel para pequenas diferencas em valores
termoquimicos (< 1 KJ mol™') e é também aplicével para compos-
tos ndo voldteis e polares, incluindo peptideos e outras biomoléculas
dificeis de serem analisadas por outros métodos*®. Além disso, o

método ndo exige que os compostos de interesse estejam puros.

DETERMINACAO DE EXCESSOS ENANTIOMERICOS
USANDO O METODO CINETICO E ESPECTROMETRIA
DE MASSAS SEQUENCIAL COM FONTE DE IONIZACAO
“ELECTROSPRAY”

O método da razio simples (S,)

Um enantiémero, D ou L, de um analito quiral (A ou A ) e um
composto de referéncia quiral (ref*) sdo complexados com um fon
bivalente de metal de transicio (M") formando os complexos
triméricos [M(A[)(ref*), — H]* ou [M(A )(ref*), — HJ*, os quais
sdo detectados através de andlise por ESI-MS (“electrospray
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ionization mass spectrometry”)’”8. A seguir, tais complexos sdo
selecionados por massa e dissociados por colisdo com um gas iner-
te (“CID- collision-induced dissociation”) produzindo os respecti-

vos fons diméricos [M(ref*), — H]* e [M(ref*)(AD(L)) — HJ*, como
mostrado na Equagdo 4:

Keer [M(Ap ))(ref*) —H]" + ref*
[M(A])(L))(ref")2 —H]* 4)

ky [M(ref*), ~ H]* + A

onde k, e k_ sdo as respectivas velocidades de dissociag@o dos
complexos triméricos.

A razdo entre as abundéncias destes fragmentos (R, e R)) €
definida de acordo com as Equacdes 5 e 6, respectivamente:

M(ref*)(A,)—H]"
P LU W )

[M(ref*), - HI
_ [Mref*)(A, )~ H]'
T Mref), - HI' ©®)

Nestas condigdes, a razdo de seletividade quiral (R.) € definida
de acordo com a Equacdo 7:

ou seja

[M(ref*)(A,,) — H]*
_ [M(ref®), —H]'
¢ [M(ref*)(A, )~ HJ' (7
[M(ref*), — HJ*

Quanto maior a diferenca de R da unidade, maior o grau de
seletividade quiral observado. Se R, = 1, ndo ha discriminagdo
quiral, indicando que a combinacio especifica envolvendo o cadtion
metdlico e o composto de referéncia ndo € capaz de promover dis-
tingdo quiral entre os dois enantidmeros, A e A, .

Um diagrama de energia para a dissociagdo dos complexos
[M(A)(ref*), — HJ* e [M(A, )(ref*), — H]* € mostrado na Figura 1.
Neste diagrama, a diferenca em energia A(AG) entre os fons
diasteroisoméricos [M(ref*)(A ) — H]" e [M(ref*)(A ) — H]* €
responsdvel pela diferenga entre R € R, 0 que leva a um valor de
R. # 1. Se tal diferenga em energia ndo € observada obtém-se,
conseqiientemente, um valor de R, = 1.

A relagdo entre a razdo R (R = [M(A)(ref*) — H]* / [M(ref*), —
HJ*) e o excesso enantiomérico (ee) do analito quiral (A) pode ser

[M(ref*)(Ap) - H]" + ref*

[M(ref*), - HI + Apg, I A(AGp)
FA(AG)

[ AAG)

[M(ref*)(Ay) - H]” + ref*

[M(ref*)2(Ar) - HI® [M(ref*),(Ap) - H]'

Figura 1. Diagrama de energia para a dissocia¢do dos complexos triméricos
[M(A,)(ref*), — H]* e [M(A,)(ref*), — H]*. Adaptado da ref. 76
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obtida a partir da equagdo do método cinético (Equacdo 2). O
logaritmo natural da razdo R € proporcional as diferencas de ener-
gia livre para as dissociagdes competitivas que fornecem os dois
fons diméricos (Equagao 4). Tal relagdo pode ser visualizada a se-
guir (Equagdo 8):

A(AG)
RTer ®)

k
In—2 =In(R) =
X (R)

ref

onde R € a constante dos gases ideais, T ; € a temperatura efetiva do
complexo ativado (temperatura média dos dois complexos ativados
para as duas reagdes competitivas), e A(AG) (Figura 1) é definido como
a diferenca nas energias livre entre as reagdes 9 e 10, para as quais as
energias de ativacdo reversas sdo consideradas despreziveis:

[M(I‘E‘,Pk)z(A[)(L))—H:rr —> [M(AD(L))(ref*)—HT + ref* (9)

[M(ref*),(Apry)) —H]' — [M(ref*), - H]" + Apq, (10)

Quando o analito A € constituido por enantidomeros puros, D ou
L, A(AG) torna-se A(AG), ou A(AG),. Para uma mistura
enantiomérica com um excesso do enantiomero D, por ex., pode-
se escrever (Equacdo 11):

l+ee (1—ece)
+AAG ) =

A(AG) = A(AG )

_ AAGp) +AMG) | [A(AGp) - AMG )] x ee (an

2 2
Combinando-se as Equacdes 11 e 8 obtém-se a expressdo que

prevé uma relagdo linear entre o excesso enantiomérico (ee) e o In
(R) (Equagdo 12):

[A(AG,) +AAG )] + [A(AG,) - AAG | )] xee
2 RTeff 2 RTeff

In(R) = (12)

Finalmente, combinando-se as Equacdes 12 ¢ 8 obtém-se a
Equag@o 13, que coloca In(R) como uma fungdo de In(R ) e In(R):

In(R,)+1In(R,) + [In(R,)— In(R, )] xee
2 2

In(R) = (13)

Deste modo, em um géfico In(R) versus ee, o intercepto repre-
senta a média entre os valores de In(R) e In(R), enquanto que a
inclinagdo corresponde a metade da diferenga entre In(R) e In(R)).

O sucesso do método depende da escolha adequada da referén-
cia, bem como do metal de transi¢do. O primeiro passo para
quantificar misturas quirais € a construgdo da curva analitica entre
In(R) e o ee sendo possivel determinar rapidamente a relagdo entre
os componentes da mistura, utilizando um espectrometro de mas-
sas seqiiencial. Como uma relag@o linear entre In(R) e o ee ¢ espe-
rada, em andlises rdpidas € possivel construir a curva analitica com
apenas duas amostras com conhecidos ee, como por ex., 0s
enantiomeros D e L puros ou a mistura racémica.

A Figura 2 mostra, por ex., um espectro ESI-MS* de uma so-
lu¢do em dgua/metanol 1:1, contendo o aminodcido modificado N-
Ac-L-Phe, utilizado como referéncia quiral, o cdtion metélico Cu*
e o agticar D-ribose. Note a presenca do complexo trimérico dese-
jado [Cu(N-Ac-L-Phe),(D-Ribose)-H]* de m/z 626. Outras espéci-
es também foram detectadas, as quais estdo indicadas nesta mes-
ma Figura 2. Um espectro similar (ndo mostrado) foi obtido a par-
tir de uma solucdo contendo N-Ac-L-Phe, Cu** e L-ribose, onde se
verificou, principalmente, a formacéo do complexo trimérico [Cu
(N-Ac-L-Phe),(L-Ribose)-H]* também de m/z 626.
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Figura 2. Espectro de massas total (ESI-MS) de uma solug¢do em dgua/
metanol 1:1 contendo Cu?*, N-Ac-L-Phe (referéncia quiral, ref*) e D-ribose
(analito, A)
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Figura 3. Espectros ESI-MS/MS dos complexos triméricos [Cu(N-Ac-L-
Phe),(ribose) — H]* de m/z 626: a) [Cu(N-Ac-L-Phe),(D-ribose) — H]*; b)
[Cu(N-Ac-L-Phe),(L-ribose) — H]*. Para maiores detalhes sobre a
terminologia “circulos cheios-circulos vazios” ver ref. 82

A sele¢do por massa dos complexos [Cu (N-Ac-L-Phe),(D-
Ribose)-H]* e [Cu (N-Ac-L-Phe) (L-Ribose)-H]* e fragmentacao
por colisdo com hélio (CID) gerou os espectros MS/MS mostrados
na Figura 3.

Em ambos espectros observa-se a presenca de dois fragmentos
provenientes da perda de ribose, [Cu (N-Ac-L-Phe),-HI* de m/z 476, e
de N-Ac-L-Phe, [Cu (N-Ac-L-Phe) (L-Ribose)-H]* de m/z 419. As
diferentes razoes (R) entre as intensidades dos ions de m/z 419 e 476
para cada complexo trimérico sio causadas pelas diferentes interacdes
entre analito (D e L-ribose) e referéncia quiral (N-Ac-L-Phe). O fator
de seletividade quiral (R_.) pode ser calculado medindo-se as intensi-
dades dos fons de m/z 419 e 476 em ambos espectros e aplicando-se a
Equagdo 7. A razdo R entre as intensidades dos fons de m/z 419 e 476
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depende da proporcdo dos enantidmeros do analito quiral em soluc@o.
Deste modo, preparando-se vdrias solucdes com excessos
enantioméricos ee conhecidos e medindo-se as respectivas razdes R,
pode-se facilmente construir uma curva de calibrac@o entre In(R) versus
ee. Finalmente, esta curva de calibragdo pode ser utilizada para deter-
minagdo do excesso enantiomérico de solu¢des desconhecidas. A prin-
cipal desvantagem do método da razdo simples envolve a necessidade
de se utilizar, para constru¢iio da curva analitica, duas amostras do
analito com propor¢des enantioméricas exatamente conhecidas as quais,
em muitas situacoes, ndo podem ser obtidas.

O método da razao simples® tem sido aplicado com sucesso na
determinag@o de excessos enantioméricos de solu¢des de amino-
dcidos®*, a-hidroxi-dcidos®, peptideos® ™, drogas quirais’' 7,
vitaminas™, agticares™ e outras substincias”.

VARIACOES DO METODO

Existem alguns casos em que o método da razdo simples (S,) ndo
pode ser aplicado. Visando superar tais limitacoes, trabalhos recentes
foram publicados empregando métodos alternativos para determina-
¢do de excessos enatioméricos, os quais sdo descritos a seguir.

Método do quociente (Q,)

O método do quociente (Q,) foi introduzido por Cooks e Tao’™,
em 2002. Neste método, complexos triméricos [M(ref* )(A), — H]*
e [M(ref* )(A), — H]* sfo gerados a partir de duas solugdes conten-
do um fon metdlico (M), um analito quiral (A) e uma referéncia
quiral (ref* | ou ref* ). A selecdo por massa e dissociagdo (CID) de
tais complexos, em dois experimentos MS/MS distintos realizados
em condigdes idénticas, gera os fons diméricos [M(A), — H]* e
[M(ref D(L>)(A) — HJ* pela perda da referéncia ou do analito, respec-
tivamente. A diferenga de energia requerida para gerar as formas
diasteroisoméricas [M(ref*)(A) — H]" e [M(ref * )(A) — H]" resul-
ta em diferentes abundancias, as quais sdo medidas em relagdo a
abundancia do fragmento [M(A), — H]*. O quociente das razdes
(RR), equivalente ao R no método da razdo simples, depende da
composi¢do enantiomérica do analito A (Equacdo 14):

[M(A)(refy,*) - H]"

__ M@, -H]
[M(A)(ref, *) — H]" (14)
[M(A), —H]"

Quando o analito € enantiomericamente puro, RR torna-se RR |
ou RR, . Deste modo, o fator de seletividade quiral RR . € calculado
pelo quociente das razdes RR (Equagdes 15 e 16):

RR, = (15)
ou seja,

[ M(A ) )(ref,*) - H]" |
[M(An)z —H]+
M(A,, )(ref, *)— H]*
| [IM(Ap), -H]" |
[ M(A, )(ref,*)—H]" |
[M(A,), —H]*
M(AL)(refL *) _H]+
[M(AL)z - H]+

(16)

RR,

Quim. Nova

Quanto mais distante o valor de RR_ estiver da unidade, me-
lhor seré a seletividade quiral. Se RR.= 1, temos um sistema que
ndo consegue distinguir as interagdes estereoquimicas nas condi-
¢des empregadas.

A relag@o entre RR e o ee € derivada do método cinético. Por
analogia com o método da razdo simples, In (RR) € proporcional a
diferenca de energia livre para as dissocia¢des competitivas, que
fornecem os produtos diméricos (Equagdo 17):

A(AG)
RT

eff

In(RR) = (17)

onde R € a constante dos gases ideais, T . € a temperatura efetiva
média dos dois complexos ativados para as duas reacdes competi-
tivas e A(AG) € definido como a diferenca na energia livre da Equa-
¢do 18, para a qual a energia de ativag@o reversa € considerada
desprezivel:

[M(ref*)A —H]" +ref*p — [M(ref*p )(A)—H]" + reft,  (18)

Quando uma mistura dos dois enantidmeros de A (A e A)) €
examinada, A(AG) € a soma das trocas de energia livre A(AG),, ou
A(AG), das duas reagdes independentes, Equagdes 19 e 20, respec-
tivamente.

[M(ref* )Ap—H]" +refy — [M(ref*p)Ap—H]" + reft,  (19)
[M(ref* )AL —H]" +ref*p — [M(reffp)AL—H]" + reft (20)

Os complexos diméricos [M(ref* )A  — H]"e [M(ref* A, —
HJ*, bem como [M(ref* )A — H]*"e [M(ref* )A, — HJ*, sdo pares
enantioméricos. Portanto, as reagdes acima possuem 0 mesmo va-
lor absoluto de A(AG), porém com sinais opostos (Equagdo 21):

AAG ) =—A(AG ) 2D

Para uma mistura enantiomérica, em que 0 excesso enantio-
mérico do enantibmero D é expresso por ee®, pode-se escrever
(Equacdo 22):

1+ l—ee _
2 2

_[A(AG,) +A(G )] , [A(AG,)=AMG )] 22)
2 2

AAG) =AAG )L+ AGAG )

e a relagdo entre RR e o ee pode ser expressa combinando as Equa-
¢des 17 e 22, para se obter a Equagio 23:

(MG p) +AMBG ) | ABG 5)=AAG )
2RT,, 2RT,,

In(RR) = (23)

Quando a amostra € uma mistura racémica (ee = 0%), de acordo
com as Equagdes 21 e 23, In(RR) serd sempre zero (Equagio 24):

AAG ;) +AAG )
IN(RR) omgy == o> =0 24)
eff

A Equacio 23 prevé a relagio linear do In(RR) e o ee. A incli-
nagdo da curva analitica depende da magnitude de A(AG) ou
A(AG,). Uma distingdo quiral adequada (valores de A(AG,) ou
A(AG, ) elevados) fornece uma inclinagdo elevada. Andlogo ao mé-
todo da razdo simples, uma curva analitica com dois pontos pode
ser usada para andlises de amostras desconhecidas, ressaltando-se
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que neste método toda mistura racémica fornecerd In(RR) = 0. Ou
seja, na pratica precisa-se apenas de uma amostra com pureza optica
conhecida para a constru¢@o da curva analitica, o que vem a ser a
maior vantagem do método, uma vez que nem sempre os dois
enantiomeros puros estdo disponiveis comercialmente. O Esque-
ma 1 mostra uma comparagdo sucinta entre os métodos da razdo
simples (a) e do quociente (b). No método do quociente, duas refe-
réncias enantiomericamente puras sdo empregadas em dois experi-
mentos consecutivos, enquanto que no método da razdo simples
uma unica referéncia quiral € necessdria.

[M(A)(ref*) — H]* + ref*
M, ref* /
a) > [M(A)ref"), - HI

[M(ref*), — H]* + A
_ [M(A)(ref*) — H]®
" [M(ref*), - HI

A=A, ,R=R,
quando
A=A ,R=R_

R¢ :RJ
RL

IM(A)refo) — HJ* + A
M, ref*y
———— M)~ HI
! IM(A), - H]* + ref,

IM(A)ref) — HI* + A
M, ref*
— & [M(A)(ref) - HI
k.
: IM(A), — HI* + ref*,

[M(A)(reff,)—H]/
M(A), —H]*
[M(A)(refi)—H]/

[M(A), —H]"

A=A,,RR=RR RR
quando L L RR. = D
A=A ,RR=RR, RR

Esquema 1. Determinagdo quantitativa do excesso enantiomérico através:
(a) do método da razdo simples (S,); (b) do método do quociente (Q,).
Adaptado da ref. 78

Método do ligante fixo (S ™)

Uma nova versdo do método da razio simples foi desenvolvida
por Cooks e Wu”, em 2003. Como no método da razéo simples, os
autores prepararam uma solu¢do em dgua/metanol 1:1 contendo
um analito quiral (A), uma referéncia quiral (ref*), um metal
bivalente (M") e um ligante quelante ligado fortemente ao metal
(ligante fixo, L),

Neste experimento, complexos do tipo [(M(L™-H)(ref*)(A)]*
foram gerados por ESI, selecionados por massa e fragmentados
por CID. Tal processo levou a dois produtos de dissociagdo compe-
titivos, através da perda da referéncia (ref*) ou do analito (A), como
mostrado na Equagdo 25:

K,y [M(L™® —H)A)" + ref*

[(M(L™°— H)(ref*)(A]" (25)
k

N

[(M(L™° — H)(ref*)]* + A

As mesmas consideragdes e analogias empregadas no método
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da razdo simples também sdo vdlidas para o método do ligante fixo,
levando a uma relaciio andloga entre In R e o ee (Equacdes 26 a 28)

[(M(L™ —H)A)T"

R fixo — (26)
[(M(L™ — H)(ref*)]"
IR (LIS VY
rio _ Rp v [M(Lfx — H)(ref*)]"
C RLﬁxo [(M(Lﬁxo _ H)(AL )V (27)
[M(Lfx —H)(ref*)]"
In(R™®) = In(R ™) + In(R ™) . [In(R ™) — In(R ™*)]x ee (28)

2 2

Em comparacdo com o método da razdo simples, o comple-
xo0 trimérico [(M(L™-H)(ref*)(A)]* perde os mesmos fragmentos
neutros, i.e. A e ref*, em um experimento CID. O diferencial deste
método € que o ligante fixo permanece ligado ao cation metdlico
central, mesmo apds a fragmentaciio do complexo trimérico. A
vantagem estd na facilidade de otimizacdo do sistema e, portanto,
um reconhecimento quiral superior é prontamente obtido. Compa-
rando-se os mesmos sistemas, o método do ligante fixo mostrou
uma maior seletividade quiral em relagdo ao da razdo simples™.

Método do quociente com ligante fixo (Q,™)

Mais recentemente, Cooks e Wu* publicaram uma nova meto-
dologia para determinac¢do de excesso enantiomérico, denominada
método do quociente com ligante fixo (Q,™). Nesta metodologia,
aplica-se o método do quociente fazendo-se uso de um ligante fixo,
como suscintamente demonstrado no Esquema 2.

O método Q™ requer duas andlises consecutivas em experimen-
tos MS/MS. Assim como no método do quociente (Q,), somente uma
amostra com ee conhecido € necessdria para constru¢do da curva de
calibragdo, jd que toda mistura racémica fornecerd In(RR™) = 0.

Em comparagdo com o método do quociente, o método Q™ apre-
senta as seguintes vantagens: melhor exatiddo na quantificagdo devi-
do a simplicidade da cinética de dissociagdo e melhor seletividade
quiral, através da alteracdo de propriedades, tais como tamanho e
funcionalidade do ligante fixo; possibilidades muiltiplas para a cons-
truc@o de curvas de calibragdo com dois pontos que podem ser usa-
das para averiguar os dados, um ponto importante em aplicacdes
farmacéuticas. Por ex., a utilizagdo do dipeptideo Ala-Ala como
ligante fixo em suas quatro configuragdes (Ala, -Ala, ; Ala -Ala _; Ala, -
Ala ; Ala -Ala,) permite a geragdo de quatro curvas de calibragdo
que podem ser analisadas e a melhor delas utilizada na determina-
¢do do excesso enantiomérico de um analito quiral (A), através da
determinagdo da respectiva razdo RR™ (Equagdo 29):

[M(A)(Ala D(L) ~ Ala D(L) )(refr) *) - H]+

RR [M(A), -~ H]'
[M(A)(Ala D) ~ AlaD(L) )(refL*) - HT (29)
[M(A), —H]"

e, pelas trocas de quiralidade dos ligantes fixos ou das referéncias,
as interagdes quirais no complexo sdo refinadas, permitindo
maximizar a diferenciacdo quiral.

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os métodos para determinac@o de excesso enantiomérico descri-
tos neste artigo envolvem uma aplicagiio original e genial do método
cinético. Tais metodologias, de acordo com as caracteristicas descri-
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M, Loy refy
—_ U
[M(L™p -H)(ref )" +A

M, Lk, ), refy [M(Lxog ) -H)(A) + refy
=

(ML H)(refp (AN

[M(L"X"D(L) -H)(A)F + ref“D(L,
(ML H)(re o YA <

IM(Liray ) -H)(ref o )]+ A

[(ML™ = H)A)* .
[(M(L™ —H)(ref, )]"

[M(L™ —H)(A)T*

(RR)™ =
[(M(L™ —H)(ref, )]

A=Ap.(RR)™ = (RR)5*
Quando fixo fixo
A=A ,(RR)™ =(RR){

_ (RR)E®
(RR)["™

(RR)E™

Esquema 2. Determinagdo quantitativa de excessos enantioméricos através
do método do quociente com ligante fixo (Q/** ). Adaptado da ref. SO

tas a seguir, apresentam grande potencial de aplicagdo, embora estu-
dos adicionais com amostras reais sejam necessarios para que possam
ser definitivamente validadas e aplicadas pelos laboratdrios de anali-
se: sdo métodos rapidos, onde cada andlise tem duracdo de cerca de 3
min; sdo métodos simples pois ndo se utilizam andlises por via imida,
ndo havendo necessidade de derivatizagdes e pré-concentracdes; nao
ha necessidade da utilizagdo de colunas quirais; sdo de baixo custo,
desde que um espectrometro de massas comercial com uma fonte ESI
e capacidade para realizar experimentos MS/MS possa ser utilizado;
sensiveis, pois podem ser utilizados na determinagdo de amostras con-
tendo uma pequena fra¢do de um dos enantidmeros; podem ser em-
pregados em condigdes totalmente adversas, como na superficie de
outros planetas e meteoros, onde a detec¢cdo de um excesso
enantiomérico de moléculas vitais, como agticares e aminodcidos, pode
ser uma prova definitiva da presenca de vida. Trabalhos recentes® ji
mostram a possibilidade de se ampliar tal metodologia na quantificagdo
de misturas contendo trés constituintes, como por ex. D, L e meso-
4cido tartdrico. Porém, trabalhos futuros serdo necessdrios para averi-
guar a possibilidade de quantificagdo de outras misturas multi-com-
ponentes, contendo enantidmeros e diastereoisdmeros.
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