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ADVANCED TECHNIQUES FOR THE DIFFERENTIATION OF ISOMERS BY MASS SPECTROMETRY. Mass spectrometry
(MS) is a powerful and widespread technique but is inherently uncapable to differentiate species with same m/z ratio. For this reason,
many classical approaches were developed based on differential fragmentation patterns in tandem MS. More recently, new techniques
for isomer identification in MS were developed, and we highlight the photodissociation techniques that will be discussed in this

review. This photodissociation techniques explore the selective activation of isomers to induce isomer specific dissociations in the

gas-phase that depend on the spectroscopic features of the isomers. If tunable radiation sources are available, this selective activation
may be monitored as a function of the radiation wavelength, allowing the acquisition of vibrational or UV-Vis spectra of the isolated
ions, making it possible to evaluate different isomers, protomers and even conformers by MS. These photodissociation techniques are
even more powerful when coupled to ion mobility techniques, that will be briefly discussed. Because these techniques enhance the
fields and analytical applications where MS can be used, this review will discuss the classical MS methods for isomer differentiation

that lead to the fundamentals of ion spectroscopy and selective ion activation, with emphasis on the vibrational ion spectroscopy.
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INTRODUCAO

A espectrometria de massas (MS) tem se mostrado uma ferra-
menta fundamental com utilizacio ampla em dreas de conhecimento
diversas, partindo da andlise de matérias-primas na inddstria,'?
passando pela quimica forense* e ciéncias da vida’® e culminando
com seu uso em sondas espaciais que permitem afirmar que os es-
pectrometros de massas se fazem presentes até no espaco sideral.’

Sdo inimeras as razdes que fazem da espectrometria de massas
uma técnica ideal para essas diversas aplicagdes, das quais se des-
tacam a versatilidade e grande universalidade de fontes de {fons que
permitem a utilizac@o de virtualmente qualquer tipo de amostra,®°
e o grande intervalo dindmico de deteccdo e elevada sensibilidade
da técnica.!1?

Por estes motivos, essa ferramenta tem sido utilizada para diversos
fins, sobretudo na drea da Quimica, onde a relagdo massa/carga (m/z)
dos analitos pode ser utilizada para identificd-los, permitindo, por
exemplo, a identificac@o de espécies envolvidas em mecanismos de
reacéio como intermedidrios de baixa abundéncia,'*'° na caracteriza-
¢do de farmacos, metabdlitos e outras espécies bioldgicas,'"!? ou na
deteccdo de drogas e explosivos por andlise direta e em tempo real >

Apesar das vantagens da espectrometria de massas, ela ndo
permite, a principio, a separagdo e diferenciagdo de isomeros, dado
que eles possuem a mesma m/z. Como a capacidade de diferenciar
estas espécies de mesma m/z € fundamental para o entendimento
dos processos quimicos e bioldgicos, diversas técnicas foram desen-
volvidas para permitir a diferenciacdo de isdmeros, isotopomeros
e conformeros por meio da espectrometria massas, conforme serd
discutido a seguir.

DIFERENCIACAO DE ISOMEROS NA
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A diferenciacdo de espécies quimicas sempre foi um assunto
que atraiu o interesse humano. Desde os primeiros experimentos de
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Pasteur para a separacdo de diasteroisdmeros do dcido tartdrico,**
até os recentes experimentos para a identificacdo de espécies funda-
mentais da matéria,” grande esforco foi despendido para permitir a
separacdo e identificacdo das mais variadas espécies. No contexto das
ciéncias da vida, a espectrometria de massas acoplada a métodos de
separacdo €, certamente, o método de escolha de diversos campos
de estudo, sobretudo pela grande sensibilidade e universalidade da
técnica,'%??7 além das suas vantagens diretas em rela¢do a ressonin-
cia magnética nuclear.”® Através do acoplamento da espectrometria
de massas a sistemas cromatograficos, tanto em fase gasosa, quanto
condensada, € possivel fracionar e analisar uma grande gama de
espécies, 0 que amplia ainda mais o potencial desta técnica como
ferramenta analitica.?*

Essa abordagem € poderosa e, portanto, utilizada para uma série
de espécies que possuem caracteristicas cromatograficas e que sejam
detectadas como espécies com m/z suficientemente diferentes, o que
ird depender, em tltima andlise, da resolucio da separacdo cromato-
gréfica e daresolucdo de massas do espectrdmetro, respectivamente.
Entretanto, essa abordagem ndo € universal, ja que algumas espécies
ndo podem ser facilmente separadas, nem por sistemas cromatogra-
ficos, seja por possuirem caracteristicas quimicas muito semelhantes
ou por serem espécies de alta reatividade, como intermedidrios de
reacdo, 3132 nem pela sua relagdo m/z, quando tratam-se de isdmeros,
tautdmeros, isotopdmeros ou conformeros que possuem a mesma
massa exata.

Uma das formas inicialmente utilizadas para identificar espécies
isoméricas por espectrometria de massas foi pela utilizacdo do padrao
de fragmentacdo das espécies em fase gasosa quando analisadas por
fontes de ionizagdo por elétrons. Essa abordagem ¢ utilizada espe-
cialmente quando acoplada a técnicas de separagdo por cromatografia
na fase gasosa,**3* dado que o acoplamento a fonte de ionizac@o por
elétrons € extremamente facilitado nesses instrumentos, apesar de
também poder ser usada acoplada a cromatografia em fase liquida.®

A formacido de cdtions radicais de alta energia induz a frag-
mentagdo das espécies, que € extremamente seletiva e reprodutivel,
permitindo a identificagdo da natureza dos {ons presentes pelo padrao
de fragmentacdo observado.**3’ Apesar de poderosa, essa técnica
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também enfrenta dificuldades para a diferenciacido de isdmeros,
sobretudo quando a natureza quimica destas espécies ndo € tdo dis-
tinta. Para minimizar esse problema, os fragmentos gerados podem
ser sucessivamente fragmentados e avaliados no que é chamado de
espectrometria de massas sequencial ou randem (MS™), aumentando
a capacidade elucidativa da técnica.®®

Entretanto, sistemas de cromatografia em fase liquida se utilizam,
na maioria das vezes, de fontes de ionizacao por eletrospray (ESI), ou
outras fontes a pressdo ambiente.* Nesse caso, a carga das espécies
analisadas, se ndo for nativa, pode ser obtida pela protonacio/des-
protonacdo, coordenacdo com alguma espécie carregada, ou, ainda,
induzida pela presenca de aditivos na amostra.'”

A utilizagdo destas outras fontes em pressdo ambiente permite
uma ionizac¢@o mais branda dos analitos, o que resulta na formacao
de poucos fragmentos ou na completa auséncia de quebras nesses
processos de ionizac¢do suaves, quando comparado a processos de
ionizagdo por elétrons.'

Essa auséncia de fragmentagdo impede, em um primeiro mo-
mento, que as identidades das espécies formadas sejam confirmadas
pelo padrdo fragmentagdo. Mesmo nos casos onde essas fragmen-
tagdes ocorrem, os padrdes de fragmentacdo obtidos raramente sdo
reprodutiveis entre diferentes equipamentos e laboratdrios devido as
condi¢des de operagdo das fontes em pressdo ambiente e a natureza
dos espectrometros, dificultando a constru¢do de um banco de dados
universal para a identificacdo de analitos.®

Dessa forma, diversos modos de diferenciagdo de espécies
tiveram de ser desenvolvidos baseados nas propriedades intrinsecas
dos isomeros, como propriedades Fisico-Quimicas que se refletem
nas suas reatividades e propriedades espectroscopicas. As proximas
secdes discutem mais detalhadamente as formas corriqueiras de
diferenciar isomeros pela espectrometria de massas tandem e pelo
padrdo de reatividades, assim como as técnicas mais atuais que sdo
os objetos dessa revisdo.

Espectrometria de massas tandem e reatividade

A presenga de isdmeros € comum em espectrometria de massas,
seja qual for a fonte de fons utilizada. Em alguns casos, fons de mesma
m/z nominal, ou seja, com m/z aproximadamente iguais, mas valores
de massas exatas distintas, podem ser resolvidos por detectores de
massas de alta resoluc@o, como os espectrometros por transformada
de Fourier (FT-MS) ou por tempo de voo (TOF-MS).!!4 Entretanto,
caso o sistema ndo possua resolucdo suficiente, ou caso as espécies
de mesma formula molecular necessitem ser diferenciadas, outros
métodos precisam ser encontrados.

Uma forma de diferenciar isomeros € a partir da avaliagdo da
reatividade dessas espécies. Essa abordagem foi muito utilizada
para diferenciar fragmentos formados por ionizagdo por elétrons e
contribuiu bastante para a determinagio da identidade e propriedade
dos fons caracteristicos formados por esse modo de ionizagdo.*'*

O principio desse método € expor um conjunto de fons a um
reagente por meio de uma regido enriquecida com essa espécie. Isso
pode ser feito utilizando triplo quadrupolos (ou multiplos quadrupo-
los)*® através da utilizacdo de uma pressao relativa maior do neutro
em um determinado quadrupolo, que ¢ chamado, por esse motivo,
de célula de colisdo. Outra possibilidade ¢ aplicar uma pressdo do
reagente neutro em armadilhas i6nicas como armadilhas de Paul —
3D ou lineares, ou, até mesmo, quadrupolos atuando como traps —e
armadilhas de Penning como os FT-ICR. 444

Independentemente do arranjo experimental, a reacdo fon-molécula
apresentard caracteristicas dependentes do isdmero especifico e do rea-
gente neutro.’’ Por exemplo, isdbmeros i6nicos com basicidade distintas
podem ser diferenciados com a utilizagdo de neutros com afinidades
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protdnicas variadas.*® O isdbmero com maior afinidade proténica terd
maior tendéncia a ser protonado, permitindo diferenciar entre a exis-
téncia desses isdbmeros pelo seu comportamento frente aos neutros.*

Essas técnicas deram origem a diversos dados termodindmicos
de fons em fase gasosa*® e foram utilizadas para entender uma série
de sistemas, como processos atmosféricos e no espaco,*’ e modelar
areatividade de espécies por reagdes fon-molécula em um ambiente
controlado.'*#

Entretanto, caso as espécies a serem diferenciadas ndo apresentem
distintos padrdes de reatividade, tal técnica ndo € efetiva.

Uma outra maneira para diferenciar isomeros por MS € a pro-
mocao de etapas subsequentes de fragmentacdo dos fons, chamadas
de espectrometria de massas tandem.

Essa abordagem considera que fons na fase gasosa, indepen-
dentemente de suas origens, podem ser ativados por processos que
depositam energia nos fons, induzindo sua fragmentagdo (Figura 1).%*
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Figura 1. Representagdo esquemdtica dos métodos mais comuns para a
ativagdo de ions. Ver texto para significado das siglas
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Desses métodos de fragmentag¢ao, um dos mais comuns € o de
dissociagdo induzida por colisdo (CID).>*3! Nesse processo, fons
selecionados colidem com espécies ndo reativas, normalmente He ou
Ar, em células de colisdo, de forma semelhante ao que foi descrito
anteriormente para as reagdes fon-molécula. Cada colisdo deposita
uma pequena quantia de energia nos fons que, ap6s multiplas colisoes,
podem exibir energia suficiente para superar a barreira de dissociagiao
da coordenada de reacdo ou modo normal mais labil do ion.*

Outras muitas formas de ativar os fons existem e sua disponibi-
lidade depende do tipo de analisador de massas e outros detalhes do
instrumento em questdo.* Alguns métodos consistem na deposicdo
de grande quantidade de energia em apenas uma etapa, que € o caso
da fragmentagdo induzida por colisdo de alta energia (HCD)>>* e
a fragmentacdo induzida por colisdo com superficie (SID),>® onde
cada evento de colisdo € suficiente para induzir fragmentagdo.*-¢
Em outros casos, a ativagdo € induzida pela aplicacdo de um pulso
de radiofrequéncia ressonante (SORI)*’® ou pela transferéncia de
elétrons para o analito como a dissociagdo induzida por elétrons
térmicos (ETD)* e a dissociacdo por captura de elétrons (ECD).#¢

Em esséncia, esses métodos exploram a reatividade dos fons,
dado que tal deposicdo de energia revelard a rota mais favordvel de
fragmentacdo da espécie ativada, que € simplesmente o caminho
de reagdo unimolecular mais favordvel, constituindo também uma
medida da reatividade relativa das espécies sob estudo.

Sendo assim, tais técnicas sdo relevantes para a andlise qualitativa
em diversas aplicag¢des por meio do padrio de fragmentagdo dos fons
e para andlises fundamentais da termoquimica das espécies em fase
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gasosa,> com sucesso para a diferenciagio de isdmeros em diversos
casos como, por exemplo, na diferencia¢do de isdmeros de posicdo, '
sendo muitas vezes utilizadas de forma conjunta.®®-2 Entretanto, para
alguns casos, essas abordagens ndo possuem é&xito para diferenciar
todos os isdmeros em fase gasosa, dado que muitas vezes os frag-
mentos formados por diferentes isdmeros sdo idénticos. Isso ocorre,
pois, uma vez que a energia € depositada nos isdmeros em andlise, 0
mesmo tipo de quebra pode ser induzido em isdmeros semelhantes,
gerando fragmentos indistinguiveis.

Por essa razdo, métodos de ativacdo seletiva dos fons se fazem
necessarios, nos quais apenas uma populacao de isdbmero possa ser
excitada e exclusivamente dissociada. Dessa forma, mesmo que os
fragmentos gerados por dois isdmeros sejam os mesmos, estes ainda
assim podem ser diferenciados. Uma das maneiras mais elegantes de
se realizar a ativacdo seletiva € por meio da deposi¢do de energia em
isdmeros especificos pela excitacio de bandas de absor¢ao exclusivas
para cada uma das espécies, o que é chamado de fragmentagdo por
fotodissociagdo (PID). Como cada isdmero terd geometrias mole-
culares distintas, os seus niveis vibracionais e eletrénicos também
serdo distintos. Se uma radiagio monocromadtica em ressonancia com
uma absor¢do apresentada exclusivamente por um dos isomeros for
utilizada para induzir dissocia¢@o, apenas fragmentos desses isomeros
especificos serdo formados, permitindo diferencia-los independente-
mente da natureza dos fragmentos formados, mesmo que eles também
possuam a mesma m/z (Figura 2).%
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Figura 2. Esquema ilustrando a ativag¢do diferencial obtida por IRMPD dos
isomeros P,*" e P,*" ao se utilizar uma frequéncia no IR ressonante apenas
com absor¢do apresentada pela espécie P,*", produzindo o fragmento F, que
ndo seria especifico para a diferenciagdo dos isomeros como ilustrado para
os outros métodos de ativag¢do

Equipamentos comerciais mais recentes comegaram a possibi-
litar o uso da PID induzida por lasers no ultravioleta (UV), normal-
mente operando em 193 nm.* Dessa forma, a radiacdo incidida nos
fons ird excitar as espécies que absorvem nesse comprimento de
onda para estados eletronicos dissociativos, ou estados metaestaveis
que cruzam com curvas dissociativas, promovendo a fragmentacio
das espécies. Nessa técnica, chamada de fotodissociacdo induzida
por UV (UVPD), a dissociacdo seletiva se comporta de maneira
semelhante a colisdes de alta energia (HCD), onde apenas um
evento de colisdo com moléculas ou de absorcdo de fétons, leva a
dissociacdo do fon.
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Espectrometros de massas por ressonancia ciclotronica de fons
por transformada de Fourier (FT-ICR) comercializados possuem a
opcdo de serem adquiridos com lasers de CO, operando na linha de
10,6 um para realizarem experimentos similares, mas na faixa do
infravermelho. No caso das transi¢des nessa faixa espectral, que sdo
muito menos energéticas que as transicdes entre estados eletroni-
cos localizadas no UV, diversos f6tons devem ser absorvidos para
que os fons atinjam o limiar de dissociag@o, justificando a técnica
ser conhecida como IRMPD, do inglés Infrared Multiple Photon
Dissociation (Figura 2).

Nesse processo, que serd detalhado na préxima se¢ao, a ativagao
por fétons no infravermelho compete pela desativagdo com colisdo
dos fons por conta da pressdo de fundo do espectrometro. Por essa
razdo, somente os FT-ICRs, por trabalharem em uma faixa de pressao
extremamente baixa (10 — 10" Torr) capaz de diminuir a influéncia
dos processos de desativa¢do, eram comercialmente equipados com
este meio de ativagao.

Independentemente da faixa de radiacdo utilizada, esses métodos
PID permitem que isomeros sejam diferenciados por suas propriedades
espectroscopicas. Esses métodos de ativacdo, em conjunto com os mé-
todos descritos anteriormente, aumentam a quantidade de informagao
para possibilitar a identificagio estrutural dos analitos. Por exemplo, tais
técnicas possibilitam explorar novas rotas de dissociagdo permitindo
uma maior cobertura da estrutura secunddria de proteinas por analises
top-down, reduzindo o custo desses estudos quando comparados com
técnica de digestdo enzimaticas classicas,*’ ou ainda a identificacdo
da posi¢do de modificagdes pés-traducionais que seriam facilmente
perdidas mediante outras técnicas de ativa¢do.®

Os isdmeros, ainda assim, podem ndo ter propriedades espec-
troscopicas distintas na tnica linha de emissdo do laser presente no
instrumento. Por esse motivo, a espectroscopia de fons foi desen-
volvida, permitindo que a fragmentagdo dos isdmeros em uma faixa
continua de radiac@o fosse obtida, fornecendo um espectro vibracional
ou eletronico dos fons isolados na fase gasosa, o que aumenta de
forma consideravel a possibilidade de diferenciacio destas espécies.

E nesse campo, que serd descrito de forma detalhada na préxima
secdo, que se concentra grande parte dos estudos de fotofragmentacéo
de isdmeros por espectrometria de massas.

Espectroscopia de ions

Como descrito anteriormente, a espectroscopia de fons se dedica
principalmente a obtengdo de espectros vibracionais ou eletronicos
de fons isolados na fase gasosa,” apesar de estudos em outras faixas
espectrais, como, por exemplo, as produzidas por radiacdo sincrotron,
também poderem ser realizados.”*"

Os principios bdsicos desses métodos, entretanto, sdo 0os mes-
mos descritos anteriormente e dependem da verificagdo da extensio
de dissociacdo de espécies em funcdo do comprimento de onda de
radiaco incidido nos fons. Dessa forma, ¢ necessdria a utilizagdo
de diversas fontes sintonizdveis que permitam a selecio continua de
comprimentos de onda no intervalo de andlise desejado.

Dado que as bandas no UV-Vis costumam ser mais largas e menos
informativas do que no infravermelho, com excecdo de experimentos
em condi¢des criogénicas,’*”® a espectroscopia no infravermelho
costuma ser preferencialmente explorada, ja que permite acessar di-
retamente o equilibrio conformacional e de protonagao/desprotonacao
das espécies quimicas. Por esse motivo, iremos detalhar apenas esse
tipo de espectroscopia nos préximos capitulos.

Espectroscopia vibracional de ions
A espectroscopia vibracional de fons na fase gasosa ¢ uma
abordagem desenvolvida para permitir diferenciar espécies i0nicas
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isoladas em fase gasosa por meio das suas respectivas assinaturas
vibracionais.®*’® Diferentemente da espectroscopia vibracional de
absorcdo realizada em solug@o, a espectroscopia de fons na fase
gasosa € realizada através do que € conhecido como espectroscopia
de acdo, dado que a quantidade de fons armazenados nas armadilhas
do espectrometro de massas (~10° fons) é demasiadamente baixa
para permitir a determinagio da intensidade de radiagdo absorvida.

A espectroscopia de agdo consiste em mensurar o efeito produzido
pela radiacdo no sistema em estudo que, nesse caso, consiste na disso-
ciagdo dos fons irradiados. Esse efeito €, por sua vez, proporcional a
absorcao e permite a obtencao de um espectro similar ao de absorcao,
como representado esquematicamente na Figura 3.

Supondo que fons P** isolados no interior do espectrdmetro de
massas sejam irradiados por um feixe de radiacio infravermelha, tal
radiac@io serd absorvida na forma de energia vibracional pelos fons
P+ e, posteriormente, redistribuida nos demais graus de liberdade
vibracional, evento conhecido como redistribuicdo de energia vi-
bracional intramolecular (IVR). Esse processo se repete através da
absor¢do de multiplos fétons de forma a aumentar, sucessivamente,
a energia interna do fon até que o limiar de dissociagdo seja atingido
e o fon se fragmente.®

Dado que o processo de ativagao por multiplos fétons compete
com a perda de energia por colisdes, a diminui¢do de pressao tende
a favorecer o processo de dissociagdo.®

Por meio da eficiéncia da dissociacdo medida em diversas
frequéncias monocromaticas, € possivel determinar o espectro vibra-
cional do fon P*- (Figura 3), uma vez que a extenséo da dissociagéo
¢é proporcional a energia absorvida naquela frequéncia.

Ja que o processo de fotodissociagao pode ser entendido como um
processo de primeira ordem e que a quebra de ligacdo ap6s a energia
interna atingir o limiar de dissociagdo € normalmente entendida como
instantinea pela aproximacio da “morte subita”,’® a eficiéncia de
dissociagdo para cada comprimento de onda pode ser calculada como
a constante de fotofragmentagdo em certo comprimento de onda.”

Cabe ressaltar que a nomenclatura "InfraRed MultiPhotonic
Dissociation” foi inicialmente utilizada ao invés da expressdo
“InfraRed Multiple Photon Dissociation” mais aceita atualmente, ja
que a expressdo “multiphotonic” representaria a absorcéo simultanea
de diversos fétons, quando o processo descrito se trata da absorcéo
de apenas um féton em diversos eventos subsequentes, fazendo com
que a nomenclatura atual deixe esse processo mais claro.

Essa natureza de ativa¢do por miuiltiplos fétons faz com que se-
jam observadas bandas ndo tdo estreitas no espectro adquirido, com
largura a meia altura de, tipicamente, 20 cm™!, podendo atingir até
valores maiores.®**

a)

b) Fi*”

Assim como os espectros vibracionais em solucio, os espectros
em fase gasosa permitem elucidar a estrutura e, até mesmo, o equili-
brio conformacional na fase gasosa,® com a vantagem de serem pron-
tamente comparados com cdlculos de estrutura eletronica no vacuo.

Dessa forma, no exemplo da Figura 3, podemos perceber a exis-
téncia de duas bandas intensas em regido de frequéncia alta, em 3550
e 3661 cm’!, relativas aos estiramentos OH do grupo carboxilico e do
grupo fosfato. Por sua vez, as bandas em menor frequéncia sdo relati-
vas aos estiramentos do NH;* da fosfotirosina protonada, permitindo
averiguar o sitio exato de protonagao nessa espécie.

Ja que os espectrometros de massas comerciais sao plataformas
otimizadas para a realizacdo de andlises quimicas de rotina, a realiza-
¢do dos experimentos de espectroscopia de fons exige a modificagio
dos instrumentos existentes para permitir o acoplamento a fontes de
radiacdo sintonizdveis e a adequac@o dos sistemas de aquisi¢do e
controle dos experimentos.

Fontes de radiacdo infravermelha

A fonte de radiagio necessdria para a realizacéo de espectroscopia
IRMPD deve ser capaz de gerar pulsos de frequéncia monocromatica
de poténcia considerdvel e sintonizdvel na faixa de 800 a 4000 cm',
condi¢des que sdo atingidas de forma complementar pelos lasers de
elétrons livres (FEL) e por osciladores paramétricos do tipo OPO/OPA.

Os lasers de elétrons livres funcionam através da aplicagdo de
campos magnéticos oscilantes a um feixe de elétrons em velocidades
relativisticas (Figura 4).% Tais sistemas operam tipicamente na faixa
de 800 a 2000 cm™! com alto brilho e em frequéncia de dezenas de
Hz. Pela complexidade do sistema, somente dois centros de pesquisa
no mundo oferecem acesso constante para pesquisadores externos as
linhas de laser de elétrons livres para realizagdo de espectroscopia
IRMPD: FELIX,* na Holanda, e CLIO,* na Franca. Recentemente,
o novo laser de elétrons livres do Instituto Fritz-Haber na Alemanha,
FHI-FEL,* também vem sendo utilizado para experimentos de es-
pectroscopia vibracional de fons.?*3¢

Diferentemente de outros FELs que necessitam alterar a energia
do feixe de elétrons para ajuste da frequéncia emitida, processo que
demanda algumas horas para estabiliza¢ao do sinal, os sistemas men-
cionados possuem a capacidade de alternar a distancia entre um par de
magnetos moével, o que interfere na interagdo dos campos magnéticos
com o feixe de elétrons e causa a mudanca do comprimento de onda
de forma praticamente instantanea, permitindo a variagdo rapida do
comprimento de onda para a realiza¢do de espectroscopia.

Para uma cobertura completa da faixa do espectro vibracional,
também se faz necessdria a utilizacdo de sistemas de osciladores
paramétricos do tipo OPO/OPA. Esses sistemas sdo capazes de gerar
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Figura 3. a) Espectroscopia de miiltiplos fotons no infravermelho do ion isolado P*". b) Espectro de massas da fosfotirosina protonada, P*" e apds a irradiagdo

em dois comprimentos de onda distintos. c) Eficiéncia de fotodissociagdo calculada a partir do espectro de massas para a fosfotirosina protonada e estrutura

da fosfotirosina protonada. Figura adaptada de Penna e colaboradores” com permissao de John Wiley and Sons - Copyright © 2020
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Figura 4. a) Representagdo esquemdtica dos sistemas OPO/OPA tipicamente utilizados para realiza¢do de espectroscopia vibracional de ions. KTP = KTiOPO,,

KTA= KTiOAsO,. b) Representagdo do ondulador de um laser de elétrons livres. As cores vermelho e azul representam polos distintos de magnetos que sdo

alterados em determinada frequéncia para induzir emissdo de radiacdo (feixe roxo) ao perturbar o feixe de elétrons relativisticos representados em amarelo

radiagdo complementar na faixa entre 2300 e 4400 cm™ por meio de
um complexo conjunto de cristais birrefringentes bombeados por um
laser de Nd:YAG pulsado conforme ilustrado na Figura 4.

O sistema de cristais birrefringentes funciona gerando dois f6tons
a partir de um féton incidente, utilizando as propriedades de dptica
ndo-linear que se manifestam frente ao alto campo elétrico emitido
pelas fontes pulsadas de radiacdo laser. Ao variar o angulo dos
cristais que compdem o sistema, os coeficientes lineares da funcio
de onda de polariza¢do podem ser ajustados, permitindo controlar
a interagdo entre os feixes de radiacdo. Isso permite favorecer pro-
cessos de adigdo ou subtragdo de comprimentos de onda. Sendo
assim, um feixe de radiacdo de 1064 nm emitido por um laser de
Nd:YAG ¢€ enviado para um cristal dobrador, o qual converte o feixe
de 1064 nm em seu primeiro harménico — 532 nm. O feixe de 532
nm atinge os dois cristais de KTP que compde o OPO, cujos angulos,
em relagdo ao feixe, podem ser alterados. Dependendo do angulo
do feixe em relagdo aos dois cristais, os dois feixes gerados, um na
regido do infravermelho préximo (710 a 880 nm) e outro na regido
do infravermelho intermedidrio (1,35 -2,13 pm), podem ter seus com-
primentos de onda ajustados. Em seguida, a radia¢@o produzida no
OPO € combinada com outro feixe de radiacdo de 1064 nm enviada
para o OPA (constituido de um conjunto de quatro cristais de KTA)
produzindo, por diferenca, a radiacio no infravermelho no intervalo
desejado de 2300 a 4400 cm™.

E possivel adicionar, ainda, mais um estdgio ao OPO/OPA cons-
tituido por um cristal de AgGaSe,, o que expande o limite inferior
da faixa de utilizagdo do equipamento até 800 cm™', permitindo, a
principio, a avaliagdo de importantes vibrag¢des da faixa do finger-
print.¥” Entretanto, como o limite de dano e a eficiéncia do cristal de
AgGaSe, sdo baixos, a radiagdo utilizada para bombear este médulo
deve apresentar baixa poténcia, fazendo com que o feixe final na re-
giao de 600 a 2000 cm' seja incapaz de induzir dissociagio dos fons.

Uma forma de contornar esse problema e permitir a utilizagdo do
sistema OPO/OPA nessa faixa do fingerprint € utilizando a técnica
de espectroscopia criogénica de {ons. Essa técnica, ao resfriar os fons
em temperaturas de 4 a 40 K, permite que espécies neutras como
He, Ar ou N, interajam com os fons de interesse.” Como a energia
de ligacdo desses gases pouco reativos com os fons € muito baixa, a
dissociagdo pode ser promovida por apenas um féton, em oposi¢ao ao
que ocorre para a quebra das ligagdes covalentes dos {ons, tornando
possivel a quebra mesmo em baixa poténcia do laser. Para realizar
esse tipo de experimento, s30 necessdrias baixas temperaturas obtidas
por meio do uso de armadilha de fons criogénicas ou por fontes de
expansdo em jato supersonico.® Dessa forma, a resolucio espectral
desse tipo de experimento também € reduzida para cerca de 5 cm,
facilitando a interpretagdo quando comparadas com técnicas IRMPD
ndo criogénicas.®

Instrumentos para a realizacdo de espectroscopia de ions

Para que a radiacdo infravermelha possa induzir dissociacio dos
fons, € necessdrio que ocorra a sobreposicio desta a nuvem de {fons
no interior do espectrdmetro de forma efetiva e por um determinado
periodo de tempo controlado, de forma que o processo de absor¢ao
de fotons possa excitar as espécies até o limiar de dissociagdo antes
da desativagao do fon.

Dois pontos relevantes para tanto sdo: i) a introdugio da radiagdo
na camara de vacuo do equipamento para que esta atinja os fons no
interior do espectrdmetro, ii) o controle do momento de disparo e
duracdo do periodo de fotodissociacao.

Uma forma vidvel utilizada por alguns grupos de pesquisa,®—*?
¢ a modificacdo de um espectrometro de massas do tipo ion trap 3D
para incluir, na cAmara de vacuo, janelas transparentes a radiagdo
infravermelha, alinhadas com furos localizados no eletrodo anel,
conforme ilustrado na Figura 5.
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Figura 5. Esquema da geometria de irradiagdo de ions em um a) ion trap
3D eb) FT-ICR

Apesar da inerente perda da capacidade de armazenamento de
fons ocasionada pelos orificios presentes no eletrodo, € possivel
operar o sistema de forma usual e obter um desempenho préximo
ao do sistema ndo modificado. Dessa forma, tanto a realizagdo de
experimentos de MS", promovendo as dissociagdes por colisdo (CID)
ou por elétrons térmicos (ETD), como o acompanhamento de reagdes
fon-molécula ou a realizag@o de espectroscopia, podem ser conduzi-
dos nesse tipo de instrumentagdo.”** Além disso, essa modificagido
ndo interfere em outros componentes do sistema, como a fonte de
ionizagdo, permitindo a utilizagdo de outras fontes comerciais ou
o desenvolvimento de novas fontes de ionizagdo, caso necessario.

A camara de vicuo do instrumento também pode ser modificada
para permitir a insercdo de espelhos que permitem que o feixe introdu-
zido na camara de vacuo possa ser medido na saida, além de permitir
a introdugdo de multiplos feixes por ambas as janelas, incluindo
feixes provenientes de lasers de CO, ou outras fontes de radiaco.
Dessa forma, € possivel realizar espectroscopia de duas cores, onde
o féton do laser de CO, auxilia na dissociac@o, ou técnicas de dupla
ressonéncia do tipo IR-IR, UV-IR ou outras combinagdes.’*>7

De forma similar, aparelhos de FT-ICR também podem ser
utilizados. Alguns desses instrumentos ja possuem uma entrada
para a radiagdo na cdmara de vacuo utilizada tipicamente para
dissociag¢do com lasers de CO, em 10.6 um, o que possibilita que
seja apenas realizada a substitui¢ao da fonte de radiagdo com uso de
Oticas externas ao espectrometro. Nos instrumentos mais recentes,
essa aplicacdo pode ndo estar implementada na camara de vécuo,
que precisa ser modificada para a montagem de uma janela para
entrada da radiagdo. Alguns sistemas possuem a parte eletronica,
sobretudo do pré-amplificador de sinal, montadas na parte posterior
da camara de vdcuo e o mais préximo possivel da gerag@o do sinal.
Nesse caso, tal eletronica necessita ser reposicionada, o que pode
prejudicar a qualidade do espectro adquirido. Outros problemas
podem ocorrer com sistemas de FT-ICR que utilizem fontes de
elétron para realizacdo de dissociacido por ECD. Nesse caso, emis-
sores ocos ou descentralizados para a realizacdo de ECD podem ser
utilizados, permitindo a passagem do feixe de laser pelo interior ou
ao lado da fonte de elétrons.

Uma grande vantagem do sistema do FT-ICR, além de permitir
uma modificagdo mais simples do instrumento para realizagdo de
espectroscopia de fons € o fato da pressdo ser extremamente baixa,
o que reduz a perda de energia por colisdo. Apesar dos ion traps
operarem em faixas de pressdo cerca de 3 ordens de grandeza maior
que os FT-ICRs, a sobreposicdo do feixe de radia¢@o aos {ons aprisio-
nados naqueles instrumentos € mais efetiva por conta da concentracio
da nuvem no centro do ion trap, enquanto nos FT-ICRs a nuvem ¢
mais difusa (Figura 5), compensando a perda de energia por colisdo.
Entretanto, estudos mostram que apesar da perda inerente de sinal, a
eficiéncia de dissociacdo € elevada em ion traps trabalhando em con-
di¢des de pressdo mais reduzida, fornecendo espectros vibracionais
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de fons virtualmente idénticos aos obtidos nos FT-ICRs.”® Ademais,
o tempo de aquisi¢cdo dos ion traps € sensivelmente menor do que
dos FT-ICRs, além de permitirem a formagao de sucessivas etapas de
fragmentacdo por MS", ndo implementadas nos FT-ICRs comerciais.

Sistemas comerciais mais modernos equipados para dissociagao
por UVPD podem ser mais facilmente adaptados por ja possuirem a
camara de viacuo modificada para introducdo de radiagdo.*

Para o controle do tempo de irradiacdo do laser no FT-ICR,
€ necessdrio apenas modificar a fonte de radiagdo utilizada para
dissociacdo, dado que, nesses sistemas, a op¢do de dissociacdo por
laser geralmente se encontra implementada no software nativo.
Durante o periodo de dissociagdo, um sinal € enviado para algum
tipo de obturador ou temporizador externo que controla o tempo de
irradiag@o do laser.”’

Ja no caso de ion traps, o experimento de espectroscopia se dd
pela realizagdo de um experimento de CID usual, mas com a am-
plitude de excitacdo zerada, conforme € utilizado para realizag@o de
reagdes fon-molécula em fase gasosa. Dessa forma, o {on selecionado
¢é aprisionado no interior do analisador de massas por centenas de
milissegundos, durante os quais, um pulso sincronizado ¢ emitido
pela interface do espectrometro.

Dado que o sistema de controle original dos equipamentos nao
tem a capacidade de controlar a frequéncia de emissao do laser utili-
zado, um sistema de controle deve ser desenvolvido para associar os
espectros de massas coletados ao comprimento de onda da radiagio
laser utilizada.

Durante a aquisi¢do de um espectro IRMPD, este sistema faz com
que o espectrdmetro de massas colete um espectro em um determi-
nado comprimento de onda em fungdo do tempo. Isso pode ser feito
através da varredura de um intervalo de comprimento de ondas em
velocidade constante de forma que o sinal do espectrometro coletado
no tempo como um cromatograma seja prontamente transformado
em valores de comprimento de onda, ou por meio de um sistema
mais complexo que controle o laser e o espectrometro de massas
para ajustar o comprimento de onda e entdo disparar a aquisi¢do do
espectro de massas pelo espectrdmetro.””5%

Independentemente da forma como os espectros de massas sao
coletados em funcdo do comprimento de onda da radiacdo laser, o
conjunto de espectros permite avaliar a extensdo da dissociagdo em
func@o do comprimento de onda, permitindo o cdlculo do espectro
vibracional do fon. Geralmente a poténcia do laser € registrada com
o espectro de fotodissociacdo para que variagdes na poténcia, tipicas
das fontes utilizadas, possam ser corrigidas e ndo influenciem na
intensidade de bandas registradas.

No caso de aplicagdes onde abordagens criogénicas sio utilizadas,
existe a possibilidade de utilizar sistemas que ndo se baseiam em
armadilhas de {ons para a detecco das espécies, como espectrometros
de massa por tempo de voo (TOF). Nesses casos, como existe apenas
anecessidade de um f6ton para promover a dissociacéo, os fons ndo
precisam ser armazenados por um grande periodo de tempo (centenas
de ms) como nos outros sistemas e a sobreposi¢do do feixe de fons
com o feixe de laser em um nico ponto da trajetdria € suficiente para
promover dissociagéo.!®

Estudos computacionais na espectroscopia vibracional de ions

Apesar da natureza multifotonica do processo de dissociacio
utilizado para a aquisi¢@o de espectros vibracionais dos fons, cdlculos
de estrutura eletronica podem ser utilizados com bom grau de acuricia
para simular os espectros tedricos de possiveis isdmeros e conférme-
ros para comparacdo direta com os resultados experimentais. Além
disso, a simulac@o tedrica dos isdbmeros permite determinar os modos
vibracionais e as energias relativas das espécies a serem diferenciadas,
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permitindo também avaliar a possibilidade de conversdo entre essas
espécies e outros aspectos energéticos, caso necessario.

Dado que ndo € o objetivo dessa revisdo se estender no detalha-
mento tedrico, que pode ser consultado na literatura,'*"1? basta dizer
que, de forma resumida, a avaliagdo tedrica dos isomeros formados
consiste em determinar a energia relativa de uma série de conférme-
ros de cada um dos isdmeros possiveis, para que os mais favordveis
possam ter o espectro vibracional teérico obtido, permitindo uma
comparagdo com o resultado experimental. De posse do isdmero e
conformero que mais se assemelham ao determinado experimental-
mente, € possivel realizar um estudo mais aprofundado da origem
da estabilidade das espécies em questdo, descrevendo as interacdes
existentes pelo célculo de orbitais naturais de ligagdo (NBO)'* ou
célculos topoldgicos do tipo QTAIM (Quantum Theory of Atoms in
Molecules).'*

E importante citar que o levantamento dos isomeros e sobretudo
das conformagdes em que eles se encontram € uma tarefa demorada
e, por esse motivo, deve ser feita por métodos de menor custo com-
putacional. Assim, ¢ comum modelar esta etapa por métodos semi-
-empiricos ou através do uso de campos de forca, aliados a algoritmos
de busca conformacional ou através de dindmicas ou simulacdes
do tipo Monte Carlo, gerando um conjunto de conformacdes a ser
posteriormente investigado.'®®

Sobretudo para sistemas maiores, que geram diversas conforma-
¢des nessa avaliacdo, se faz necessario agrupar classes de conforma-
¢des representativas utilizando algum algoritmo de agrupamento que
considera a semelhanca entre as espécies propostas.'® Cada repre-
sentante dessas classes pode ter, entdo, as propriedades de interesse,
como o espectro infravermelho e os valores de energia, calculadas
em uma metodologia mais rigorosa.

E sabido que métodos de cilculo que subestimam interacdes
de longo alcance, ou nio foram parametrizados para espécies es-
pecificas, como métodos DFT/B3LYP,!"1% podem gerar resultados
questiondveis, sobretudo para osciladores altamente anarmonicos
e espécies com interagdes de longo alcance. Entretanto, metodolo-
gias baseadas em funcio de onda, ou mesmo métodos que utilizam
funcionais hibridos duplos, costumam ter custos computacionais
elevados, justificando a procura de um método rdpido com quali-
dade adequada.'*>1%

Normalmente, cdlculos utilizando o nivel de teoria B3LYP e
bases de Pople, costumam ser utilizados para a comparagao de dados
de espectroscopia IRMPD, ! tendo em vista que essa metodologia
mostrou-se adequada para simular as frequéncias vibracionais dos
osciladores, sobretudo quando fatores de corre¢do duplos séo utiliza-
dos.8110111 Entretanto, tanto esse nivel de teoria quanto outros mais
precisos niao possuem acurdcia suficiente para descrever a pequena
diferenca de energia entre os isomeros a serem diferenciados.!!>!!3
Aliado a problemas para a obten¢ao da geometria correta de espécies
mais complexas, dado que abordagens dindmicas sdo muito custo-
sas,'*116 tem-se o fato de que os isdmeros avaliados na fase gasosa,
apesar de serem gerados por processos brandos, poderem sofrer
interconversio durante o processo de ioniza¢@o. Isso faz com que
as espécies menos estdveis possam ser aprisionadas cineticamente,
ndo correspondendo as espécies de menor energia calculadas.!'’-!"
Nesses casos, recomenda-se avaliar a estabilidade relativa dos iso-
meros também em solugdo, inicialmente com métodos implicitos
continuos, seguido de métodos explicitos para a avaliagdo correta
desse fendmeno.'"’

Além de nao podermos depender apenas da diferenca energética
entre as espécies a serem diferenciadas, as metodologias de calculo
ndo sdo capazes de predizer de forma exata o espectro vibracional
dos fons avaliados, sobretudo por conta de efeitos de truncagem
das fungdes base e de anarmonicidade,'?'?? sendo comum o uso de
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fatores de escala'” e o ajuste de bandas por varios métodos empiri-
cos,’#12+126 mesmo que ndo exista nenhuma interpretagio fisica para
muitas dessas corre¢des.®101:102

IMPORTANCIA DA DIFERENCIACAO DE ISOMEROS
POR ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE iONS

Um caso extremamente ilustrativo do poder da espectroscopia
vibracional de fons desenvolvido por nosso grupo foi a elucidacio
do mecanismo de formagdo dos mondmeros das polibenzoxazinas.!'?’

As polibenzoxazinas sdo importantes resinas de alta performan-
ce cujos mondmeros podem ser facilmente sintetizados a partir de
anilina, fenol e formaldeido.'”® Propostas iniciais do mecanismo de
formac@o dessa espécie, que poderiam explicar a formagdo de sub-
produtos com efeitos nas propriedades finais do polimero, sugeriam
dois caminhos de formagao possiveis. Uma versao simplificada desses
dois caminhos € apresentada na Figura 6a e b.!?13

Os dois caminhos se iniciam com o ataque da anilina ao formal-
deido, formando o intermedidrio de m/z 124 B (Figura 6). A partir
dessa espécie, poderia ocorrer a desidratacdo e a formacio do iminio
G de m/z 106 (Figura 6b) ou o ataque de um segundo formaldeido,
que formaria a espécie D de m/z 136 (Figura 6a).

Considerando apenas as andlises de ESI-MS, a presenca dos
fons de m/z 106 e 200 sugeriria a ocorréncia da reacéo pelo caminho
a, enquanto a observagdo do fon de m/z 136 indicaria a presenca
do mecanismo b e ambas confirmariam diretamente a presenca de
intermedidrios iminio D e G (Figura 6), espécies elusivas que seriam
de dificil caracterizacdo.

Para verificar a identidade destes intermedidrios de reacgdo e
permitir a confirmacio dos mecanismos observados, estas espécies
foram avaliadas por espectroscopia IRMPD, conforme apresentado
na Figura 6.

Ao comparar 0s espectros tedricos e experimentais para os fons
de m/z 124 e 200, € possivel notar uma grande concordancia entre as
bandas experimentais e calculadas, confirmando a natureza dos fons
observados, como pode ser visto nas Figura 6e e f, respectivamente.

Entretanto, os espectros tedricos e experimentais para os fons
de m/z 106 e 136 ndo sdo concordantes (Figura 6g e h) quando séo
consideradas as espécies G e D, respectivamente. A divergéncia
observada no espectro do fon de m/z 106 pode ser explicada pela
reagdo da anilina com o formaldeido, formando as espécies G1 e G2
(Figura 6¢). Ou seja, a formacéo desses subprodutos, que podem ter
papel na terminacio das cadeias das polibenzoxazinas, mostra que
os fons detectados no experimento com m/z 106 ndo sdo, de fato, os
fons iminios, mas se relacionam com a presenga de outras espécies
isoméricas em solucéo que ndo seriam identificadas sem a espectros-
copia vibracional IRMPD.

Conforme ilustrado na Figura 6d, os fons iminios de m/z 106 pre-
sentes na solugdo, por serem altamente reativos, atacam prontamente
o formaldeido, formando as espécies de m/z 136 J e M (Figura 6d),
que possuem espectros vibracionais calculados que concordam de
forma muito adequada com o espectro experimental do {fon de m/z 136
(Figura 6h). Ou seja, a espécie D, que seria o iminio que comprova-
ria a existéncia do mecanismo de reacdo b, foi descartada mediante
realizacdo de espectroscopia IRMPD. Entretanto, os subprodutos J e
M detectados se relacionam com um subproduto advindo do ataque
do iminio G, confirmando indiretamente a existéncia dessa espécie e
permitindo confirmar a existéncia do caminho de reagdo a.

Em resumo, as espécies observadas apenas por ESI-MS, mos-
tradas na Figura 6, podem levar a consideragdes erradas quanto ao
mecanismo de reagdo se ndo forem avaliadas por outros métodos
capazes de diferenciar isdmeros, como € o caso da espectroscopia
IRMPD.
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Figura 6. Mecanismos simplificado de formagdo das benzoxazinas baseados no a) no mecanismo de ataques sequenciais de formaldeido de Burke'® e b) no

mecanismo de desidratagdo de Ishida'” ¢) Subprodutos G1 e G2 formados pelo ataque da anilina ao formaldeido. d) Subprodutos J1 e J2 formados pelo ataque

do iminio G ao formaldeido. Espectros IRMPD para os ions e) m/z 124, f) m/z 200 acompanhados do espectro vibracional simulado para os ions propostos.
Espectro experimental para os ions de g) m/z 106 e h) m/z 136 acompanhados de simulag¢des no nivel de cdlculo M06-2X/aug-cc-pVTZ. As espécies destacadas
nos quadrados vermelhos foram identificadas por IRMPD e demostram a necessidade de métodos alternativos para diferenciagdo de isomeros. Figura adaptada
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Muitos outros estudos de IRMPD relevantes permitiram a diferen-
ciagdo e o estudo no nivel molecular de espécies distintas, dos quais
destacamos os mais citados conforme apresentado no levantamento
disponivel na literatura'® e também reproduzido nas informagdes
suplementares.

MOBILIDADE IONICA ACOPLADA A ESPECTROSCOPIA
VIBRACIONAL DE [ONS

Apesar de ser uma técnica desenvolvida ja hd muitos anos,"! a
mobilidade i6nica (IMS), sobretudo acoplada a MS para detecgdo,
apresentou uma nova onda de interesse mais recente, testemunhada
pelo aparecimento de sistemas de IMS-MS comerciais e outras
novas opcdes de IMS como acessérios para instrumentos de MS
que estdo sendo disponibilizadas.'3?> Apesar do foco desta revisdo
ndo ser a técnica de mobilidade idnica em si, que ja foi abordada
em excelentes publicacGes,'?'!** o desenvolvimento de sistemas
de IMS acoplados com a técnica de espectroscopia vibracional
tem se mostrado uma drea em franco crescimento e com imensos
potenciais, sobretudo quando tais técnicas sdo utilizadas de forma
conjunta, conforme iremos comentar a seguir.

Desta forma, uma breve descricao da técnica de mobilidade idnica
se faz necessdria, permitindo compreender a sinergia que existe entre
esse método e a espectroscopia vibracional de {ons.

Cabe também ressaltar que o nome mobilidade i0nica representa
diversos esquemas distintos de separag¢do que permitem diferenciar
os fons em fase gasosa pela interag@o destas espécies com um fluxo
de gés, separando as espécies por suas formas, interagdes quimicas
e geometrias.!3132134 Nesse texto trataremos apenas da mobilidade
i6nica por tubo de arraste (DT-IMS) e a mobilidade idnica diferencial
(FAIMS), representados na Figura 7.'%

A técnica de mobilidade padrdo e mais conhecida consiste na
aceleragdo de {ons por campos elétricos baixos, no que € chamado
tubo de arraste do inglés “drift tube” (DT-IMS). A mobilidade em
campos elétricos baixos, K(0), dependera das colisdes dos fons com
0 gés de arraste em baixa pressao que € introduzido em fluxo oposto
ao sentido dos fons ao longo do tubo de arraste que possui tipicamente
1 metro de comprimento (Figura 7a).

fons com maior secio de choque experimentam mais colisdes,
demorando mais tempo para atravessar o dispositivo do que fons
com menores se¢des de choque. Assim, pela distribuicdo de tempo
de chegada (ATD) dos fons no detector do instrumento e mantidos
os pardmetros instrumentais, a se¢do de choque, que € dependente da
espécie isomérica especifica, pode ser obtida e os isdmeros diferen-
ciados. Ainda assim, alguns fendomenos de ativacdo e isomerizacao
durante o processo de separacdo por DT-IMS podem prejudicar a
determinagdo precisa da espécie que se relaciona com cada popu-
lacdo detectada.'

Essa técnica permite adicionar uma nova dimensdo para a ana-
lise de isdmeros por espectrometria de massas, tendo sido utilizadas
sobretudo para o estudo de biomoléculas.'3%!13

Entretanto, sistemas comerciais de DT-IMS ndo costumam ser
utilizados para realizagdo de estudos de fotodissociagdo, e o grande
tamanho destes aparatos ndo permite uma facil adaptagdo, fazendo
com que apenas instrumentos extensivamente modificados ou cons-
truidos sob demanda possam realizar estudos sinérgicos de DT-IMS
e fotofragmentagdo ou espectroscopia de fons.!¥13

Uma alternativa que torna possivel o acoplamento imediato de
técnicas de mobilidade i0nica diretamente em equipamentos comer-
ciais € mobilidade i0nica diferencial (FAIMS).!3!:140-142

Em oposicdo as técnicas de arraste, FAIMS pode ser realizado em
condicdes de pressdo maiores, até pressdo ambiente, e € composto por
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Figura 7. a) Representagdo de um dispositivo drift tube e b) um dispositivo FAIMS e os parametros de separagdo mais relevantes

dois pequenos eletrodos (~ 50 mm) permitindo que seja implementado
na fonte de ionizagdo dos espectrOmetros anteriormente ao cone de
extracdo ou capilar de transmissdo sem modificacdes na camara de
vdcuo e, portanto, prontamente compativeis com instrumentos de
fotodissociag@o baseado em sistemas comerciais.'** Esse acoplamento
pode ser feito sem alterar o desempenho do equipamento a ndo ser pela
perda de intensidade de sinal de uma a duas unidades de grandeza,
também observadas em drift tubes, que podem ser contornadas com
modificacdes instrumentais e nas condicdes de utilizacdo para permitir
arealizac@o de experimentos de espectrometria tandem ou de espec-
troscopia de fons em espécies presentes em menor intensidade.!3!14

Essa técnica se diferencia da DT-IMS também por utilizar de
forma combinada campos elétricos baixos e altos (maior que 2 Td),
jéa que, no tubo de fluxo, campos elétricos baixos e constantes sdo
utilizados. Além disso, o campo ¢ aplicado perpendicularmente a
direcdo de propagacdo dos fons, enquanto nos tubos de fluxo este é
aplicado na dire¢@o axial do tubo. A unidade Townsend (Td) € relativa
ao campo elétrico corrigido pela densidade do gés (E/N). Ou seja,
uma maior pressiao de gds, representada por uma maior densidade
de gis N, promove mais desativagdes por colisdo, de forma que um
campo elétrico E maior seja necessdrio para promover a mesma
excitacdo do fon.

Nesses aparatos FAIMS a mobilidade K(E/N) € dependente do
campo elétrico e ird mostrar desvios do comportamento de baixo
campo K(0), representado pelo fator de mobilidade ¢, como mos-
trado na Figura 7b.

O comportamento de fons com mesma m/z que sio inseridos
entre os eletrodos do aparato FAIMS € explicado pela mobilidade
diferencial destes no campo elétrico assimétrico, cuja amplitude SV
¢é chamada tensdo de separacdo ou tensdo de dispersao (Figura 7).

O comportamento mais comum (tipo A) ocorre quando os fons
formam agregados i0nicos com o fluxo de gds em condi¢des de cam-
po baixo. Quando esses clusters i0nicos 3o expostos a um campo
elétrico alto, a energia interna do agregado € elevada e o agregado

se desfaz, deixando o fon livre. Como a sec¢@o de choque do fon néo
agregado € menor do que o das espécies agregadas, sua mobilidade
instantaneamente aumenta.'?!

Portanto, esta espécie terd maior mobilidade K(E/N), o que ¢
representado por um pardmetro de mobilidade positiva o (o0 > 0).
Este comportamento do tipo A € particularmente importante para
moléculas pequenas (< 300 Da) com muitos locais de interacao,
sendo mais suscetiveis a formacdo de agregados. Para fons ditos
maiores que exibem, relativamente, menos possibilidades de intera-
¢des, o mecanismo tipo C geralmente domina. Como essas espécies
ndo tendem a formar agregados com o gds de arraste (buffer gas), o
aumento de energia promovido pelo alto campo elétrico acelera o fon
e promove mais colisdes com o géas de transporte, retardando o fon
(o < 0). Existe um mecanismo intermedidrio chamado de tipo B, no
qual a mobilidade de {ons € aumentada devido ao efeito de agregagdo/
desagregacdo até que um certo valor do campo elétrico seja atingido
e promova a desagregacido permanente. Isso faz com que a colisdo
seja o principal mecanismo para diminuir a mobilidade de fons du-
rante o periodo de campo elétrico elevado do campo assimétrico.'?!
A dificuldade em prever esses tipos de comportamento ainda impede
que se¢des de choque sejam calculadas para esses métodos como €
possivel para os equipamentos de DT-IMS e de forma indireta em
outros aparatos de mobilidade i6nica.'*

Como pode ser visto na Figura 7, diferentes parametros de mobili-
dade o promovem a propagagdo radial dos fons a partir do eixo central
em que foram injetados. Se uma tensao continua de compensagao CV
¢é aplicada aos eletrodos, as trajetdrias dos fons podem ser deslocadas
na dire¢@o de um ou outro eletrodo. Portanto, para coletar um espectro
de mobilidade i0nica nesses aparatos, que € uma representagdo da
intensidade de fons com determinado parametro de mobilidade o que
atingem o detector (Figura 7b), a tensdo de compensacao € variada.
Isso permite separar os fons com base em sua mobilidade antes da
andlise de MS ou fixar uma tensdo de compensagdo para selecionar
uma populagdo de fons especifica com um parametro de mobilidade
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desejado para alcangar o detector, permitindo a seleciio de uma certa
populacdo de isdmeros.

Apesar do grande poder da espectroscopia IRMPD discutido
anteriormente, grande esforgo tem sido concentrado no uso das téc-
nicas de espectroscopia e mobilidade i6nica de forma conjunta.!46-14¢

Algumas amostras podem exibir isdmeros que possuem
pequenas diferencas em suas assinaturas vibracionais ou a pre-
sen¢a de uma espécie isomérica em quantidades muito reduzidas,
impossibilitando a determinagdo e identificagdo destas espécies.
Por outro lado, técnicas de mobilidade, por serem essencialmente
técnicas que dependem da detec¢do pelo espectrometro de massas,
sdo capazes de separar essas populagdes de isomeros mesmo que
em quantidades relativas muito distintas. Porém, as técnicas de
mobilidade ndo permitem identificar a natureza dos isdmeros por
si s6, sobretudo no caso da mobilidade idnica diferencial (FAIMS),
em funcdo de ndo haver, ainda, modelo para o cdlculo da secdo de
choque nesses aparatos.

Por esse motivo, ao aliar as duas técnicas em um mesmo instru-
mento € possivel identificar e selecionar populagdes de isdbmeros por
mobilidade i6nica e, entdo, avaliar a natureza dessas espécies por
espectroscopia vibracional de fons.

Além disso, devemos lembrar que a realizacdo da técnica de
espectroscopia vibracional de fons por IRMPD ¢ resolvida no
tempo, impedindo que corridas cromatogréficas sejam realizadas
previamente a obtengdo dos espectros IRMPD. Nesse caso, quando
corridas cromatogréficas sdo de fato necessdrias, sdo realizadas eta-
pas de cromatografia semipreparativa, em que o analito desejado €
fracionado para que se obtenha uma quantidade que permita a inje¢ao
direta e seu fornecimento constante para a realizacdo das andlises de
espectroscopia IRMPD. %

Além das técnicas de IMS e IRMPD poderem ser utilizadas se-
paradamente na mesma amostra, fornecendo informacdes relevantes
para os sistemas quimicos e biol6gicos,' o uso sinérgico das duas
técnicas € ainda mais poderoso, ndo apenas por conta da IMS ser
capaz de diminuir os efeitos de matriz, mas por permitir selecionar
espécies por sua se¢do de choque para serem posteriormente avaliadas
em uma etapa ortogonal de espectroscopia IRMPD.

Dessa forma, o futuro da detec¢@o de isomeros se delineia pelo
acoplamento das técnicas de espectroscopia vibracional a técnicas
de mobilidade i6nica diferencial para permitir que matrizes mais
complexas sejam avaliadas.

Um exemplo desse uso sinérgico de técnicas de FAIMS e es-
pectroscopia IRMPD foi relatado por Berthias e colaboradores para
a diferenciaciio dos aminodcidos isoméricos sarcosina, o-alanina e
[-alanina nas suas formas protonada, de m/z 90, dada a relevancia da

Penna e Correra
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diferenciagdo de o-aminodcidos de seus derivados para a detecgdo
de doengas e a descoberta de biomarcadores."!

Nesse sistema, as abordagens tradicionais de espectrometria de
massas ndo sdo bem sucedidas pelas espécies possuirem a mesma
massa exata e os fragmentos majoritdrios gerados por CID serem
0s mesmos para a sarcosina e a o-alanina protonada (Tabela 1).
Sendo assim, uma mistura desses isdmeros foi avaliada por FAIMS
e apresentou apenas 2 sinais principais quando N, foi utilizado como
gds de andlise, sendo uma populagdo resolvida relativo apenas a sar-
cosina protonada e o outra a uma mistura de o-alanina e 3-alanina
protonadas. Com o acoplamento de uma etapa de dissocia¢do por
IRMPD em niimeros de onda distintos, nos quais ocorre a absor¢ao
e a consequente ativagdo seletiva dos isdmeros, foi possivel resolver
as populacdes de o-alanina e B-alanina protonadas.

Ao se utilizar o comprimento de onda de 1810 cm!, relativo aos
estiramentos da carbonila e absorvido por todas as espécies presentes
exceto a [3-alanina protonada, € possivel simplificar as distribuicoes
observadas por FAIMS para revelar apenas a populacdo desse iso-
mero ao se monitorar a m/z 90 relativa aos fons pais, dado que os
outros isdmeros se fragmentam nesse comprimento de onda. De
forma similar, ao se utilizar o comprimento de onda de 1720 cm’',
em ressonancia com o estiramento da carbonila da $-alanina, apenas
as outras espécies sdo observadas.

Assim, o uso do IRMPD permite revelar a natureza das popu-
lagdes de isomeros detectadas por FAIMS e a consequente diferen-
ciagéo da o-alanina e B-alanina protonadas, ndo obtida apenas por
mobilidade idnica.

CONSIDERACOES FINAIS

As andlises corriqueiras de espectrometria de massas sdo ex-
tremamente poderosas e permitiram o avanco da ciéncia nas mais
variadas dreas do conhecimento. O limite natural da espectrometria
de massas se encontra na diferenciacio de isdmeros, dado que o
principio de funcionamento desta técnica depende de diferengas de
m/z entre espécies. Métodos tandem (MS") podem auxiliar nessa
tarefa, mas sdo dependentes do padrdo de fragmentagdo das espé-
cies que costumam ser semelhantes para espécies correlatas. Por
esses motivos, uma série de métodos alternativos se faz necessaria
para suprir essa insuficiéncia, como a espectroscopia de fons e a
mobilidade i0nica.

A técnica de IRMPD tem a capacidade de diferenciar isomeros
em fase gasosa e fornecer uma descri¢ao clara da natureza, geometria
e conformagdo da espécie na fase gasosa, seja qual for a sua origem,
sobretudo quando considerados os métodos de ionizagdo alternativos

Tabela 1. Representagio dos resultados observados para as técnicas de diferenciagdo de isdmeros aplicadas para sarcosina, o-alanina e -alanina protonada
como reportado por Berthias er al.."”' Destaque em negrito mostra a etapa que permite diferenciar cada espécie de forma inequivoca a partir de uma mistura

equimolar das trés espécies isoméricas

Espécie Sarcosina+H* o-Alanina+H* B-Alanina+H*
2 o o
Férmula estrutural /(I_l,\ /%Hz HO/C\CH/NH3 B o _CH,_®
HO™ " “CHz " 2™CHj I HO™""CH; = NHq
CHjy
Massa exata 90,05495 90,05495 90,05495
m/z do fragmento majoritdrio por CID 44 44 72
Voltagem de compensagio / V -14,5 -11.1 -10.9
Populacdo detectada por FAIMS sem IRMPD? sim sim sim
Populacéo detectada por FAIMS + IRMPD em 1810 cm™!? nao nao sim
Populagio detectada por FAIMS + IRMPD em 1720 cm™'? sim sim nao
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compativeis com plataformas de espectroscopia vibracionais de fons
desenvolvidas a partir de instrumentos comerciais.

Essa técnica pode ser utilizada para a identificacdo de isomeros
nos mais variados casos onde experimentos tradicionais de espectro-
metria de massas sao incapazes de permitir a determinagao inequivoca
das espécies de interesse.

Cabe ressaltar que nosso grupo de pesquisa desenvolveu recente-
mente um projeto para implementagdo e gerenciamento de um centro
multiusudrios FAPESP para a disponibilizagdo dessa técnica para uma
série de instituicdes e grupos de pesquisa. Tal uso pode ser requisitado
no site do nosso grupo de pesquisa em www.iq.usp.br/mepl.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Lista dos 50 artigos na drea de espectroscopia IRMPD entre 2007
e 2017 incluindo os sistemas estudados estdo disponiveis em http://
quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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