Scientia Chromatographica 2013; 5(1):27-46
Instituto Internacional de Cromatografia

http://dx.doi.org/10.4322/5¢.2013.005 HPL( : LC/MS
ISSN 1984-4433

A cromatografia liquida moderna e a espectrometria
de massas: Finalmente “compativeis”?
1. A escolha do analisador de massas

Fernando M. Lancas
Instituto de Quimica de Sdo Carlos, Universidade de Sio Paulo - USP, Cep 13560-970, Sdo Carlos, SP, Brasil

e-mail: flancas@iqsc.usp.br

Resumo

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC ou CLAE) é uma das principais técnicas utilizadas na
analise de compostos ndo volateis e/ou termicamente instdveis. Apesar de ser uma excelente técnica de
separacdo, a HPLC necessita de uma técnica confirmatdria quando a analise qualitativa (confirmacéo
da identidade quimica) é também necessaria. Dentre as vdrias opg¢des existentes no momento, a
espectrometria de massas (ms) ¢ a técnica que melhor fornece as informagdes estruturais necessarias.
O acoplamento entre estas duas técnicas da origem a uma ferramenta analitica versatil e de grande
potencial na andlise qualitativa e quantitativa: a LC/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas). O presente artigo, segundo de uma série sobre o tema, apresenta de forma critica e detalhada
a escolha do analisar de massas para LC-MS(MS).
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Modern liquid chromatography and mass spectrometry:
Finaly compatible? II. Selecting the mass analyzer

Abstract

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) is one of the most utilized analytical techniques
for determination of nonvolatile and thermally unstable compounds. Although being an excellent
separation technique, HPLC requires a confirmatory technique when qualitative analysis is being
performed. Amongst the several available complimentary techniques, Mass Spectrometry is the one that
supplies the structural information required to complement the HPLC separation; by coupling these two
techniques, a powerful tool become available for qualitative and quantitative analysis: LC/MS (Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry). This paper, the second one in a series, presents a critical and
detailed discussion on the proper selection of the ion analyzer for LC-MS(MS).
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1 Introducéo

Em um artigo anterior desta série!"), o autor
descreveu os principais aspectos envolvidos
no acoplamento entre cromatografia liquida
moderna e a espectrometria de massas (LC-
MS), com énfase na instrumentagido adequada
para contornar as dificuldades apresentadas
pela incompatibilidade entre os aspectos ope-
racionais existentes entre essas técnicas. Neste
segundo trabalho da série serdo discutidos os
varios aspectos praticos envolvidos na escolha do
analisador de fons mais adequado para LC-MS e
LC-MS/MS, a partir das necessidades requeridas
pelo tipo de experimento a ser realizado e dos
resultados esperados.

A Figura 1 ilustra, de forma esquemaitica, os
principais componentes de um espectrometro de
massas tipico.

A amostra a ser analisada ¢ introduzida no
espectrometro de massas através de um inlet
(dispositivo para a introdugdo da amostra no
espectrometro) e direcionada para a fonte de
ionizagao. Nos estdgios iniciais do desenvolvi-
mento da técnica, a amostra era introduzida pela
vaporizacio direta dela; com o desenvolvimento
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Figura 1
um espectrémetro de massas!'l.
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das técnicas cromatograficas tornou-se bastante
comum o uso de um cromatografo como fonte
de introducédo da amostra no MS. Nesse tltimo
caso, 0s picos cromatograficos gerados pela sepa-
racao dos componentes da amostra sdo individu-
almente introduzidos na fonte de ionizagdo do
MS para gerar os fons a serem posteriormente
separados no analisador e encaminhados para
detecgao e quantificagdo. Um software apropriado
instalado em um computador efetua os célculos,
gera 0s espectros de massas a serem impressos e

comanda as fungdes do espectrometro.

Dentre os principais componentes de um
espectrometro de massas (MS), o analisador de
massas possui relevancia particular pelo fato de
ser o responsavel pela selecdo e/ou separagdo (ou
auséncia dela) dos ions, de acordo com a relagao
existente entre suas massas (m) e cargas (e), ou
seja, a razdo m/e de cada fon. As caracteristicas
de construcio e operagdo diferem de um anali-
sador para outro, assim como seus beneficios e
limitagdes. Uma vez que existe hoje uma grande
diversidade de analisadores de massas, a escolha
do mais apropriado deve ser efetuada conside-
rando-se a aplicagdo (p. ex., faixa de massas dese-
jada), desempenho (p. ex., resolu¢ao de massas)
e custo. Em fungéo desses fatores, nao existe um
analisador de massas que seja ideal para todas
as aplicagoes, conforme descrito hd décadas por
Brunneel®.

Apesar dos analisadores de massas poderem
ser classificados de acordo com diferentes crité-
rios, 0 mais comum tem sido classifici-los com
base na resolugio e exatiddo de massas, enfoque
que sera utilizado no presente trabalho.

2 Analisadores de massas

O efluente da coluna de cromatografia
liquida, apds ser ionizado — geralmente a pressao
atmosférica (API), por um dos processos descri-

Scientia Chromatographica 2013; 5(1):27-46



A escolha do analisador de massas

tos em detalhes no artigo anterior!! desta série
(ESI, APCI ou APPI) -, é direcionado para o
analisador de massas. Os analisadores de massas
separam os ions de acordo com a relagdo exis-
tente entre suas massas e cargas (m/z) podendo
usar diferentes principios de construgdo e de
operagdao. Discutem-se, a seguir, os principais
aspectos dos analisadores de interesse no enfo-
que deste artigo. Mais detalhes a respeito, espe-
cialmente a teoria fisica e matematica para cada
um deles, podem ser encontrados em artigo

anterior desta sériel".

2.1 Analisadores de massas baseados
em setores elétricos e magnéticos

Nos estudos experimentais sobre a natureza
dos “raios catddicos” (elétrons), J. J. Thomson
aplicou campos magnéticos e elétricos a um feixe
de elétrons, obtendo uma estimativa da razao
m/e para esse feixe®. O equipamento utilizado é
considerado como o precursor dos espectrome-
tros de massas modernos, muitos dos quais ainda
utilizam os mesmos principios, com pequenas

modificagdes tecnoldgicas.

Em um espectrometro de massas de defle-
x40 magnética, os ions, ao deixarem a fonte, sdo
acelerados a uma velocidade alta, passando por
um setor magnético no qual um campo mag-
nético é aplicado em direcdo perpendicular a
da dire¢do do movimento do ion. Quando uma

7

aceleragdo é aplicada perpendicularmente a
dire¢io de movimento de um objeto qualquer,
sua velocidade permanece constante e o objeto
viaja em um caminho circular. Assim, o setor
magnético segue um arco; o raio e o angulo do
arco variam de acordo com os detalhes de cons-
trugdo. Um setor magnético sozinho ird separar
ions de acordo com a razdo massa/carga; entre-
tanto, a resolu¢do nesse caso sera limitada pelo
fato de que os ions saindo da fonte néo terdo exa-

tamente a mesma energia e, portanto, ndo terdo
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exatamente a mesma velocidade. Para melhorar
a resolugdo, adiciona-se um setor elétrico que
focaliza os fons de acordo com suas energias
cinéticas. O formato serd o mesmo do campo
magnético, ou seja, em arco, uma vez que se apli-
card uma for¢a perpendicular a dire¢do do movi-
mento do campo.

Nos espectrometros denominados equipa-
mentos “de setores”, dois tipos de principios fisi-
cos (campos associados aos setores) sdo empre-
gados: magnético (B) e elétrico (E). O movimento
de um ion em um campo magnético B e as equa-
¢Oes matematicas que o descrevem foram discu-
tidos em detalhes em artigo anterior!'l.

A Figura 2 ilustra um espectrometro de
massas denominado de duplo foco ou duplo
setor (magnético e elétrico). Espectrometros
desse tipo sdo capazes de operar em resolucoes
maiores (frequentemente acima de 10.000) na
determina¢ao de massas superiores a 15.000 Da,
com exatiddo de massas elevada. Na pratica,
esses parametros podem ser ampliados para
valores ainda melhores, diminuindo-se a volta-
gem aplicada e estreitando-se as fendas. Porém,
isto ocorrera a custa de uma diminuigao signi-
ficativa da sensibilidade. Uma diminui¢ao no
espalhamento de ions e melhora na transmissao
deles pode ser conseguida operando-se a fonte de
ions em valores elevados (superiores a 8.000 V),
o que cria uma dificuldade para o acoplamento
LC-MS empregando electrospray (ESI) como
modo de ionizacio, devido a formacdo de arco
voltaico pela elevada voltagem e pelas pressoes
relativamente altas. Esse problema tem sido cor-
rigido em instrumentos de geragdo mais atual.
Como ocorre com qualquer outro equipamento,
esses instrumentos apresentam vantagens e limi-
tacdes, dependendo da aplicagdo e dos recursos
financeiros disponiveis.

As principais vantagens apresentadas pelos
equipamentos que utilizam setores elétrico e
magnético como analisadores de fons sao a alta
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Figura 2 Esquema simplificado de um espectrémetro de massas de duplo foco ou duplo setor (elétrico, E; e

magnético, B).

resolugdo e exatiddo de massas. As principais
limitagdes sdo o elevado custo e complexidade
(tanto na aquisicao e operag¢do, quanto na manu-
ten¢ao), velocidade limitada de varredura, sen-
sibilidade baixa quando operado em resolugdes
elevadas, potenciais problemas no acoplamento
com LC-ESI, devido a formagao de arco voltaico.
Em fungido dessas caracteristicas, e das limita-
¢Oes apresentadas, esse tipo de instrumento, atu-
almente, é mais empregado em medidas de mas-
sas com alta resolu¢do e em estudos basicos em
MS, tais como estudos de fragmentagdo, do que
no acoplamento LC-MS.

2.2 Analisadores de massas do tipo
guadrupolo

O quadrupolo é o analisador de massas mais
popular no momento devido, principalmente, a
sua simplicidade, preco relativamente baixo, boa
linearidade em analises quantitativas, facilidade
de ser entendido e operado. Apesar de usual-
mente utilizado com resolu¢ao baixa (tipica-
mente R = 1.000), esta pode ser aumentada em
condi¢oes favoraveis para valores superiores a
4.000. Sua exatidao de massas encontra-se, geral-

mente, entre 0,1 e 0,2 unidades de massa atomica
(u.m.a.; a.m.u.; u ou Dalton) e a faixa de massas,
usualmente entre 10 e 4.000 Da.

O quadrupolo é composto de quatro barras,
usualmente feitas de metal, dispostas em dois
pares (Figura 3). Apesar de as barras com sessdo
de choque hiperbdlico serem mais eficientes, por
questoes econdmicas usualmente empregam-se
barras cilindricas. Um par de barras é mantido
em um potencial elétrico positivo, enquanto que
o outro, a um potencial negativo. Uma combina-
¢do de corrente continua (DC) e radiofrequén-
cia (Rf) é aplicada nas barras. O par positivo de
barras atuard como um filtro para massas mais
elevadas, enquanto que o par negativo age como
um filtro para massas pequenas. Os quadrupo-
los operam a uma resolugdo constante (a qual
depende da razdo Rf/DC), mantendo a razio
Rf/DC constante. Considerando-se uma dada
amplitude para as voltagens Rf e DC, somente
os fons que apresentarem determinada razdo
massa/carga (m/z), que esteja em ressondncia
com o campo aplicado, irdo passar pelas barras
do quadrupolo e serdo detectados. Os demais
fons que entrarem no quadrupolo terdo suas tra-
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Figura 3 Esquema de um especirometro de massas tipico evidenciando as quatro barras que constituem um

analisador do tipo quadrupolo.

jetdrias instaveis e, como consequéncia, atingi-
rao as barras e serdo eliminados pela bomba de

vacuo.

Mantendo constante a razao Vioo/Vip um
grafico de a x q permite definir graficamente uma
linha de estabilidade dos ions. Frequentemente,
a razdo V /V,, € selecionada de maneira que
uma janela de 1 Da ¢ escolhida, resultando em
uma resolucdo unitdria em toda a faixa de massa

analisada.

2.3 Analisadores de massas do tipo ion
trap (aprisionadores de ions)

Os analisadores do tipo ion trap (aprisio-
nadores de ions) sio também denominados de
quadrupolos tridimensionais ou quadrupolos
ion trap, enquanto que os quadrupolos descritos
no item anterior sio denominados simplesmente
quadrupolos ou, alternativamente, quadrupolos
lineares. Nos analisadores do tipo ion trap um
eletrodo hiperbolico na forma de um anel (deno-
minado ring electrode) é colocado entre dois
eletrodos hiperboélicos denominados eletrodos
end cap. Uma voltagem Rf (corrente alternada,
AC), de amplitude variavel V e com frequéncia
ao redor de 1 MHz, ¢ aplicada ao ring electrode,
enquanto que os eletrodos end cap sdo aterrados
(Figura 4). Os dois eletrodos end cap apresentam
um orificio no centro; o eletrodo superior per-

mite a passagem dos ions provenientes da fonte
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Figura 4 Eletrodos que formam a parte principal de
um analisador do tipo ion trap. O eletrodo central é
utilizado para aprisionar os fons, enquanto os outros
dois servem um para focalizar a entrada dos ions
provenientes da fonte de ionizacdo no eletrodo central
e o outro para focalizar a saida dos fons em direcéo
ao detector.

de ionizagéo (eletrodo de entrada) e os direciona
para o ring electrode, enquanto que o orificio do
eletrodo de saida serve para direcionar os ions
ejetados para detecgdo. Nesse tipo de analisador
normalmente ndo se aplica voltagem DC (cor-
rente direta); apenas a Rf. Tipicamente, o fila-
mento ¢ ligado e os ions dentro da trap (arma-
dilha), ali formados ou nele introduzidos — com
um valor de m/z acima de um limite estabelecido
por V - serdo aprisionados (trapped) por um
tempo ao redor de 1 ms (milissegundo). O fila-
mento ¢ entdo desligado e uma varredura de V é
executada para obter-se um espectro de massas.

Os ions de razdo massa/carga igual a m/z serdo
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acelerados na direcdo do eixo z e ejetados pelo
eletrodo end cap de saida dos ions sendo, entao,
detectados. As equagdes que descrevem o movi-
mento dos ions do ion trap sao similares as des-
critas para o quadrupolo linear.

Juntamente com o quadrupolo linear, o ion
trap ¢ um dos analisadores de ions mais popula-
res no momento devido a seu custo relativamente
baixo (o qual é, grosso modo, comparavel ao de
um quadrupolo) e pequeno tamanho, podendo
ser utilizado na obtencdo de analisadores que
ocupam pouco espa¢o. Sua resolucdo é simi-
lar a do quadrupolo linear (unitaria), podendo
ser aumentada empregando-se varreduras mais
lentas em uma faixa de massas menores. Nessas
condigoes, resolu¢des proximas de 5.000 podem
ser obtidas. As aplicagdes tipicas desse analisa-
dor sdo similares aquelas do quadrupolo.

2.4 Analisadores de massas do tipo
Time-of-Flight (ToF — tempo de véo)

Apesar de ser geralmente aceito que o con-
ceito do analisar do tipo ToF foi desenvolvido
por William Stephens*®, na Universidade da
Pensilvania (USA), em torno de 1946, foram
William Wiley e I. H. McLaren, da empresa
Bendix (USA), os pioneiros a desenvolverem e
comercializarem um equipamento desse tipo, no
final de 1955¢..

Em um sistema do tipo ToF, os ions forma-
dos na fonte de ionizagédo sdo extraidos e acelera-
dos a alta velocidade por um campo elétrico em
um tubo longo (drift tube), apds o qual atingem o
detector. A velocidade alcangada pelo ion acele-
rado é proporcional a raiz quadrada de sua razédo
m/z - por simplicidade, assume-se ser inversa-
mente proporcional a massa. De forma analoga,
0 tempo necessario para um fon atravessar o
tubo serd inversamente proporcional a raiz qua-
drada da razdo m/z (também por simplicidade ¢

comum assumir-se que ¢ proporcional a massa),

A escolha do analisador de massas

uma vez que a distancia entre a formagao do ion
e o detector ¢ fixa (depende do comprimento do
tubo).

O principio de operagido do ToF baseia-se
na medida do “tempo de voo” de um ion den-
tro do espectrdmetro de massas. Uma vez que
as dimensdes do tubo e a energia cinética dos
ions sao bem conhecidas, o cdlculo da razio m/z

torna-se simples!!l.

O desenvolvimento de um refletor (tam-
bém conhecido como espelho de ions ou espe-
lho eletronico) e o uso de técnicas ortogonais de
introduc¢ao dos ions (o-ToF) contribuiram para a
melhora da resolugéo, por meio de um aprimora-
mento no controle ou compensagio do espalha-
mento inicial de energia, e na distribui¢ao espa-

cial dos ions (maiores detalhes na referéncia 1).

O reflectron (tipo de ToF que utiliza um
refletor no tubo de voo) proposto pelo pesquisa-
dor russo Boris A. Mamyrin”#* utiliza um campo
elétrico aplicado a uma série de grades ou ele-
trodos (também denominados pratos ou discos)
para reverter a diregdo da trajetdria dos ions que
nele entram. Por meio desse dispositivo, os ions
de mesma razao m/z chegam ao mesmo tempo
no detector, ainda que apresentem diferencas em

sua energia cinética.

A Figura 5 ilustra o esquema genérico de um
analisador do tipo ToF com refletor. A parte a da
figura mostra um ifon formado na fonte sendo
acelerado no tubo em dire¢do ao detector, sem
ajuda do reflectron. Na parte b da mesma figura,
o reflectron ¢é ligado, observando-se que a tra-
jetoria do ion agora sera curva, a dispersdo dos
ions de mesma razdo m/z ¢ diminuida e a resolu-
¢do aumentada, e os ions retornam ao drift tube

antes de serem detectados.

Varios desenvolvimentos conduziram a
refletores modernos com elevado desempe-
nhot !, com considerével redu¢iao no tamanho
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Figura 5 Esquema simplificado de um ToF com o reflectron fora de operacéo (a) e em operacéo (b), ilustrando

a curva na trajetéria dos fons provocada pelo refletor.

do equipamento e melhora da focalizagao dos
ions, sendo amplamente empregados nos anali-

sadores do tipo ToF mais modernos!'l.

Além do uso do reflectron, outra forma de
aumentar a resoluc¢do utilizando analisador do
tipo ToF é com o uso de geometria ortogonal
(o-ToF). Nesse sistema os ions sao produzidos de
forma continua na fonte de ionizac¢do (electros-
pray, por exemplo), acelerados e focalizados com
ajuda de lentes apropriadas. A seguir, aplica-se
uma aceleragdo pulsada ortogonal (perpendicu-
lar) ao movimento dos ions (o0a, ortogonal acel-
leration), os quais irdo adquirir velocidades as
quais sdo independentes das velocidades adqui-

ridas por sua aceleragdo na fonte.

O desempenho do oa-ToF (ToF com ace-
leragdo ortogonal) pode ser ainda melhorado
com a adigdo de um gas. Esse colide com os fons
em um guia de varios polos (usualmente, um
quadrupolo ou hexapolo operando apenas com
radiofrequéncia - modo rf-only), diminuindo
a energia (“resfriando”) dos ions antes de eles
entrarem na regido de aceleragdo ortogonal, tam-
bém denominada pulser, resultando na focaliza-
¢do dos ions em um feixe de didmetro menor. Na
regido de alto vacuo situada antes do pulser, um
conjunto de lentes eletrostaticas torna o feixe de
ions paralelo, minimizando problemas de diver-
géncia na dire¢do de aceleragiao. A combinagdo

desses sistemas — aceleragdo ortogonal e resfria-
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mento por colisio com gas, juntamente com o
reflectron, aumentaram a resolu¢do dos atuais

ToF-MS sem diminuir sua sensibilidade.

A Figura 6 ilustra o esquema de um ToF-MS
atual de alta resolugao, com aceleragao ortogonal
e reflectron. Os hexapolos e quadrupolos ser-
vem de guia para os ions no modo ToF, podendo
ser utilizados para uma montagem em tandem
(MS-MS) do tipo Q-ToF, empregando dois anali-
sadores (quadrupolo-tempo de voo). Esses equi-
pamentos possuem elevada resolucio (no modo
linear a resolugéo ¢ limitada), boa sensibilidade,
velocidade de varredura muito rapida (impor-
tante para picos cromatograficos estreitos).
Porém exigem eletronica bastante sofisticada,
bom controle do tempo, da energia inicial e da
distribuigdo espacial dos ions. Sua aplicagdo ¢é
bastante ampla, especialmente quando alta reso-
lugdo é necessaria. A faixa de massas que analisa
¢ ampla (teoricamente ilimitada mas, na pra-
tica, massas muito elevadas — muito superiores a
500.000 Da - sao dificeis de serem determinadas
com boa precisdo e exatidao).

2.4.1 Analisadores de massas
baseados em transformada de
Fourier (FT-MS)

Apesar de existirem outros analisadores de
massas para MS, os trés descritos até o momento
(quadrupolo, ion-trap e ToF) sao, de longe, os
mais empregados atualmente no acoplamento
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Figura 6 Analisador do tipo ToF com sistema de aceleracdo ortogonal (oa) e reflectron, podendo operar no

modo LC-MS/MS na configuracéo Q-ToF (quadrupolo -ToF) ou no modo LC-ToF utilizando o quadrupolo apenas

como filtro de massa, ao invés de analisador, ou seja, aplicando apenas radiofrequéncia, Rf (Rf-only mode).

LC-MS. Enquanto os dois primeiros sdo compac-
tos, apresentam grande simplicidade, baixo custo
e facilidade operacional, interpéem como princi-
pal limitagao a baixa resolugao. O ToF, por outro
lado, perde para os dois analisadores nesses que-
sitos, mas apresenta resolucdo muito superior,
principalmente no modo ao-TOEF caracteristica
necessaria em analises que a requeiram.

Outro tipo de analisador de massas, dis-
ponibilizado para venda mais recentemente
e de custo ainda acentuadamente elevado
(porém com resolugdo igualmente superior
aos trés analisadores ja discutidos), é o FTICR
(Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance
ou Ressonancia Ciclotronica de Ions com

Transformada de Fourier).

O FTICR-MS, também conhecido ape-
nas como FT-MS, por ter sido o primeiro
equipamento do tipo a ser comercializado, foi
desenvolvido por Mel Comisarow e Alan G.
Marshall, na Universidade de British Columbia,

Canadi, em 197412, Os fundamentos da técnica
baseiam-se no uso da Ressonancia de Ions em
Ciclotron - Espectrometria de Massas (ICR-MS),
de estudo publicado por Hipple, em 19493, e
na existéncia do fendomeno bem estabelecido e
conhecido do uso de Transformada de Fourier
em Ressonancia Magnética Nuclear (FT-NMR).

Em FTICR-MS, os ions gerados na fonte
passam por uma série de estagios de diminuigao
de pressdao em direcdo a um alto vacuo. Ao entra-
rem na cela, em que serdo aprisionados (ion trap),
a temperatura estara proxima ao zero absoluto e
a pressdo ao redor de 10°® bar. Isso é conseguido
mantendo-se a cela dentro de um supercondutor
de alto campo magnético (geralmente entre 4,7 e
13 Tesla, valores esses que tém sido aumentados
rapidamente), o qual é resfriado pelo emprego de
nitrogénio e hélio, ambos no estado liquido. Ao
passarem pelo campo magnético B, os fons terdo
sua trajetoria descrita por um movimento cir-
cular em um plano perpendicular ao do campo
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(Figura 7). Os ions ndo sdo expulsos da cela gra-
¢as a uma pequena voltagem (corrente continua)
aplicada aos eletrodos de aprisionamento (trap-
ping electrodes), a qual gera um campo elétrico E

perpendicular ao campo magnético B.

A frequéncia de rotagdo de um ion no ciclo-
tron (wc) depende de sua massa (m) e carga
(z). No inicio do experimento, nenhum sinal é
observado, pois o raio do movimento é muito
pequeno. Varrendo-se a radiofrequéncia RF pul-
sada pelas placas de excitagao da cela, é possivel
excitar-se cada ion com razdo m/z. Cada frequén-
cia de excitagdo entra em ressonancia com deter-
minado ion e o excita para drbitas maiores, onde
induz uma corrente alternada entre as placas do
detector (Figura 8). A corrente induzida tem a
mesma frequéncia de ciclotron dos ion, e inten-
sidade proporcional a seu nimero. Quando a
frequéncia sai de ressondncia para uma dada
razao m/z, os ions retornam ao estado primitivo
e outro pacote de ions com a proxima razdo m/z
sera excitado e dessa forma o processo continua.
Para efeito pratico, entretanto, consideram-se as

frequéncias como simultdneas, resultando em

® AR

o ®
~—

ooao
wvvv

lons s&o aprisionados e
oscilam com amplitude
térmica baixa, incoerente

==

S

A excitacdo varre os ions
ressonantes em uma
orbita ciclotrénica
coerente

espectros complexos da variagdo da frequén-
cia com o tempo. Esse sinal complexo gerado
sofrerd deconvolugdo por meio de métodos,
empregando-se Transformada de Fourier™,
resultando em espectros que apresentam a varia-
¢do de intensidade em func¢ao da frequéncia wc.

O FT-ICR-MS ¢ atualmente o tipo de anali-
sador de massas para uso acoplado com LC que
apresenta a maior resolugdo (superior a 105 ou
seja, quase ilimitada). Entretanto, seu custo ainda
¢ elevado, possuindo uma tecnologia bastante
mais complexa que os demais analisadores des-
critos, especialmente em relacdo ao alto vacuo
necessario. Sua principal aplica¢ao, no momento,
¢ em estudos onde uma resolucio extremamente
elevada é necessaria, ou para estudos fundamen-

tais de fragmentagao de moléculas.

Outro tipo de analisador de massas que
também utiliza Transformada de Fourier (FT)
¢ o orbitrap, cujas raizes remontam a 1923,
quando Kingdon™! prop6s o principio do apri-
sionamento orbital (orbital trapping). Os estu-
dos subsequentes demonstraram que particulas

carregadas podiam ser aprisionadas em cam-

©

Preamplificador e
digitalizador pegam os
potenciais induzidos
na cela

Figura 7 Movimento de um ion antes e depois do processo de excitacdo, mostrando a érbita ciclotrénica

percorrida. Em a, os ions aprisionados oscilam com amplitude térmica baixa, incoerente; em b, a excitagdo

varre os fons em 6rbita elefrénica coerente; em ¢, um pré-amplificador e um digitalizador pegam os potenciais

induzidos na cela.
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Figura 8 Esquema simplificado de um sistema FT-ICR-MS ilustrando o deteccGo e geracdo de sinal via

aprisionamento de fons (ion trap) e o posterior tratamento do sinal através de Transformada de Fourier (FT) para

gerar o espectro de massas.

pos eletrostaticos, mas nao foi discutido como
isso poderia ser utilizado em analises de mas-
sas. O posterior desenvolvimento no campo de
optica de particulas carregadas permitiu avangos
importantes no aprimoramento da drea de cam-
pos eletrostaticos!'®. Knight, em 1981, relatou os
resultados de analises de massas efetuados atra-
vés da aplicacdo de excitacdo ressonante axial a
ions aprisionados produzidos por laser'”!. Os
resultados mostraram que o eventual uso dessa
ideia para produzir analisadores de ions iria
requerer desenvolvimentos em praticamente
todas as dreas, desde o campo aplicado até o sis-
tema de detec¢io dos ions.

Esses avancos, que possibilitaram o desen-
volvimento do orbitrap a um estagio de anali-
sador de ions de alta resolucdo comercialmente
disponivel para espectrometria de massas a par-
tir de 2005, ocorreram a partir dos trabalhos pio-

neiros de Makarov!'®!l,

A Figura 9 ilustra o analisador de massas orbi-
trap, o qual consiste de um eletrodo externo similar
a uma barra (a) e um eletrodo central (b) ao longo

Figura 9 Desenho esquemdtico de um analisador de
massas do fipo orbitrap; a, eletrodo externo em forma
de barra; b, eletrodo central; r, z sGo coordenadas
cilindricas.

do eixo. O formato construtivo desses eletrodos
permite produzir um potencial U dado por:

2 2 2 m

U(r,z)zk(zz —ﬁJ+£-(Rm)2 .1n[RL]+c (1)

onde 1, z sdo as coordenadas cilindricas (z = 0,
sendo o plano de simetria do campo), C é uma
constante, k é a curvatura do campo, Rm ¢ carac-
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teristico do raio. Nesse trap, trajetdrias estaveis
combinam rota¢ao ao longo do eletrodo central
com oscilagdes ao longo do eixo, resultando em
uma espiral bastante complexa, como proposto
por Makarov!'®l. As frequéncias de oscilacdo
podem ser detectadas através da medida da cor-
rente nos eletrodos externos do orbitrap!'® 2021,
Isso é seguido por uma Transformada de Fourier
rapida para converter o sinal do dominio do
tempo para um espectro massa-carga (m/z), de
maneira similar ao que ocorre com o FT-ICR

descrito anteriormentel".

3 Resolucdo em espectrometria de
massas

Em cromatografia, a resolu¢ao (Rs) para um
par de espécies quimicas é usualmente definida

como

tra — 1t

(4 ) 2

onde t,, é o tempo de reten¢do da espécie mais

ko= 2)

retida e t,, 0 tempo de retencdo da menos retida;
wb, e wb, representam a largura da base das duas
espécies, respectivamente. Como a diferenca
t,, — t,, representa a diferenga entre o tempo de
retencao da espécie 2 e o da espécie 1, é comum
usar-se At, para representa-la; como a largura
na base de dois picos adjacentes possui pratica-
mente o mesmo valor, wb2 + wb1 costuma ser
representado por 2wb,. Substituindo-se esses

valores na Equagdo 2, temos:

At At

Re=—n—— =——
* 2wb, /2 wb, 3)

Ou seja, a resolugdo cromatografica ¢ dada
pela relagdo entre At (diferenca dos tempos de
retengdo das duas espécies) e a largura na base

delas. Assim, quanto maior a distancia entre os

Scientia Chromatographica 2013; 5(1):27-46

picos e menor a largura na base deles, maior sera
a resolucéo e melhor a separacio entre as espé-

cies em andlise.

Em espectrometria de massas a resolu-
¢do para um par de ions pode ser definida de
maneira similar a utilizada para as técnicas cro-
matograficas. Nesse caso é comum indicar-se a
que percentagem da altura do pico, a partir da
linha de base, a largura é medida. A Figura 10
ilustra medidas a partir de 5% e a partir de 10%
da altura do pico, valores comumente adotados

para esse tipo de medida.

Na Figura 10 dizemos que a resolugao a 10%
do vale serd, por exemplo, 10.000 se o pico de
massa 10.000 se separar do pico de massa 10.001
com uma sobreposi¢iao (ou um vale sem reso-
lugdo entre os picos) igual a 10% da altura dos
picos de altura equivalente. De maneira geral,
afirma-se que a resolucdo sera igual a M, medida
em um vale de 10%, quando um pico de massa
M separar-se de outro de massa M+1 com uma
sobreposicao de 10%. Para esse tipo de determi-
na¢ao sio usados dois picos de massas subse-

quentes e de alturas similares.

Am

e

T

it

10%

f

Figura 10 Medida da largura de um ifon (Am) em

espectrometria de massas, efetuada a 5% e a 10% da
sua altura.
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Uma forma equivalente, e muitas vezes mais
simples, de determinar a resolugdo é efetuar a
medida em apenas um pico, podendo a medida
ser efetuada a 5%, 10% ou 50% de sua altura
(exemplo a 50% na Figura 11).

No exemplo da Figura 11, a resolu¢ao sera
dada pela relagdo entre a massa M do ion usado
na medida e AM, a largura do pico a uma dada
altura, a qual deve ser especificada. Ou seja,

r=M
AM

(4)

Supondo que o valor da massa do fon da
Figura 11 é 10.000 (M = 10.000) e que a largura
medida a 50% da altura do pico seja 1 (AM = 1),

a resolugdo nesse caso sera:

M 10.000
R=——= =10.000 (5)
AM

Quando amedida de AM é efetuada na metade
da altura do pico (50%), a resolugdo tem sido tam-
bém especificada como FWHM (Full Width at
Half Maximum), ou seja, largura total medida na
metade da altura. Essa defini¢do tem sido bastante
empregada atualmente, especialmente pelos fabri-
cantes de equipamentos, sendo uma tendéncia a ser
seguida para a determinagao de resolugio de espec-
trometros de massas mais atuais.

100 100
20
80

70

ol FwHM = Am
40
30
20

10

0
15.01500

15.01820 15.02140 15.02460 15.02780 15.03100

Figura 11 Determinagéo da resolugéo empregando
apenas um pico, sendo a largura Am medida a 50%

de sua altura (FWHM).

A escolha do analisador de massas

Além dessas defini¢oes, mais comuns, exis-
tem algumas outras empregadas para a resolu-
¢d0, como a proposta por Karpas®?” e também
por Sparkman®!, segundo os quais a resolugio
pode ser dada apenas pela diferenca de massas

entre os ions empregados na medida. Nesse caso,

R=Am=m, - m, (6)
Imaginando que o analisador separa um ion

de m/z 101 do m/z 100, a resolugéo sera:

R=m, -m _101-100=1 (7)

Esse analisador teria resolucdo 1, também
denominada de resolucdo unitaria (tipica dos
quadrupolos mais antigos). Deve ser notado que,
nesse caso, quanto menor a resolu¢ao, menor a
separagdo das espécies, enquanto que, pela defi-
ni¢do anterior, quanto maior a resolu¢do, melhor
a separagao.

Qualquer que seja a defini¢do adotada, essa
deve ser informada, assim como as condigoes
experimentais utilizadas na determinagao, prin-

cipalmente a razdo m/z do(s) ion(s) envolvido(s).

Outro conceito similar ao da resolugao? !
e que tem sido amplamente utilizado, especial-
mente para especificagdo dos instrumentos pelos
fabricantes, ¢ o poder de resolugdo (R), dado
por:

(4)

M representa a massa e Am a largura do pico
empregado na medida. Deve ser especificado em
que altura do pico a medida ¢ realizada (geral-
mente isso é efetuado a 50% da altura, ou seja,
FWHM).

Apesar de tanto o conceito de resolucdo
quanto o de poder de resolugdo serem emprega-
dos em espectrometria de massas, é importante

nao confundi-los, pois numericamente sao dife-
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rentes. O poder de resolucao é usualmente um
nimero grande e bastante utilizado como um
parametro para medir o desempenho de um
equipamento®. A Tabela 1 ilustra o poder de
resolucao de alguns analisadores de massas mais

comuns.

Publicagdes mais antigas — décadas de 1920
a 1940 - envolvendo alguns dos pioneiros da
espectrometria de massas como Aston, Nier,
Dempster, dentre outros, empregavam R como
sendo o poder de resolugdo. Isso originou con-
fusao entre os usudrios da técnica durante mui-
tos anos”, fazendo com que a ASMS (American
Society for Mass Spectrometry) e a IUPAC
(International Union for Pure and Applied
Chemistry) se envolvessem na discussdo dessa
terminologia. Em 2013, a IUPAC elaborou um
documento de recomendagao a respeito das
defini¢oes e terminologia em espectrometria de

massas!.

De acordo com esta sugestdo recente da
IUPACPY, a Resolugido (R) em espectrometria
de massas deve ser expressa como m/Am, onde
m é a massa do ion de interesse, Am é sua lar-
gura (definida usando-se a largura do pico) ou o
espago entre dois picos de igual intensidade, com
um vale entre eles inferior a 10% de sua altura
(definido usando-se um vale de 10%). O Poder

Tabela 1
(FWHM) de alguns analisadores de ions mais comuns

Valores tipicos do poder de resolugéo

comercialmente disponiveis.

P luca
Tipo de analisador oder de resolugdo

(FWHM) tipico*
FT-ICR-MS > 1.000.000
FT-Orbitrap > 100.000
Oa-ToF 40.000-60.000
Quadrupolo/lon Trap** 10.000
Quadrupolo/lon Trap 1.000

*Variom de acordo com a marca, modelo e atualizacéo;
**Operando no modo ultrazoom.
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de Resolugido (Rp) em espectrometria de mas-
sas é definido nesse documento como a habili-
dade de um instrumento ou procedimento de
medida distinguir entre dois picos com valores
m/z diferindo por uma pequena quantidade e
expresso como a largura do pico em unidades de
massa. A IUPAC ainda define, no mesmo docu-
mentoP!, poder de resolucio de massas como
sendo m/Am, de forma similar a sua definicio
para resolu¢do de massas. Embora néo signifi-
quem a mesma coisa, e nem tenham o mesmo
valor numérico, é muito comum empregar-se
Resoluc¢ao (R) e Poder de Resolu¢ao (Rp) como

sindbnimos em espectrometria de massas®.

A resolugdo em instrumentos do tipo setor
magnético usualmente é definida com base em
um vale de 10%, que define Am como a diferenca
de massas entre dois picos resolvidos com um
vale de 10% entre eles®™. As demais definigdes
de resolucio, usualmente, sdo medidas em um

unico pico ao invés de entre dois picos.

No caso de analisadores do tipo quadru-
polo, ToF, Orbitrap e FTICR, a defini¢do empre-
gando Am medido na metade da altura do pico
(FWHM) é, usualmente, preferida. Entretanto, o
valor minimo de resolu¢ao quando se emprega
FWHM é maior do que o valor obtido usando
largura a 5% da altura ou entdo um vale de 10%
(usualmente o dobro ou mais). Uma resolu¢ao
de 30.000 obtida empregando-se FWHM ¢é apro-
ximadamente equivalente a resolu¢do de 15.000
obtida empregando-se no calculo a definigdo de

um vale de 10%.

Outro fator a ser considerado é que a reso-
lugdo instrumental pode variar de acordo com a
massa do ion. Em geral, nos casos dos quadrupo-
los, o valor aumenta linearmente com o aumento
da massa e, no caso de ToF e instrumentos de
duplo foco, o poder de resolu¢do é mantido cons-

tante; no caso de FTICR e Orbitrap, ela diminui
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com o aumento da massa (no caso de FTICR,
linearmente, e, no caso do Orbitrap, em funcao

do quadrado da massa).

Assim, ¢ importante, a0 comparar-se a reso-
lugdo de equipamentos de espectrometria de
massas, levar em consideracdo varios fatores,
inclusive se a medida é da Resolu¢ao de mas-
sas, do Poder de Resolu¢ao em espectrometria
de massas ou do Poder de Resolu¢do de massas.
Além disso, deve-se definir claramente o critério
utilizado (FWHM, largura a 5% da altura ou vale
de 10%, por exemplo). Somente levando-se em
consideragdo os varios fatores que interferem
na determinagdo da resolugdo torna-se possivel
a comparacio entre dois diferentes analisadores

de ions.

4 Exatiddo de massas

Os elementos quimicos sao formados por
isétopos, ou seja, entidades quimicas que pos-
suem o mesmo numero de prétons (mesmo
nimero atomico, representado por Z), porém
diferentes niimeros de néutrons (e, portanto,
diferentes massas atOmicas, representadas
por A). O elemento quimico carbono, por exem-
plo, geralmente representado por 2C ¢ for-
mado por trés isotopos, todos com o mesmo
numero atdmico - ou seja, com 6 prétons em
seu nucleo - porém com diferentes numeros
de néutrons, resultando em diferentes ndmeros
de massas: 12, 13, 14. O isétopo mais estavel e
mais abundante, com A = 12, apresenta 6 pro-
tons e 6 néutrons; o de massa intermediaria,
A =13, apresenta 6 protons e 7 néutrons; e o mais
pesado, com A = 14, ¢ instdvel e pouco abun-
dante (devido ao numero maior de néutrons, o
nucleo desse isdtopo é instavel, sendo radioa-
tivo). A Figura 12 ilustra a representagdo tipica

desses isétopos.

A escolha do analisador de massas

A fim de estabelecer um padrao de massas
em uma escala atdmica, geralmente denominada
massa atomica ou peso atdémico, foi escolhido o
elemento quimico carbono (geralmente referido
como C-12) como padrio das massas. Nessa
escala, uma unidade de massa atdmica equivale a
1/12 do ?C, ou seja, dividindo-se o atomo de car-
bono, assumindo-se apenas o isétopo 12 desse
elemento, cada fragdo representa uma unidade
de massa atomica (Figura 13).

De acordo com essa proposta, o elemento

quimico sddio, representado normalmente

em quimica como *Na (ou seja, de massa ato-

12 13 14
6 6 6
. .
estaveis instavel
(radioativo)
Figura 12 Isétopos do elemento quimico carbono.

Os isétopos 12 e 13 sdo estéveis e de grande utilidade
em espectrometria de massas em geral, enquanto que
o isétopo 14 é radioativo, pouco abundante e mais
empregado em outras dreas.

12

-

Figura 13 Definicdo da unidade de massa atémica
(a.m.u., u.m.a. ou u.) como sendo 1/12 do isotépo 12
do carbono (C-12).
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mica 23) sera 23 vezes mais pesado do que a uni-
dade de massa atdmica, ou seja, do que 1/12 do

isétopo 12 do carbono.

A Tabela 2 ilustra a composicao isotopica
dos principais elementos quimicos de interesse
em espectrometria de massas e a abundancia
relativa das massas na formacio dos elementos
quimicos.

Assim, o elemento quimico hidrogénio (H)
é formado por 3 is6topos, sendo 'H (abundéncia
99,985%) e *H (abundancia 0,015%) estaveis e o
*H radioativo e muito pouco abundante, de ocor-
réncia considerada até o momento como pro-
xima de zero e, consequentemente, irrelevante
para a espectrometria de massas. Dessa forma, a
massa atomica do elemento quimico hidrogénio
levard em conta a massa de cada is6topo e sua
abundéncia isotdpica, resultando em valores fra-

cionarios e nao inteiros como usualmente.

Conforme discutido por Siuzdak®!, o

espectro de massas mede massas isotopicas e nao

massa molecular média (MW). Seja uma molé-
cula constituida por 60 atomos de carbono, 122 de
hidrogénio, 20 de nitrogénio, 16 de oxigénio e 2
de enxofre (C_ H N, O, S ). A massa molecular
(massa nominal) sera obtida multiplicando-se o
numero de atomos de cada elemento pela massa
integral do is6topo mais abundante e somando-

-se as contribuicoes de cada um (Tabela 3).

De acordo com esse raciocinio, a massa
nominal dessa molécula, considerando-se ape-
nas a massa inteira dos is6topos mais abundan-
tes dos elementos que a compdem sera 1.442.
Entretanto, a massa monoisotopica, conside-
rando-se a massa exata (e ndo a massa inteira)
dos isétopos mais abundantes sera 1.442,8788;
e a massa molecular média, considerando-se a
média ponderada dos isdtopos, sera 1.443,8857.
A massa monoisotdpica ou massa exata é cal-
culada considerando-se as massas disponiveis
dos isdtopos e, por isso, deveria ser denomi-

nada massa exata calculada (calculated exact

Tabela 2 Composic@o isotdpica dos principais elementos quimicos de interesse em espectrometria de massas

(apenas os isétopos estaveis est@o listados)®.

Isétopo A Isotopo A+1" Isétopo A+2"
Elemento
Massa %’ Massa % Massa %
H 1 100 2 0,015 - -
C 12 100 13 1,1 - -
N 14 100 15 0,37 - -
O 16 100 17 0,04 18 0,20
F 19 100 " - " "
Si 28 100 29 5,1 30 3,4
31 100 “ “ “ -
32 100 33 0,80 34 4,4
Cl 35 100 v v 37 32,5
Br 79 100 v - 81 98.0
| 127 100 " “ “ M

*Por convencdo, os espectros de massas sdo normalizados de forma que o pico mais intenso tenha uma abundéncia de 100%

e as abundéncias dos demais sejam calculadas em relacdo & abundéncia dele; **Alguns elementos quimicos néo possuem

isétopos mais pesados (A+1 ou A+2).

Scientia Chromatographica 2013; 5(1):27-46
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Tabela 3 Célculo da
(massa nominal)

C60H122N2001652*'

massa molecular

de uma molécula de férmula

Numero de Massa do
Elemento  dtomos na isétopo mais Total
molécula estavel
C 60 12 720
H 122 1 122
N 20 14 280
O 16 16 256
S 2 32 64
Massa nominal: 1.442

*Adaptado de Wang et al.l''l.

mass). Isto evitaria a enorme confusdo existente
na literatura com o termo massa acurada (accu-
rate mass), referente a relagdo massa/carga, m/z,
medida experimentalmente em um espectrome-
tro de massas, usualmente com aproximagao de
trés ou quatro casas decimais, e que seria melhor
denominado pela expressdo massa exata medida
(measured exact mass). Como na lingua portu-
guesa o termo acurdacia (accuracy) praticamente
nao é empregado’, o termo exatidao (exact) tem
sido usado em seu lugar, gerando alguma con-
fusdao. O emprego dos termos massa exata cal-
culada (calculated exact mass) para o calculo de
massas a partir dos valores conhecidos das mas-
sas dos isotopos de cada elemento e dos termos
massa exata medida (measured exact mass) para
a massa determinada experimentalmente mini-
mizaria as confusoes da terminologia, principal-
mente na lingua portuguesa.

* De acordo com Carlos Rocha (http://www.ciberduvidas.

com, acessado em: 20 ago de 2013] “acurdcia é, de fato,
um termo decalcado do inglés accuracy, sendo aplicado nos
dominios da fisica e da matemdtica (Grande Diciondrio da
Lingua Portuguesa, 2004). Trata-se de um estrangeirismo que
pode ser subtituido por exatiddo. Curiosamente, a palavra
inglesa accurate tem origem latina e é a base da formagéao
do substantivo accuracy. Enquanto em inglés essas palavras

sdo comuns, 0 mesmo ndo se passa em portugués”.

A escolha do analisador de massas

Alternativamente, poder-se-ia utilizar o
termo massa acurada (accurate mass) para a
quantidade experimentalmente determinada e
massa exata (exact mass) para a calculada, sim-
plificando a terminologia e evitando-se confu-

sOes desnecessdrias.

Durante anos, a espectrometria de massas se
referiu & massa nominal de uma molécula como
sendo seu peso molecular (molecular weight). A
partir do emprego dessa técnica na analise de
moléculas maiores que 500 u (ou u.m.a., uni-
dades de massa atOmica, a vezes também refe-
rida como Dalton, Da), o conceito de defeito de

massa se tornou importante®.

O defeito de massa ¢ definido como a dife-
renga entre a massa inteira e a massa exata de
um 4atomo, molécula, ion ou radical. No caso
do atomo de hidrogénio, por exemplo, o defeito
de massa de 0,007825 u pode ser significativo
para moléculas grandes. No caso de um alcano
C H
serd 702 u mas, devido ao defeito de massa do

10 4 Massa nominal do ion molecular
atomo de hidrogénio, a massa exata do ion sera
702,7982 u, o que sera observado em m/z 703 em
um espectrometro de massas de resolu¢do uni-
taria (quadrupolos, por exemplo). Isso significa
que nesse caso a massa nominal (702 u) e a massa

inteira do mesmo ion (703 u) serdo diferentes®.

5 Importéncia da resolugdo e das
massas exatas

A acurdcia de massas é um parametro
importante de um espectrometro de massas e
determina a especificidade da medida de massa
efetuadal®l. A definigdo mais comumente empre-
gada atualmente para acurdcia de massas leva
em consideracao a diferenca entre a massa exata
(tedrica) e a massa medida (acurada) em relacio

a massa tedrica, expressa em ppm (partes por
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milhdo). Entretanto, como essa é uma unidade
relativa, pode variar significativamente com a
massa do ion em analise.

O célculo do erro (definido como a diferenga
entre o valor medido e o valor tedrico) ou acuré-

cia é usualmente efetuado da seguinte forma:

¢ em Dalton (Da) tAm; = (mi —ma)

¢ em mili Dalton (mDa) tAm, = (mi -m, ) x10°

(mi - mu)

n,

® emppm:Am,; = x10°

onde Am, é o erro determinado, podendo ser
expresso em ppm (partes por milhdo); Da,
Dalton; mDa, mili Dalton ou milésima parte
de um Dalton; m, a massa exata do fon; e m, a
massa medida.

Para um ion de massa exata 1.000 e massa
medida 1.000,0025, a diferenga de massa Am.
serd a seguinte nas diferentes unidades:

o em ppm: (1.000 - 1.0025)/10° = 2,5 ppm;

e em Da:0,0025 Da;

o em mDa:2,5 mDa.

Para um outro ion de massa exata 500 e
massa medida 500,0025, a diferenca de massa
sera:

« em ppm:(500 - 500,0025)/10° = 5 ppm;

o em Da:0,0025 Da;

e em mDa:2,5 mDa.

Portanto, em ambos os casos, o erro deter-
minado serd o mesmo em Da ou em mDa,

porém diferente empregando-se ppm como

unidade relativa de medida do erro. Portanto,
como a acuracia de massas em ppm trata de uma
unidade relativa e sujeita a variagdes de acordo
com a massa do ion em questdo, é preferivel o
emprego da acurdcia de massas em mDa, que
reflete a medida absoluta do desempenho do

equipamento.

A Tabela 4 ilustra um exemplo da determi-
nacdo da acuracia da medida de um ion de massa
exata 400 empregando as duas formas de expres-
sao (ppm e mDa). Observa-se que tanto valo-
res positivos quanto negativos podem ser obti-
dos, dependendo do valor experimentalmente
medido ser inferior ou superior ao valor teo-
rico calculado. Nota-se, também, que a terceira
medida apresenta um erro numérico superior as

outras duas.

Quanto menor o valor do erro de massas
medido, ou a inacurdcia da medida, mais o resul-
tado experimental obtido se aproximara do valor
tedrico esperado e, portanto, mais segura sera a
determinac¢ao da identidade da espécie em and-
lise. Para a obtencido de boa acuricia na deter-
minagdo das massas geralmente ¢ necessario um
espectrometro de massas de alta resolugdo, pois
interferentes da amostra em analise podem com-
prometer a acurdcia das medidas efetuadas®*.
Apesar de valores de erros da ordem de 5 ppm
serem usualmente aceitos na determinacdo de
uma composi¢do elemental definitiva, equipa-

mentos mais modernos, empregando analisado-

Tabela 4 Exemplo dos valores de acurdcia envolvidos na determinacéo experimental de um fon de massa exata

400 empregando as unidades ppm, mDa e Da.

Valor exato Valor medido

Medida . . Am(Da) Am(mDa) Am(ppm)
(tedrico) (experimental)
1 400,0000 400,0013 0,0013 1,3 3,3
400,0000 399,9987 -0,0013 -1,3 -3,3
400,0000 400,0072 0,0072 7,2 18
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res de massas de alta (ToF) e altissima resolugdo
(FT-MS), apresentam rotineiramente erros infe-

riores a esse valor.

6 Conclusoées

Neste artigo, segundo de uma série a res-
peito do acoplamento entre cromatografia
liquida e espectrometria de massas (LC-MS), o
foco foi o analisador de massas, que é responsa-
vel pela resolucido de massas do sistema. Quando
o objetivo da analise por LC-MS ¢é a identificagdo
da espécie eluida do sistema HPLC pelo MS, esse
ultimo deve apresentar a maior acuracia (menor
erro) possivel na medida das massas. Idealmente,
erros ao redor de 2 ppm ou menos sao deseja-
veis na atualidade com os equipamentos comer-
cialmente disponiveis. Considerando-se a com-
plexidade das amostras usualmente analisadas
por LC-MS(/MS), inclusive residuos de drogas
veterinarias em tecidos, leite, ovos, mel e outras
matrizes; residuos de pesticidas em verduras,
legumes e frutas; petrolomica, protedmica; meta-
boldmica; lipoddmica; glicoprotedmica; e outras
areas®*®, a acurdcia desejada requer o uso de
espectrometros de massas de alta resolucio,
ou seja, daqueles que possuem analisadores de
massas de alta resolu¢ao (como o ToF) ou altis-
sima resolu¢ao, nos parametros atuais, como o
FT-Orbitrap e o FT-ICR. Debates em andamento
na area de seguranca alimentar (por exemplo, na
analise de residuos e contaminantes em alimen-
tos de origem animal e vegetal), especialmente
na Comunidade Européia (CE), sugerem para
o futuro préximo a adogdo da espectrometria
de massas de alta resolugdo como padrdo para
a geragdo de dados por laboratdrios acredita-
dos/credenciados/recomendados por ela nessa
drea. A discussdo apenas comegou, mas promete

muito.
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