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1


			Introdução


			1.1. Visão Geral


			Desde os primórdios da química, buscamos técnicas analíticas que dão suporte a nossos sentidos humanos para diferenciar e analisar moléculas. Nossos sentidos básicos nos tornam aptos a nos relacionar com ambientes macroscópicos e interagir de forma sinérgica identificando objetos ao nosso redor. O sentido do olfato permite diferenciar moléculas pelo seu odor, a visão permite observar aspectos macroscópicos dos objetos como a cor, porém, quando queremos entender a constituição microscópica, precisamos de instrumentação para auxiliar nossos sentidos, como por exemplo, o microscópio. Porém moléculas têm dimensões nanométricas que não são facilmente analisadas por aparelhos como os microscópios simples, daí se fazem necessárias técnicas analíticas avançadas que auxiliam os sentidos na identificação e quantificação destas. 


			Estudando a etimologia do termo espectrometria, espectro é um substantivo masculino com o significado relacionado com a suposta aparição de um defunto, incorpórea, mas com sua aparência, isto é, um fantasma, ou seja, as informações acerca de uma forma ou vulto que nos remete à identificação de uma pessoa já falecida. Inicialmente, talvez seja difícil ligar a ideia de fantasma a uma técnica analítica, como a Espectrometria de Massas. Porém podemos utilizar a comparação entre espectro (fantasma) com espectrometria da técnica analítica de Espectrometria de Massas e relacionar informações não mais de forma, como em um fantasma, mas informações físicas, como das massas dos átomos ligados em uma molécula que nos remete a uma molécula. 


			Portanto, podemos entender que espectrometria significa a medida de algo (informações físicas) que nos remete a uma molécula, assim como um espectro nos remete a algo (um vulto ou forma) que nos faz lembrar uma pessoa, então, em Espectrometria de Massas, as informações de massas das moléculas que nos levam à sua estrutura molecular.


			Espectrometria de massas é um termo utilizado para definir uma técnica analítica que nos dá informações por meio de medidas apresentadas em um gráfico (mais especificamente, espectro de massas), na maioria das vezes, em duas dimensões (x(m/z):y(Intensidade relativa%)) que remetem a aspectos estruturais e analíticos de moléculas orgânicas a partir das massas das substância ou fragmentos iônicos e abundâncias. 


			Podemos enumerar uma porção de tipos de análises em que a espectrometria de massas entra com uma contribuição significativa no mundo da ciência, como:


			

					Determinação estrutural de moléculas orgânicas em conjunto com Ressonância Magnética Nuclear e Infravermelho.



					Análise de petróleo e seus derivados.



					Análise de pesticidas e herbicidas em solo, água e ar.



					Teste antidoping de atletas.



					Testes toxicológicos de profissionais.



					Estudo de farmacocinética em animais e humanos.



					Estudo de degradação de fármacos.



					Imagem química de superfícies de tecidos biológicos.



			


			Exercício desafio: Adicione outras aplicações até completar 15 itens


			Exercício 1: o que é Espectrometria de Massas, e como é apresentado o resultado de uma medida por essa técnica?


			A espectrometria de massas (MS, “mass spectrometry”) é, nos dias de hoje, reconhecidamente uma das técnicas instrumentais mais úteis e poderosas em investigações científicas e com ampla aplicação em várias áreas da ciência, e entre as mais importantes se encontram a física, a química, ciências biológicas e a medicina. A vasta aplicabilidade da MS decorre da grande variedade de suas técnicas de formação de íons, como ionização por elétrons (EI, “Eléctron Ionization”), ionização química (CI, “Chemical Ionization”), ionização por Eletrospray (ESI, “Electrospray Ionization”), ionização química à pressão atmosférica (APCI, “Atmospheric Pressure Chemical Ionization”), ionização fotoquímica à pressão atmosférica (APPI, “Atmospheric Pressure Photochemical Ionization”), ionização a laser assistida por matriz (MALDI, “Matrix Assisted Lazer Dessorption Ionization”) e ionização ambiente, e, entre elas, ionização por dessorção com eletrospray (DESI, “Desorption Electrospray Ionization”) e ionização por dessorção por spray ambiente (EASI, “Easy Ambient Spray Ionization”) etc.; e de suas técnicas de análises de razões massa/carga (m/z) como analisadores quadrupolares (Q, “Quadrupole”), armazenadores de íons (IT, “Ion-trap”), tempo de voo (ToF, “time-of-flight”); e sistemas de detecção, como multiplicadores de elétrons. Cada módulo destes (ionização, análise e detecção, Figura 1) pode ser combinado de diversas maneiras, gerando várias configurações de espectrômetros de massas (EI-Q, ESI-QqQ, MALDI-Tof etc.). A MS tem se beneficiado também do desenvolvimento cada vez maior da eletrônica, alcançando grande agilidade na aquisição de dados uni-, bi- e tridimensionais, tornando as análises mais rápidas, sensíveis e seletivas, além de se beneficiar do desenvolvimento de novos programas de computador, mostrando ferramentas que agilizam a interpretação de grandes volumes de dados.


			Figura 1 – Espectrômetros de Massas, a) com fonte de ionização sob vácuo e b) com fonte de ionização à pressão atmosférica
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			Fonte: autor


			As aplicações de MS abrangem áreas muito distintas, tão diferentes quanto, por exemplo, a paleontologia, a geologia do petróleo e seus biomarcadores, os produtos naturais, a análise de proteínas (proteôma), análise de metabólitos (metabolôma), os estudos fundamentais como mecanismos de processos catalíticos orgânicos e inorgânicos, a diferenciação de diasteroisômeros e enantiômeros e as medidas de propriedades termodinâmicas como potencial de ionização, afinidade por prótons e cátions em geral.


			Dentro dessas aplicações científicas, surgiram demandas para a espectrometria de massas em vários segmentos da indústria, como nas indústrias químicas, com o exemplo da petroquímica, no estudo de maturação e rastreabilidade de poços de petróleo; na agroquímica, no desenvolvimento de formulações e na análise de resíduos; na indústria farmacêutica, com estudos de farmacocinética e ajuste de dosagem personalizada, controle de qualidade de matéria-prima e medicamentos, estudos de degradação, desenvolvimento de novos fármacos; no diagnóstico laboratorial, com o teste do pezinho ampliado para mais de 40 doenças possíveis de serem detectadas, análise de hormônios e de vitaminas, até a detecção de biomarcadores para doenças como Alzheimer, pré-eclampsia e câncer. 


			Exercício 2: Por que existem diversas configurações para Espectrômetros de Massas?


			Exercício 3: Quais são as partes fundamentais de um equipamento de Espectrometria de massas, desenhe e explique o caminho que os íons percorrem.


			1.2. História – De Fenn a Thomson, uma volta ao passado


			A Espectrometria de Massas (MS, “Mass Spectrometry”), neste início de século, tem tomado grandes dimensões na ciência em geral (citações no Web of Science de 1945-1989 foram 13.487, e de 1989-2014, foram 449.667), com aplicações nas mais diversas áreas da ciência moderna, resultando em trabalhos científicos de alto impacto (artigos, dissertações e teses), atingindo uma multidisciplinaridade nunca antes vista por nenhuma técnica analítica.


			Essa vertiginosa expansão da MS se deu historicamente num segundo momento dentro da linha de tempo da MS com os trabalhos brilhantes de John Fenn, Químico Analítico do Departamento de Química na Universidade Commonwealth Virginia1 no desenvolvimento da técnica de ionização por Eletrospray que culminou no recebimento do prêmio Nobel de 2002 (Figura 2), juntamente com Koiti Tanaka, pesquisador na empresa Shimadzu, com a aplicação das técnicas de Espectrometria de Massas por Electrospray Ionization e Matrix Assisted Laser Dessorption Ionization, respectivamente, aplicadas à análise de proteínas.


			Figura 2 – Reprodução do diploma do Prêmio Nobel para John Fenn. Notam-se as moléculas de proteínas desenhadas dentro das gotas de spray e entrando na fenda do analisador do espectrômetro de massas
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			Fonte: autor


			Dados esses fatos supracitados, podemos introduzir um marco divisório da Espectrometria de Massas, sem medo de errar, em antes de John Fenn (aF) e depois de John Fenn (dF). Esses dois momentos, aF e dF, claramente se distinguem, sendo a espectrometria de massas aF ditada pelas áreas da Física e da Química, uma época de amadurecimento e consolidação da técnica em Ciências, e a espectrometria de massas (MS) dF, com a revolução nos modos de análise de biomoléculas atingindo de forma contundente as áreas de biologia, bioquímica e medicina.


			Obviamente que o estudo químico das moléculas por Espectrometria de Massas ainda se mantém, e é extremamente importante, mas a revolução que a espectrometria de massas causou com ferramentas de Proteômica2 e Metabolômica3 foi tão grande que deu início a essa nova era, com profissionais das mais diversas áreas interessados pela técnica de MS, como biólogos, farmacêuticos, engenheiros de alimentos e médicos, criando novas linhas de pesquisa impactantes em Ciência.


			Exercício 4: Pesquise na literatura os trabalhos de seu interesse em revistas A1 e A2, onde a técnica de eletrospray foi utilizada em espectrometria de massas como interface de inserção de íons. 


			1.2.1. Linha do Tempo da Espectrometria de Massas


			1897 - A Espectrometria de Massas (MS, “Mass Spectrometry”) teve seu início com os trabalhos pioneiros de Joseph John Thomson (Figura 3), resultando no artigo com o título: “Cathode Rays”, publicado na revista The London, Edinburg, and Dublin Philosophical Magazine and Journal of Science em outubro de 1897. Este é considerado por muitos cientistas pesquisadores na área de espectrometria de massas como marco inicial de uma das mais importantes ferramentas de análises (não simplesmente detecção, fato este ilustrado nos próximos capítulos).


			Figura 3 – Desenho de J.J. Thomson no seu Laboratório Cavendish em Cambridge
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			Fonte: Domínio público


			A espectrometria de massas surgiu quando Thomson iniciou seus trabalhos tentando desvendar de que eram constituídos os átomos, e em seus estudos com raios catódicos, ele conseguiu determinar que existiam partículas negativamente carregadas (mais tarde nominados como elétrons) e partículas de massas muito maiores e com cargas positivas (mais tarde nominados como núcleos). Assim, Thomson elaborou seu modelo atômico, que na época ficou vulgarmente conhecido como o modelo do “pudim de ameixas” ou “pudim de passas” (Figura 4). 


			Figura 4 – Modelo atômico proposto por J.J. Thomson, que ficou conhecido vulgarmente como o modelo do pudim de ameixas
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			Fonte: autor


			Apesar de sabermos hoje que não se trata do modelo mais adequado para a modelagem atômica, este foi de fundamental importância na construção física do que conhecemos hoje como átomo. Esse modelo foi seguido pelo modelo atômico de Rutherford, Bohr e, por fim, pelo modelo atômico Quântico proposto por Schrödinger, que reconhecemos como sendo o modelo mais aproximado que temos da realidade atômica.


			O aparelho criado por Thomson é conhecido mundialmente como tubo de raios catódicos e se assemelha muito com uma grande lâmpada fluorescente. Esse tubo de raios catódicos produzia feixes de corpúsculos acelerados (mais tarde denominados elétrons) em um tubo de vidro, sob vácuo (uma quantidade muito pequena de gás atmosférico), os quais eram sujeitos a deflexões por um arranjo de eletrodos que produzia um campo elétrico homogêneo, sendo possível a determinação da polaridade desse raio, bem como a massa e carga do elétron (Figura 5).


			Figura 5 – Tubo de raios catódicos
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			Fonte: autor


			Esse experimento com tubo de raios catódicos é o mais notável de Thomson e, sem dúvida, um dos experimentos mais conhecidos em ciência. Por intermédio das descobertas obtidas com esse experimento, Thomson foi contemplado com o prêmio maior da ciência por todo o mundo, com o Prêmio Nobel de física em 1906, que é hoje considerado por muitos como o “pai” da técnica de Espectrometria de Massas, com uma descoberta fundamental para ciência, iniciando um longo e grandioso caminho da MS pelas áreas da ciência, precedendo muitos outros prêmios Nobel que viriam para essa contagiante área de pesquisa.


			1899 - Junto com a ideia revolucionária para a época de que existiam subpartículas atômicas como o elétron com carga negativa e os núcleos com massa alta e carga positiva, surgiram os primeiros Espectrômetros de Massas. Estes começaram a ser construídos no intuito de medir a razão massa/carga (m/z) de átomos e pequenas moléculas. Thomson publicou o artigo “Raios Eletricamente Positivos e suas Aplicações em Química” (“Rays of Positive Electricity and Their Application to Chemical Analysis”) na revista Philosophical Magazine, mostrando de forma definitiva a aplicação fundamental da Espectrometria de Massas na análise de razões massa/carga de íons gasosos para área da química.


			Nesse trabalho fundamental, Thomson demonstrou que, da mesma forma que elétrons eram produzidos e defletidos por um campo elétrico homogêneo, também eram formados íons positivos (cátions) que eram defletidos com muito menos intensidade (devido à sua massa muito maior que do elétron) e para o lado oposto dos elétrons. Assim, a partir da liberação de elétrons pelos átomos de hidrogênio com consequente formação de um próton, verificou-se que os elétrons tinham a massa 1/1836 a dos prótons quando o hidrogênio os liberava.


			 Os primeiros experimentos de espectrometria de massas eram feitos em equipamentos que utilizavam analisadores por campo magnético para separação dos íons formados na fonte, e eram detectados pela colisão destes com uma chapa fotográfica (Figura 6).


			Figura 6 – Desenho de uma chapa fotográfica com as parábolas formadas pela colisão de íons (espectro de massas obtido por Aston)
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			Fonte: Domínio público


			A Figura 6 mostra claramente como eram rudimentares os primeiros espectros de massas, mostrando bandas hiperbólicas, na chapa fotográfica, que servem para cálculo de m/z. Esse nome curioso de espectro nos remete ao significado da palavra espectro, em português, fantasma, ou seja, formas que nos lembram de uma imagem de um ente querido já falecido, no nosso caso em espectrometria de massas, bandas hiperbólicas que nos remetem a massas de moléculas inanimadas.


			Os íons de maior m/z apresentavam menor deflexão em relação ao eixo X, o que é bem lógico esperar, pois íons de maior m/z têm uma inércia maior e sofrem menor perturbação provocada pelo campo magnético. Assim, a base em que se fundamentaram os alicerces para o crescimento e estabelecimento da poderosa técnica de espectrometria de massas foram os trabalhos de Thomson, e mais tarde, o trabalho de seu aluno, Aston, que recebeu o prêmio Nobel de química em 1922 pela descoberta do isótopo 22 do Neônio.


			1918 - Dempster A.J. desenvolveu o primeiro espectrômetro de massas (MS), parecido com os equipamentos modernos, tendo bomba de vácuo, fonte de ionização, analisador de massas com setor magnético e detector elétrico, com o formato de 180º entre a entrada dos íons e o detector4 (Figura 7).


			Figura 7 – Espectrômetro de Massas “Moderno” com setor magnético (desenvolvido por Dempster)
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			Fonte: Domínio público


			A análise das razões m/z sofreu uma melhora expressiva com o espectrômetro de massas de Dempster, devido a este alcançar maior resolução quando comparado com os outros MS da época, ou seja, com uma melhora na resolução do equipamento, foi possível distinguir íons de m/z mais próximas. A análise de m/z era feita, considerando a energia cinética média dos íons formados na fonte de ionização e do raio com que os íons eram guiados na sua trajetória dentro do aparato, a partir de uma fórmula simples (Equação 1).


			Equação 1 – Equação de Dempster para cálculo da razão m/z, em que r é o raio da trajetória, B é o campo magnético, V é a diferença de potencial de aceleração dos íons aplicado na fonte do espectrômetro de massas
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			Fonte: autor


			O arranjo do espectrômetro de massas de Dempster, apresentado na Figura 7, é muito parecido com os MS de setores magnéticos dos dias de hoje, equipamentos estes muito pouco vendidos (utilizados ainda em análises de dioxinas) devido a seu alto valor e aos novos MS modernos que os substituíram de forma mais eficiente (Capítulo 3). O MS de Dempster permitia uma análise mais precisa de massas e é conhecido como o primeiro Espectrômetro de Massas moderno. Com esse MS, Dempster pode descobrir o isótopo 235U do urânio, o que permitiu o desenvolvimento da bomba atômica, pois este tinha a propriedade de potencializar a reação nuclear em cadeia.


			Passada essa primeira fase da espectrometria de massas, esta evoluiu grandemente e de forma diversificada com diversos grupos trabalhando ao redor do mundo, assim, daqui para frente, vamos traçando a linha do tempo de forma mais resumida e de ano a ano, devido à rápida evolução da técnica.


			1934 – Conrad aplica espectrometria de massas em química orgânica analisando a fragmentação do hexano, ciclohexano e benzeno, reação química de fragmentação, que ocorria no interior do tubo de raios catódicos, ao qual ele utilizava.5 Esse foi o início de uma longa e duradoura união entre a MS e a química orgânica, que se serve desses métodos nos dias atuais para revelar estruturas químicas desconhecidas e estudar suas propriedades reativas. MS, quando utilizada junto com ressonância magnética nuclear e infravermelho, formam o tripé instrumental para identificação e análise de estruturas orgânicas. No Capítulo 4, vamos abordar a utilização de MS para identificação de estruturas por meio de interpretação de espectros de massas. 


			1948 - Cameron e Eggers publicaram o primeiro projeto de um Espectrômetro de Massas com um analisador linear de tempo de voo (“time-of-flight”, LTOF).6 Na época de seu início, esse espectrômetro de massas não foi abarcado por espectrometristas de massas, por não apresentar alta resolução, porém nos dias de hoje esse equipamento é muito utilizado com configurações ortogonais em V e W, que permitem resoluções muito altas. Devemos lembrar que, até este momento, o analisador utilizado era o de setor magnético, naquele momento, os analisadores de tempo de voo não chegavam perto da resolução alcançada pelos setores magnéticos. 


			1949 - Sommer, Thomas e Hipple descreveram a primeira aplicação em Espectrometria de Massas com Ressonância ciclotrônica de íons (ICR).7 Os analisadores de massas por Ressonância Ciclotrônica de Íons (“Ions Cyclotronic Ressonance”, ICR) são a base dos grandes espectrômetros de massas que utiliza transformada de Fourier, FT ICR-MS, que tem as maiores resoluções no mercado, acima de 1.000.000, e são utilizados nos dias de hoje em análises das misturas químicas mais complexas, o petróleo.


			1956 - Beynon mostrou a utilidade analítica de alta resolução em determinações da massa exata da composição elementar de íons.8 Assim, essa aplicação se tornou fundamental para descoberta de novas estruturas químicas, e na atualidade é utilizada de forma ampla na identificação por bibliotecas de metabolômica e proteômica de centenas de compostos de uma só análise.


			1956 - Primeiros acoplamentos de cromatógrafos a gás e Espectrômetros de Massas (“Gas Chromatography Mass Spectrometry”, GC-MS) por McLafferty9 e Gohlke,10 que unia a grande capacidade da cromatografia gasosa para separar misturas complexas de compostos voláteis e a excelência da espectrometria de massas na identificação de compostos orgânicos por medidas de massas exatas e fragmentações. GC-MS é provavelmente a mais vendida nos dias de hoje, pela facilidade de uso de bibliotecas de compostos para identificação, e a simplicidade na utilização no dia a dia.
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