Introducao a LC/MS



Introducao

LC provém a separacao, em fase liquida, de
misturas complexas, porém dificilmente fornece a
identificacao positiva de componentes
individuais.

MS é uma técnica que auxilia na elucidacao
estrutural de compostos em fase gasosa, porém

dificilmente é apropriado para a analise de
misturas.

LC opera em fase liquida enquanto que MS opera
em fase gasosa, sob alto vacuo.



Introducao

O uso de uma interface é necessario para ter
compostos sequencialmente separados em LC e
introduzidos para analise no MS.

Um bom sistema LC/MS pode fornecer
informacoes quali e quantitativas, geralmente
com diminutas quantidades de material.
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Espectrometria de Massas
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Misturas em MS
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Combinando LC com MS
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Aquisicao dos Dados
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Aquisicao dos Dados
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Melhorando os Resultados

Obter a maior eficiéncia possivel
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Melhorando os Resultados

Apresentacao de cromatograma de
ion selecionado
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Melhorando os Resultados

Monitoramento de ion selecionado (SIM)
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Sumario

O interfaceamento de LC com MS resulta em um
instrumento poderoso de LC/MS que pode ser
usado para analises de misturas complexas,
originada de fontes mais variadas.

Aplicacoes de interesse nas areas de meio
ambiente, arqueologia, medicina e forense, além
de quimica e bioquimica.
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|. Espectrometria de Massas (MS)

A espectrometria de massas é uma técnica
analitica instrumental utilizada para a analise, em
fase gasosa, de atomos ou moléculas de uma
amostra que sao Iionizados e separados de
acordo com a razao massal/carga quando
submetidos a condicoes especificas de um
campo elétrico e/ou magnético.



|. Espectrometria de Massas (MS)

A determinacao da massa molecular;
A caracterizacao estrutural;
O estudo da reatividade em fase gasosa;

A analise qualitativa e quantitativa dos
componentes de uma mistura complexa;

A estrutura de compostos inorganicos, organicos
e biologicos;
A estrutura e composicao de superficie solida;

A razao isotopica de atomos na amostra.



Il. O Espectrometro de Massas
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Informacoes do Espectro de
Massas

Separacao dos ions pela razao massa/carga
Pico do ion molecular

Pico do ion base (100%)

Padrao de fragmentacao

Razao isotopica



lll. Fontes (Processos) de

lonizacao
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Impacto Eletronico ou lonizacao
por Eletrons

A amostra passa por uma “cortina” de elétrons
acelerados por um campo de 70 eV

E=70eV=7x103 kJ mol

Energia de ligacao tipica ~ 200 - 600 kJ mol-!

Fragmentacao
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lonizacao por Elétron

Alta producao de ions - boa sensibilidade
Fragmentacao auxilia na identificacao
Requer amostra volatil

Pico ion molecular nem sempre é evidente
Uso de lonizacao Quimica (ClI):

producao de ion molecular e a
fragmentacao € mais amena



Reprodutibilidade de fragmentacao

Gamahufotalin
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Waers Inlegriy LCIMS Syslem. Flizer, 1936




lonizacao a Pressao Atmosferica (API)

lonizacao Electrospray (ESI)

lonizacao Quimica a Pressao Atmosferica (APCI)



Vantagens API

Informacao sobre a massa molecular (MM) dos
compostos, inclusive grandes biopolimeros.

Sensivel; MM obtida com concentracoes baixas de
analitos.

A técnica é compativel com moléculas volateis, nao
volateis, polares e apolares.

Excelente para confirmacao de compostos
conhecidos.



lonizacao por Electrospray (ESI)

lonizacao a pressao atmosférica e temperatura
ambiente

Aplicacao de campo elétrico de varios kV
promove a ionizacao das goticulas do spray

Um contra fluxo de gas secante reduz o tamanho
das goticulas até o seu colapso eletrostatico

Producao de ions com elevado numero cargas



Interface ESI
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Processo de lonizacao

capillary
(+4kV)
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Aplicacoes do ESI

Analise de compostos polares e com elevada massa
Molecular. Por Exemplo: Saponinas




Monitoramento da composicao de fracoes
obtidas de extratos de Sapindus saponaria
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lonizacao Quimica a Pressao
Atmosfeérica (APCI)

Bastante similar a ESI

Indicado para obtencao de MM de compostos
conhecidos (confirmacao de sintese de biblioteca
combinatéria), porém inducao de fragmentacao
também é possivel

Compativel com grande faixa de fluxos de fase
movel

Robusto para desenvolvimento de metodo
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Principais Diferencas entre
APCI e ESI

Mecanismo de lonizacao:

Enquanto ESI tem voltagem aplicada a ponta
do spray, APCI apresenta um nebulizador
aquecido e pneumaticamente assistido. A
voltagem (~3 kV) é aplicada a uma agulha de
metal na saida do spray.

A descarga Corona ioniza as moléculas do
solvente que por sua vez ionizam os analitos
por transferéncia de protons formando [M+H]*
ou [M-HJ



Principais Diferencas entre
APCI e ESI

Razao de Fluxo:

APCI tolera fluxos na ordem de 0,2 a 2,0 mL/
min, enquanto que ESI opera no maximo até
1,0 mL/min.

ESI é melhor indicado para fluxos tao baixos
quanto 5 yL/min, compativel com
acoplamentos capilares (MLC ou CZE).



Principais Diferencas entre
APCI e ESI

Fragmentacao:

Devido ao uso de aquecimento, APCI pode
produzir alguma fragmentacao, enquanto que
ESI pode até formar alguns ions pseudo-
moleculares.

APCI nao produz cargas multiplas, portanto
nao é adequado para compostos de alta MM.

Sensibilidade:

Sem ser uma regra, APCI tende a render
melhor sensibilidade para solutos menos
polares.



Dessorcaol/lonizacao a Laser
Assistida com Matriz (MALD/I)

Processo de ionizacao branda.

Apropriado para biomoléculas de elevado peso
molecular.

Pulso de laser incide sobre uma amostra co-
cristalizada com uma matriz apropriada -
derivados de acidos benzodicos.

Analise protedomica.
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Espectro MALD/I
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IV. Analisadores de Massas

Setor magnético (B)
Duplo foco (EB ou B?)
Quadrupolo (Q)
Tempo de voo (TOF)
Captura de ions (MS")
Ciclotron de ions (ICR)



Resolucao em MS

Nome Formula Nominal | Exata Média
Methyl | C19H3802 298 298.2872 |298.5114
Stearate

Ubiquitin | C378H630N1050118S | 8556 8560.6254 | 8565.873
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Resolucao em MS
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Resolucao em MS
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Analisador tipo Setor Magnetico
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Analisador Quadrupolar (Q)

Analisador de varredura

Normalmente é mais barato e robusto que setor
magnetico

Conjunto de 4 polos de sinais opostos, que
alternam sinais de radiofrequéncia entre pares,
permitindo que apenas um ion atinja o detetor de
cada vez



Analisador Quadrupolar (Q)
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Analisador Quadrupolar (Q)
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Analisador Quadrupolar (Q)

m/z 219
A Scan Line

Unstable Region /Const. DC/RF
m/z 69

m/z 28

table

¢4f> pscillation

%

Unstable Region

abeyop 9a

A\ D

=

RF Voltage

Rsuau|
=




Analisador Quadrupolar (Q)

Experimentos de MS/MS com triplo quadrupolo

lon
Source

{1

02

Callsion Induced
Dissatiation Region

(03

- I

Detectar




Analisador Quadrupolar (Q)
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Tempo de Voo (TOF)
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Tempo de Voo (TOF)
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Tempo de Voo (TOF)

Separacao dos ions é temporal e depende da
energia cinética dos fragmentos
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Analisador Trap lonico (ion trap)

Compacto & robusto
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Analisador Trap lonico (ion trap)
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