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Resumo

RESUMO

Atualmente, a espectrometria de massas € uma das técnicas analiticas de maior
destaque em diversos campos de aplicacdo. As modernas técnicas de ionizagao
apresentam grande versatilidade, permitindo a analise direta de varias matrizes
complexas. Dentre elas, destacam-se as técnicas de ionizagao por paper spray (Paper
Spray Ilonization - PSI), e a ionizagao por tissue spray (Tissue Spray lonization -TSlI),
as quais apresentam como principais vantagens a simplicidade no preparo de
amostras, a rapidez da analise e o baixo consumo de solventes, conceitos que
apresentam-se alinhados a alguns dos principios da quimica analitica verde. Nesse
trabalho a técnica de analise direta TSI-MS foi utilizada para mapear a via biossintética
dos alcaloides inddlicos terpenoidicos (AlTs) em folhas e flores de Catharanthus
roseus. Esse estudo resultou na detecgao de varios produtos finais dessa via, com
destaque para serpentina, alstonina, vindolinina e seu epimero 19-S-vindolinina, 3,4-
anidrovinblastina e vimblastina. Além disso, foi possivel identificar o alcaloide
bisinddlico serpentinina, o que resultou no primeiro relato dessa substancia em flores
de Catharanthus roseus. Essa mesma técnica também foi utilizada no estudo das
variagdes metabodlicas em Citrus sinensis var. Valéncia causadas pela infecgao por
Candidatus Liberibacter asiaticus, bactéria causadora da enfermidade denominada
HLB, comumente conhecida como greening de Citrus, que afeta diretamente a
producdo de laranja. Nessa investigacdo foi possivel detectar um maior teor do
aminoacido arginina nas folhas de individuos infectados. Sob o ponto de vista
biossintético, foi possivel estabelecer a correlacdo entre o aumento da produgao
desse aminoacido a algumas respostas metabdlicas atribuidas a defesa da planta.
Ainda no ambito desse trabalho, membranas de poliamida 66 foram utilizadas como
fase estacionaria em cromatografia planar acoplada a espectrometria de massas pela
técnica de PSI, no desenvolvimento de uma metodologia simples, rapida e sustentavel
para identificacdo de corantes utilizados na composicdo de tintas de canetas
esferograficas. O método desenvolvido foi aplicado com éxito na detecgdo de
adulteragdes em documentos, sem prejudicar a interpretacdo da escrita apos a

realizagao das analises.

Palavras-chave: espectrometria de massas, paper spray, tissue spray, membrane spray,

Catharanthus roseus, huanglongbing, analise forense, Candidatus Liberibacter.
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Abstract

ABSTRACT

Nowadays, mass spectrometry is one of the most prominent analytical techniques in
several application fields. Modern ionization techniques have great versatility, allowing
direct analysis of several complex matrices. Among them, paper spray ionization (PSI)
and tissue spray ionization (TSI) stand out, because of their main advantages like
sample preparation simplicity, the rapidity of analysis and low solvent consumption,
concepts which are aligned with some principles of green analytical chemistry. In this
work, TSI-MS direct analysis technique was used to map the biosynthetic pathway of
terpenoid indolic alkaloids (TIAs) in leaves and flowers of Catharanthus roseus. This
study resulted in the detection of several final products of this route, with emphasis on
serpentine, alstonine, vindolinine and its epimer 19-S-vindolinine, 3,4-
anhydrovinblastine and vinblastine. In addition, it was possible to identify the bisindolic
alkaloid serpentinine, which resulted in the first report of this substance in
Catharanthus roseus flowers. TSI-MS was also used to study metabolic variations in
Citrus sinensis var. Valencia, caused by infection with Candidatus Liberibacter
asiaticus, a bacterium that causes the disease called HLB, commonly known as Citrus
greening, which directly affects orange production. In this investigation it was possible
to detect a higher concentration of the amino acid arginine in leaves of infected plants.
From biosynthetic point of view, it was possible to establish a correlation between the
increase in the production of this amino acid and some metabolic responses attributed
to plant defense. Still within the scope of this work, polyamide 66 membranes were
used as a stationary phase in planar chromatography coupled to mass spectrometry
by the PSI-MS technique in the development of a simple, fast and sustainable
methodology for identifying dyes used in the composition of ballpoint pen inks. The
developed method was successfully used to detect adulteration in documents, without

impairing the interpretation of the writing after analysis.

Keywords: mass spectrometry, paper spray, tissue spray, membrane spray, Catharanthus

roseus, huanglongbing, forensic analysis, Candidatus Liberibacter.
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Capitulo 01

Capitulo 01

Espectrometria de Massas: Introducao as Técnicas de Analise Direta

por Paper Spray-MS e Tissue Spray-MS.

1.1 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas a espectrometria de massas tem se destacado como
ferramenta analitica nas mais diversas aplicagoes, tanto em analises de substancias
volateis e de baixa massa molecular’ 2 como de macromoléculas biologicas3® e
polimeros sintéticos.”- 8 Essa técnica tem desempenhado um papel determinante na
investigacdo de processos metabdlicos em organismos vivos, aplicagdo que varia
desde a simples detecgdo ou quantificagdo de metabdlitos em extratos®'! até o
imageamento de biomarcadores em tecidos.' O seu grande sucesso se deve
principalmente a caracteristicas como elevada detectabilidade,’® seletividade,'
possibilidade de acoplamento com técnicas de separagéo’® e versatilidade, garantida,
em grande parte, pelos variados tipos de fontes de ionizagdo disponiveis para

aplicagbes em diversas areas.®

1.2 CONCEITOS E DEFINIGOES EM ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas € uma técnica analitica capaz de determinar a
razao massa/carga (m/z) de ions.'” O espectréometro de massas é constituido por uma
fonte de ionizagdo, responsavel por gerar ions (cations ou anions) a partir de
moléculas neutras; um analisador de massas, responsavel por separar os ions de
acordo com suas razées m/z; e um detector, que produz uma corrente elétrica quando
atingido pelos ions provenientes do analisador (Figura 1.1, p. 27)."® A medida dessa
corrente é utilizada por um sistema de aquisicdo de dados para gerar o espectro de
massas, o qual consiste em um grafico cujo eixo x exibe a razdo m/z dos ions

detectados e o eixo y, sua intensidade relativa ou absoluta.'” Os analisadores e os
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Capitulo 01

detectores ficam situados em uma cadmara mantida sob alto vacuo.'® Ja as fontes de
ionizagao podem ser divididas em dois grupos: fontes restritas a operagdo em alto
vacuo, como a ionizagao por elétrons (electron ionization - El), e fontes que operam
a pressao ambiente, como a fonte de ionizag&o por eletrospray (electrospray ionization
- ESI).2° Além dessa classificagdo, pode-se agrupar as fontes de ionizagao de acordo
com o estado fisico da amostra analisada em fontes de ionizacdo em estado soélido
(e.g.: dessorgaol/ionizagcdo a laser assistida por matriz — matrix assisted laser
desorption/ionization - MALDI), em estado liquido (e.g.: ESI) e em fase gasosa (e.g.:
El).2"

Figura 1.1 Esquema geral de um espectrometro de massas.

| Fonte de lonizagdo ‘ Analisador |

(o]
Sistemade ° @ .. - L+] 00 00 o 15
Insergdo de ... ® 090 © 00 o @
amostras .’. @ 000 © g g g 8
Vacuo ou pressdo atmosférica Alto Vacuo
L -

Fonte: autor

A introdugdo das amostras no espectrometro de massas é realizada por um
sistema de inser¢do adequado a fonte de ionizagdo utilizada. Para amostras
analisadas em equipamentos com fonte ESI, comumente emprega-se seringas para
a realizagio de infusGes diretas?? ou sistemas de cromatografia liquida, acoplados ao
espectrOmetro, que promovem a separagao dos compostos presentes na amostra

antes de sua introducéo na fonte de ionizagdo.?3

1.3 PERSPECTIVA HISTORICA DO DESENVOLVIMENTO DA TECNICA DE ESI

O desenvolvimento de novas técnicas de ionizagao foi essencial para tornar a
espectrometria de massas uma das técnicas analiticas mais difundidas em todo

mundo. Seu marco inicial ocorreu na segunda década do século XIX com os trabalhos
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de Joseph John Thomsom (1856-1940) que estudou as propriedades dos raios
catddicos gerados pela passagem de uma corrente elétrica através de um tubo de
vidro contendo gases rarefeitos.?*

Em 1918, Arthur J. Dempster (1886-1950) utilizou um feixe de elétrons para
promover a ionizagéo de sdélidos.?® Essa técnica é atualmente denominada ionizagéo
por elétrons (electron ionization — EI).?6 Utilizando a El, além de outras descobertas,
Dempster revelou a existéncia de uma série de isétopos, dentre eles trés isétopos do
elemento Magnésio.?’

Baseando-se na fonte de ionizagdo criada por Dempster, Walker Bleakney
(EUA, 1911-1992) desenvolveu em 1929 a fonte de ionizagado por elétrons em fase
gasosa,?® o que posteriormente possibilitaria a andlise de substancias organicas,
permitindo o estudo da estrutura quimica de inumeras substancias provenientes do
petroleo?® e de outras fontes naturais, como plantas®® 3" e microrganismos.3? O
conceito fundamental da El baseia-se na interagdo de substancias em fase gasosa
com um feixe de elétrons, produzidos por um filamento aquecido de tungsténio ou
rénio e acelerados por um potencial de 70 V.33 Nessa interagdo, as moléculas sofrem
uma transicéo para um estado de alta energia, perdendo um elétron e gerando o ion
molecular, M*. A dissipacédo da energia interna adquirida pela espécie ibnica ocorre
por excitagdo dos estados vibracionais, 0 que, por sua vez, ocasiona a ruptura de
ligagbes quimicas, em um processo comumente denominado fragmentagdo ou
dissociagao i6nica.3* Nesse processo representado pela figura 1.2 (p. 29), a partir do
ion molecular precursor, podem ser gerados ions produto com numero impar de
elétrons (M*), representados em azul, com numero par de elétrons (M*),
representados em amarelo, ou moléculas neutras, representadas em vermelho. As
especies ibnicas sao aceleradas em direcdo ao analisador por um eletrodo repulsor
mantido, no exemplo em questdo, a um potencial positivo, enquanto as moléculas
neutras sao expulsas da camara de ionizagado por agao do sistema de vacuo do
espectrometro de massas.3®

A interagéo entre o feixe de elétrons e as moléculas do analito também podem
gerar espécies anibnicas pelo processo de captura de elétrons. Essas espécies séao
aceleradas em diregao ao analisador, utilizando-se uma voltagem negativa no eletrodo

repulsor. Nesse contexto pode-se classificar os modos de analise em positivo, quando

28



Capitulo 01

cations sao enviados ao analisador e negativo, quando anions séo analisados por

esse componente.33

Figura 1.2 Representagdo esquematica da fonte de ionizagéo por elétrons (El).
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Embora a técnica de EIl represente uma importante contribuicdo para a
espectrometria de massas, possibilitando a analise de inumeras substancias
organicas, sua aplicagdo é restrita a moléculas volateis e termoestaveis.3¢ 37 Além
disso, a alta energia proveniente dos elétrons (70 eV) pode causar excessiva
fragmentacgao i6nica, fazendo com que o sinal do ion molecular n&o seja observado
no espectro de massas o0 que traz grandes desafios ao processo de elucidagao
estrutural.®® Com a finalidade de contornar essa desvantagem, em 1966 Burnaby
Munson e Frank H. Field promoveram modificagdes na fonte de ionizagao por elétrons
que resultaram no surgimento da técnica denominada ionizagao quimica (chemical
ionization — Cl).3° Nessa técnica um gas reagente é introduzido juntamente com a
amostra na camara de ionizagéo. A figura 1.3 (p. 30) representa uma analise por ClI-
MS realizada no modo positivo utilizando-se metano como gas reagente. Durante essa
analise, os elétrons gerados pelo filamento aquecido interagem primariamente com as
moléculas de metano, gerando espécies protonadas que transferem seus prétons

para as moléculas do analito.*°

29



Capitulo 01

Figura 1.3 Representagédo esquematica da fonte de ionizagédo quimica (Cl).
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Na figura 1.4, sdo apresentados os espectros da efedrina, adquiridos por El-
MS (A) e por CI-MS (B). A diferenga entre essas técnicas de ionizagao € notavel, visto
que no espectro de EI-MS, o sinal do ion molecular em m/z 165 nao é observado ao
passo que no espectro adquirido por CI-MS, o sinal correspondente a efedrina
protonada é o mais intenso.3® A Cl é classificada como uma técnica de ionizagéo
branda, ja que a energia transferida para as moléculas durante o processo de
ionizagdo € considerada pequena e por iSso causa pouca ou, em alguns casos,

nenhuma reagéo de fragmentag&o.*’

Figura 1.4 Espectros da efedrina obtidos por EI-MS (A) e CI-MS (B).
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Fonte: adaptado da ref.[38]

Ainda que a CI representasse um avango no campo da espectrometria de

massas, permitindo a determinagdo da massa molecular de substancias labeis, sua
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aplicagéo continuava restrita a analise de volateis.*> No entanto, em 1973, Evan C.

Horning (1916-1993) desenvolveu uma nova técnica, denominada ionizagdo a

pressdo atmosférica (atmospheric pressure ionization — APIl) que proporcionou a

ionizagao de substancias a partir de uma solugao, antes de sua introdu¢ao na regiao

de alto vacuo do espectrometro de massas.*3 Em 1975, aperfeicoamentos realizados

na técnica de API resultaram na fonte de ionizagdo quimica a presséo atmosférica

(atmospheric pressure chemical ionization - APCI), ilustrada na figura 1.5.44

Figura 1.5 Representagédo esquematica da fonte de ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI).
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Nessa técnica a amostra em solugédo é nebulizada com o auxilio de um gas

(N,), denominado nebulizador, e vaporizada a altas temperaturas (500 °C). Nesse

processo, as moléculas do solvente e da amostra s&o transferidas para a fase gasosa

e direcionadas para uma agulha de descarga corona, mantida a um elevado potencial

elétrico (4,0 — 6,0 kV). Nas proximidades dessa agulha é gerado um plasma no qual

reagcdes em cadeia envolvendo o gas nebulizador ou oxigénio atmosférico e moléculas
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de agua provenientes do solvente resultam em espécies idnicas responsaveis pelos

processos de protonagdo ou desprotonagéo das moléculas do analito.33

As caracteristicas de ionizagao da técnica de APCI permitiram a aplicagédo da

espectrometria de massas a analise de compostos de média a baixa polaridade, como

por exemplo triacilglicerdis,*® carotenoides,*® triterpendides e sesquiterpendides,*’

pesticidas*®, além de diversas outras aplicagées.

O desenvolvimento de novas técnicas de ionizagdo ocorridos na década de

1980, revolucionou a espectrometria de massas, tornando possivel a analise de

macromoléculas bioldgicas.*® Em 1989, John Bennett Fenn e colaboradores

descreveram pela primeira vez a analise de oligonucelotideos e proteinas por

espectrometria de massas utilizando uma fonte de ESI, mostrada na figura 1.6.%°

Figura 1.6 Representacdo esquematica da fonte de ionizagéo por eletrospray (ESI).
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No processo de ionizagao por eletrospray, uma solugado contendo a amostra

passa através de um capilar no qual se aplica um alto potencial elétrico, positivo ou

negativo, a depender do modo de ionizagéo utilizado na aquisigdo do espectro.®! Esse

potencial causa uma distor¢gao da superficie do liquido na extremidade do capilar,

32



Capitulo 01

gerando uma superficie cbnica denominada cone de Taylor, a partir do qual
microgotas com superficie eletricamente carregada séo dispersas na dire¢ao do cone
de amostragem do espectrometro. Com a evaporagao do solvente, estas microgotas
sofrem diminuicdo de seu didmetro, o que resulta em um aumento na densidade de
cargas em sua superficie. Quando a repulsdo entre as cargas superficiais supera a
tensao superficial do liquido, a gota eclode em um processo denominado explosao
coulombica. Esse processo se repete até que ions do analito sejam liberados em fase
gasosa sob pressdo atmosférica.5?

O fendbmeno de formagado de spray por agdo de campos eletrostaticos pode
ocorrer a partir de varios tipos de substrato.’® Essa caracteristica estimulou o
surgimento de diferentes tipos de técnicas de ionizagdo que simplificaram as analises
por espectrometria de massas possibilitando a aquisicao de espectros a partir diversos
substratos incluindo papel,®* 6rgéos vegetais®® e até mesmo tecidos coletados por

bidpsia.>®

1.4 TECNICAS DE ANALISE DIRETA POR PAPER SPRAY-MS E TISSUE
SPRAY-MS

A partir do século XXI, os avangos da espectrometria de massas foram
direcionados com base na busca pela simplicidade dos métodos de preparo de
amostra. Trés principais preceitos foram utilizados no desenvolvimento dessas novas
técnicas: a ionizacdo dos analitos diretamente a partir do substrato e sob pressao
atmosférica; a minimizagdo do processo de preparo de amostra; e a utilizagado de
métodos que possibilitassem a microextragdo dos analitos.5’

Com base nesses principios, Liu e colaboradores desenvolveram em 2010 a
técnica denominada ionizagdo por paper spray (paper spray ionization — PSI),%
tomando como ponto de partida as informacgdes contidas em uma patente depositada
por John Bennet Fenn em 2001.%° Nessa técnica, ilustrada pela figura 1.7 (p. 34), a
amostra em solugao é depositada sobre um pedaco triangular de papel, utilizado como
substrato, o qual é conectado a fonte de alta voltagem do espectrébmetro de massas e
posicionado nas proximidades do cone de amostragem.®° A aplicagdo de um solvente

adequado sobre a amostra, resulta na extragdo de seus componentes que sao
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posteriormente ionizados por agdo do potencial elétrico aplicado no substrato,

segundo 0s mesmos principios que regem a ionizagao por ESI.

Figura 1.7 Esquema do procedimento de analise pela técnica de PSI-MS.
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A PSI-MS contribuiu para o desenvolvimento de numerosas metodologias de
analise no campo das ciéncias forenses,®' da medicina,®? da quimica de produtos
naturais,®® entre outros.

Em 2011, Liu e colaboradores utilizaram os conceitos da PSI-MS para
desenvolver uma nova técnica de ionizagdo na qual o substrato é constituido por
tecidos provenientes de 6rgao vegetais, denominando-a ionizagao por leaf spray (leaf
spray ionization — LSI-MS).%* No mesmo ano, Chan e colaboradores aplicaram essa
técnica no estudo dos metabdlitos produzidos por Panax quinquefolium L.,
renomeando-a com o termo ionizagao por tissue spray (tissue spray ionization, TSI-
MS),%5 que se mostrou mais adequado para aplicagdes envolvendo tecidos
provenientes de orgaos diversos. O conceito fundamental da TSI-MS baseia-se na
andlise direta e in vivo de tecidos de um organismo para detecgdo dos seus
metabdlitos, dispensando etapas de extragdo e preparo de amostras, comumente
associadas as andlises espectroscdpicas.6 67

Afigura 1.8 (p. 35) exemplifica a aplicagdo da técnica de TSI-MS para a analise

dos metabolitos produzidos por um organismo vegetal. Nesse caso, uma porgéo
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triangular da folha do vegetal é acoplada a fonte de alta tensdo do espectrometro de
massas, permitindo que uma alta voltagem seja aplicada diretamente no tecido, o que
gera uma diferenga de potencial entre o corte da folha e o cone de amostragem do
espectrometro de massas.®® A adigdo de solvente apropriado sobre a superficie da
amostra aliada a aplicacéo do potencial elétrico, gera um spray em cujas gotas estéao
solubilizados os metabdlitos produzidos pela espécie investigada. Esses metabdlitos

sdo, entdo, ionizados de maneira analoga ao que ocorre na ionizagao por PS|.69

Figura 1.8 Esquema do procedimento de analise pela técnica de TSI-MS.
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A TSI-MS proporcionou metodologias simples para a detecgdo de uma
variedade de substancias provenientes do metabolismo de vegetais.”® 7! Além disso,
dentre outras aplicagdes, essa técnica também foi utilizada no controle de qualidade
de medicamentos fitoterapicos,’>’* na certificagdo da seguranca alimentar de
produtos vegetais,”> 7® no estudo das consequéncias metabdlicas causadas por
herbivoria,”” na diferenciagdo de espécies baseada em estudos metabolémicos,’”® e
na caracterizagéo de substancias.”

Diante do exposto, torna-se evidente que a concepc¢ao atual das técnicas de
analise direta por espectrometria de massas, baseadas na ionizagéo por eletrospray,
fornece subsidios para o desenvolvimento de metodologias de analise acessiveis,
simples e rapidas. Além disso, a eliminacdo de etapas de preparo de amostra e o
baixo consumo de solvente estdo alinhados com alguns dos principios da quimica
analitica verde.'® Sendo assim, nesse trabalho as técnicas de analise direta por TSI-
MS e PSI-MS foram utilizadas no desenvolvimento de métodos analiticos para

aplicagdes no campo da quimica de produtos naturais e da analise forense.
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Consideracoes Finais

O desenvolvimento desse trabalho resultou na aplicacdo das técnicas de
analise direta por TSI-MS e MeSI-MS em matrizes diversas, nos campos da quimica
de produtos naturais e da analise forense. As analises de TSI-MS/MS das folhas e
flores de Catharanthus roseus permitiram a detecgao dos principais produtos finais da
via biossintética dos alcaloides inddlicos terpenoidicos e resultaram no primeiro relato
da serpentinina, comumente encontrada em raizes de Rauwolfia serpentina, nas flores
dessa espécie. O estudo do metabolismo de Citrus sinensis var. Valéncia, infectadas
pela bactéria Candidatus Liberibacter asiaticus, por TSI-MS, forneceu subsidios para
relacionar o metabolismo da arginina a resposta da planta frente a infec¢édo, ja que
esse aminoacido apareceu em maior teor nas folhas de individuos infectados. A
técnica de MeSI-MS, criada a partir da aplicagao dos conceitos da PSI-MS na analise
de amostras separadas por cromatografia planar em membrana de poliamida, foi
utilizada no desenvolvimento de uma metodologia para identificacdo de corantes
constituintes das tintas de canetas esferograficas. Essa metodologia proporcionou,
com éxito, a detecgdo de adulteragdes em documentos, sem causar prejuizo a
interpretacdo da escrita, a qual se manteve praticamente inalterada apdés o
procedimento de extragao.

Diante desses resultados, péde-se considerar que as técnicas de analise direta
por espectrometria de massas possuem caracteristicas extremamente vantajosas
como a rapidez da analise, a simplicidade do preparo de amostras e a facilidade de
acoplamento com técnicas de cromatografia planar. Além disso, a utilizacdo de
pequenas quantidades de solvente, sem a necessidade de promover a extragcao dos
analitos atende aos principios da quimica analitica verde, proporcionando o
desenvolvimento de metodologias sustentaveis. A versatilidade dessas técnicas abre
a possibilidade de uma grande variedade de aplicagbes em diversos campos de
estudo, o que garante um futuro promissor para as analises diretas por espectrometria

de massas.
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