ISSN 2359-4799

Volume 9/ Numero 3/ Ano 2023 — p. 01-23
DOI: 10.36524/ric.v9i3.2227

REVISTA !

[ESCIBNCIA

PERFIL ESPECTRAL DE FARMACOS E DROGAS DE ABUSO
OBTIDOS POR DIFERENTES ANALISADORES DE MASSAS (FT-ICR
E LTQ): UMA ABORDAGEM DA FONTE DE IONIZACAO
ELECTROSPRAY

SPECTRAL PROFILE OF DRUGS AND DRUGS OF ABUSE OBTAINED BY
DIFFERENT MASS ANALYZERS (FT-ICR AND LTQ): AN APPROACH TO
THE ELECTROSPRAY IONIZATION SOURCE

"Nayara Araujo dos Santos
2Marcos Valério Vieira Lyrio
3Campili Mendes

“Glaucia Queiroz dos Santos
>Marcela Miranda Barcelos
®Marcia Helena C. Nascimento
"Rita Carolina B. Oliveira Filpo
8Robson Roella Garcia
SWilliam Cezar de Lima Silva
OMarcos André Paula Pinheiro
"wanderson Roméao

YUniversidade Federal do Espirito Santo. E-mail: nayara.ads@gmail.com. ORCID: 0000-0003-2754-2013.
2Universidade Federal do Espirito Santo. E-mail: mrvaleriovieira@gmail.com. ORCID: 0000-0002-2053-2173.
3Universidade Federal do Espirito Santo. Email: campili.mendes@edu.ufes.br.

4Universidade Federal do Espirito Santo E-mail: glaucia.santos@ufes.br.

SUniversidade Federal do Espirito Santo. E-mail: marcela.barcelos@edu.ufes.br.

SUniversidade Federal do Espirito Santo. E-mail: marcia.cassago@gmail.com.

"Universidade Federal do Espirito Santo. E-mail: rita.c.oliveira@edu.ufes.br.

8Universidade Federal do Espirito Santo. E-mail: robson.garcia@edu.ufes.br.

Universidade Federal do Espirito Santo. Email: william_lima.xp@outlook.com.

YUniversidade Federal do Espirito Santo. E-mail: marcos.a.pinheiro@edu.ufes.br.

Uinstituto Federal do Espirito Santo, campus Vila Velha. E-mail: wanderson.romao@ifes.edu.br. ORCID: 0000-
0002-2254-6683.

Artigo submetido em 10/07/2023, aceito em 22/10/2023 e publicado em 28/10/2023.

Resumo: A espectrometria de massas € uma técnica que tem a capacidade de detectar, contar,
caracterizar moléculas de diversas composic¢Oes. Entre 0os componentes principais da técnica estdo as
fontes de ionizacdo e analisadores de massas, que possuem especificidades de seus respectivos
fabricantes. Nesse sentido, esse trabalho buscou analisar o perfil espectral, a partir de analises de
farmacos de uso humano e veterinario e drogas de abuso, por um mesmo tipo de fonte de ionizagdo; a
electrospray ionization (ESI) no modo positivo de ionizagdo, acoplada aos analisadores de massas
Fourier transform ion cyclotron resonance (FT-ICR) e linear ion trap (LTQ). Foram analisados oito
padrdes: Abamectina  (CssH72014);  Ceftiofur (C19H17NsO;S3); Diclofenaco de  potassio
(C14H10C|2N02K); lvermectina (C48H74014); Lincomicina (C18H34N2068); Moxidectina (C37H53N08);
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Progesterona (C21Hz002); Valerato de estradiol (C23H3203); e duas amostras de drogas de abuso:
cocaina (C17H21NO4) e um selo contendo 251-NBOMe (CisH22INO3) e 25C-NBOMe (Ci1sH2,CINO3).
A partir dos dados adquiridos, foi observado, que na maioria dos casos, sdo formados espectros com
sinais indicativos de formacédo de adutos, [M + Na]*, [M + K]*, moléculas protonadas [M + H]*, ou até
mesmo como dimeros, [2M+H]*, [2M + Na]*, e [2M + K]*. Assim, embora a analise com o
equipamento ESI(+)FT-ICR MS apresente altissima resolucdo e precisdo de massas, as analises pelo
equipamento ESI(+)LTQ MS forneceram uma resposta rapida e eficiente na realizacdo de
experimentos de MS/MS, que contribuiram para confirmacéo da estrutura da molécula detectada.

Palavras-chave: espectrometria de massas; ESI(+); fArmacos; drogas de abuso; perfil espectral.

Abstract: Mass spectrometry is a technique that can detect, count, and characterize molecules of
different compositions. Among the main components of the spectrometers are the ionization sources
and mass analyzers, which have specificities of their respective manufacturers. In this sense, this work
sought to analyze the spectral profile, based on analyses of pharmaceuticals for human and veterinary
use, and drugs of abuse, using the same type of ionization source; electrospray ionization (ESI),
positive ionization mode, coupled with Fourier transform ion cyclotron resonance (FT-ICR) and linear
ion trap (LTQ) mass analyzers. Eight standards were analyzed: abamectin (CasH72014); ceftiofur
(C19H17NsO7S3); diclofenac  potassium  (C14aH10CIoNO2K); ivermectin  (CagH72014);  lincomycin
(C1sH34N206S); moxidectin (Cs7Hs3NOs); progesterone (C21H3002); estradiol valerate (C2sH3203); and
two drug of abuse samples: cocaine (Ci7H21NOg4) and blotter paper (containing 251-NBOMe
(C1sH22INO3) and 25C-NBOMe (Ci1sH2CINQO3)). By the data acquired, in most cases, mass spectra
were observed with signals indicating the formation of adducts, [M + Na]*, [M + K]*, protonated
molecules [M + H]* or even dimmers, [2M+H]", [2M + Na]*, and [2M + K]*. Thus, although the
analysis with the ESI(+)FT-ICR MS equipment presents very high resolution and mass precision, the
analysis by the ESI(+)LTQ MS equipment provides a fast and efficient analysis of MS/MS
experiments, which contributes to confirming the structure of the detected molecule.

Keywords: mass spectrometry; ESI(+), drugs; drugs of abuse; spectral profile.

propriedades fisico-quimica da amostra a
ser analisada, e possuir um objetivo de
estudo para estruturar o método ideal de
analise (SILVERSTEIN et al., 2005).

1 INTRODUCAO

A espectrometria de massas, do inglés
mass spectrometry (MS), consolidou-se

como uma técnica analitica com grande
influéncia em praticamente todas as areas
da Ciéncia (VAZ et al, 2017). A
popularidade desta técnica resulta de sua
capacidade em detectar, contar,
caracterizar moléculas de  diversas
composicoes, tipos e tamanhos, além da
sua alta sensibilidade, limites de deteccdo
baixos, velocidade de anélise, diversidade
das suas aplicagbes, que podem variar
desde amostras volateis ou ndo-volateis;
polares ou ndo polares; e materiais solidos,
liguidos ou gasosos, entre outros
(HOFFMANN & STROOBANT, 2007;
DASS, 2007).

Em geral, alguns fatores devem ser levados
em consideracdo ao utilizar esta técnica
para que seja alcancado éxito na
identificacdo e quantificacdo dos analitos,
como, por exemplo, compreender as

As etapas béasicas de operacdo de um
espectrOmetro de massas consistem em:
introducdo da amostra; formacdo de ions
em fase gasosa; separacdo dos ions por sua
razao massa/carga (m/z); conversdo do
sinal em corrente elétrica; e processamento
dos dados, produzindo um espectro de
massas, isto €, uma relagdo de m/z versus a
intensidade do sinal (SKOOG, WEST,
HOLLER, 2009).

A ionizagdo dos analitos da amostra é uma
importante etapa no processo de analise
por MS, e considera-se que a introdugéo da
ionizagdo a pressdo atmosférica por
electrospray (ESI) foi um grande avango
para 0 campo da MS, pois varios analitos
de interesse podem ndo ser suficientemente
volateis ou estaveis termicamente para
permitir a volatilizacdo para as analises
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(GASKELL, 1997; EL-ANEED, COHEN,
BANOUB, 2009).

Além disso, a fonte de ESI pode ser
combinada com diversos tipos de
equipamentos com diferentes analisadores
de massas, 0s quais, também sdo capazes
de interferir em determinados parametros
analiticos como: erro de massas,
velocidade de analise, e poder de resolucéao
e exatiddo de massas. Nesse contexto, 0s
analisadores podem ser classificados de
acordo com seu poder de resolucdo, como
baixa resolucdo ou resolugdo unitaria,
como por exemplo linear ion trap (LTQ),
até altissima resolucdo, como o Fourier
transform ion cyclotron resonance (FT-
ICR) (TSYBIN, NAGORNOV,
KOZHINOV, 2019; LYRIO et al., 2022).
Atualmente, hoje houve um exponencial
crescimento de artigos utilizando a técnica
de MS combinada com a fonte de
ionizacdo ESI (CROTTI et al.,, 2006).
Particularmente, nos ultimos cinco anos, ao
realizar uma busca com 0s termos "mass
spectrometry” e “electrospray ionization"
na base Web of Science!, é possivel
encontrar mais de 16 mil artigos
publicados em diferentes éareas das
Ciéncias, predominando as areas da
Quimica ou afins, como a Quimica
Analitica.  Na  Figura 1, estdo
representadas as 20 areas de maior nimero
de artigos indexados na base Web of
Science que desenvolveram estudos com a
técnica de MS combinada com a fonte de
ionizacdo ESI. Nesta pesquisa, entre o0s
artigos mais citados esta o trabalho de
Horing e colaboradores (2019) que
utilizaram a fonte ESI acoplada a um
espectrometro quadrupolo-Orbitrap, para
analise quantitativa de colesterol livre e
éster de colesterol.

Os autores ressaltaram as diferengas na
susceptibilidade de fragmentacdo das
substadncias analisadas como fatores
determinantes para esse tipo de anélise e
fonte de ionizagéo, principalmente devido
ao numero de ligagcbes duplas das

IClarivate. Web of Science. 29 Dez.2022.
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moléculas.  Ainda, realizaram uma
comparacdo entre as fontes de nano-ESI e
ESI, concluindo que o mesmo efeito
observado ocorre em ambas as fontes de
ionizagdo (HORING et al., 2019).

Figura 1: NUumero de artigos publicados e
indexados na base de dados Web of Science
de 20 éareas de indexagdo. Pesquisa
realizada com os termos  "mass
spectrometry" e “electrospray ionization".
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Fonte: Adaptada pelos autores a partir de pesquisa
na base de dados Web of Science.*

A combinacdo da técnica de MS e fonte
ESI também foi foco no estudo
desenvolvido por Lyrio e colaboradores
(2022) que avaliaram dois tipos de
analisadores de massas (LTQ e FT-ICR)
em andlises de amostras de diferentes
complexidades, por meio da ionizagdo com
a fonte ESI. Os analisadores supracitados
possuem aplicagbes distintas, visto que
instrumentos de  resolucdo  unitaria
apresentam, geralmente, aplicacao
destinada a determinacdo de compostos
conhecidos, quantificacdo ou identificacdo,
por meio de andlises sequenciais, MS". Por
outro lado, equipamentos de alta resolucao
possuem grande aplicagdo na identificagdo
molecular (CcHnNnOoSs) inequivoca de
compostos (KIM et al., 2006; MEURER,
2020).

2 REFERENCIAL TEORICO

A MS é uma técnica analitica robusta que
contribui para obtencdo de informacGes
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qualitativas e quantitativas de inimeros
analitos na forma de ions. Assim, as
moléculas de interesse, antes de serem
introduzidas no espectrdmetro de massas,
passam por uma fonte de ionizagdo, onde
sdo ionizadas para obterem cargas
positivas ou negativas. Apds, 0s ions séo
separados no analisador de massas de
acordo com a razdo m/z, para entdo
chegarem ao detector (HO et al., 2003).
Para formagdo dos ions, existem inimeras
fontes de ionizacdo comercialmente
disponiveis, cuja escolha depende da
amostra e da informacdo que se deseja
obter.

Particularmente, a fonte ESI permite
ionizar diferentes tipos de analitos,
preferencialmente polares, e opera nos
modos positivo (ESI(+)) e/ou negativo
(ESI(-)) de ionizacdo, cuja aplicacdo se
estende a varios grupos moleculares como
proteinas, peptideos, farmacos, etc.
(BRUINS, 1998). Vale ressaltar que a
demonstracdo da aplicabilidade desta
técnica na andlise de macromoléculas,
como proteinas, resultou em prémio Nobel
para o trabalho de John Fenn, em 2002
(FENN, 2003).

O processo de ionizacdo simplificado da
fonte ESI é ilustrado na Figura 2, que
demonstra o seu funcionamento a pressao
atmosférica, e sob alta voltagem. Em
linhas gerais, ap6s a formacdo da gota na
ponta do capilar, enriquecida em ions, ha o
aumento da densidade de carga e o
aumento do campo elétrico formado entre
o0 capilar e o contra eletrodo, provocando a
deformacdo da gota que ganhara a forma
de um cone, denominado cone de Taylor.
Além disso, a medida em que ocorre a
dessolvatacdo, o tamanho das gotas é
reduzido até o ponto em que a forca de
repulsdo entre as cargas fica maior que as
forcas de coesdo da fase liquida (tenséo
superficial), resultando na “explosdo
couldémbica”, que gera gotas com tamanhos
menores até que sdo produzidos ions do
analito a partir destas gotas, 0s quais sao
transferidos para o interior do
espectrometro de massas (MORAES &
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LAGO, 2003; CROTTI, et al, 2006;
CHIARADIA, COLLINS, JARDIM, 2008;
EL-ANEED et al. 2009).

Figura 2: llustragdo simplificada da fonte
ESI.

Gotas com excesso de carga
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Fonte: Os autores

Os ions das moléculas (M) formados na
fonte ESI podem apresentar-se de trés
formas distintas: fons moleculares, (M*)
ou (M™); protonados ([M + H]") ou
desprotonados ( [M - HJ); cationizados,
(M + Na]* e [M + K]*) e/ou anionizados
(IM + CI]). A formacéo desses ions ocorre
por reacbes redox, é&cido-base e
coordenacdo com cétions ou anions,
respectivamente (CROTTI, et al, 2006;
TAN et al., 2022).

Geralmente, os adutos detectados no modo
positivo sdo Na*, K* e NH4*, e no modo
negativo sdo ClI” e CH3CO™. Além disso,
conhecer o padrdo isotépico de uma
molécula é imprescindivel para atribuir
corretamente a sua formula molecular
(VIJLDER et al., 2018).

A fonte de ionizacdo ESI também pode ser
combinada com diversos analisadores de
massas, como por exemplo, FT-ICR MS,
contribuindo na separacdo e identificacao
de inumeros ions gerados por compostos
em diferentes matrizes (MAIA et al., 2021;
HERTEL PEREIRA et al, 2022
CHAVEZ et al., 2022).

FT-ICR MS é uma técnica que permite
obter um dos mais elevados poder de
resolucdo (resolving power - RP) e
exatiddo de massas (diferenca entre a
massa experimental e a teorica) dentre os
diversos analisadores de massas existentes
(RP > 10 000 000 e erro < 1 ppm). Nesse
sentido, o RP indica a capacidade do
analisador em medir valores de m/z com
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diferencas minimas da massa tedrica, o que
torna possivel indicar a formula molecular
com base no defeito de massa.
Analisadores com alto valor de RP, como o
FT-ICR MS, séo capazes de inferir a
formula molecular das espécies quimicas
analisadas (CcHhNNnOo0Ss), o que torna
esta técnica uma ferramenta poderosa para
0 campo de estudos das Ciéncias dmicas
como Protedmica, Metabolomica,
Petroledmica e na investigagdo de misturas
complexas (GUAN & MARSHALL, 1995;
NIKOLAEV, KOSTYUKEVICH,
VLADIMIRQV, 2016).

A técnica de FT-ICR MS se baseia na
medida da frequéncia de rotacdo do ion no

campo magnético — frequéncia de
ciclotron, sendo este método desenvolvido
por Comisarow & Marshall

(COMISAROW & MARSHALL, 1974;
GROSS & REMPEL, 2022).

Os principios béasicos do analisador FT-
ICR sdo baseados em um campo
magnético que aprisiona 0s ions e
transporta 0s mesmos para uma armadilha
gerada pelo campo. Este sistema permite a
excitacdo dos ions e a deteccdo dos sinais
formados pela rotacdo de ions presentes no
campo magnético em eletrodos de deteccao
e aprisionamento de ions. Para o
aprisionamento dos ions, sdo utilizados
campos elétricos e campos magnéticos de
grande capacidade de atracao
(NIKOLAEV, KOSTYUKEVICH,
VLADIMIROV, 2016, GUAN &
MARSHALL, 1995).

Em algumas abordagens de MS de alta
resolucdo, como o analisador FT-ICR, ¢
possivel determinar o erro de massas (erro
= ((Mmedido — Mtesrico) / Mresrico) X 106), €eo
valor de double bond equivalent (DBE)
que pode ser calculado com a equacgéo a
sequir:

DBE = [IV] - [I/2] + [111/2] + 1

Em que, I representa  atomos
monovalentes, como o hidrogénio, cloro,
bromo e iodo; Il atomos trivalentes, por
exemplo nitrogénio e fosforo; e IV
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representa os 4tomos tetravalentes, como o
carbono, na férmula molecular (DOS
SANTOS et al., 2021).

Por outro lado, o analisador LTQ, é um
dispositivo que usa um campo elétrico e
radiofrequéncia oscilante para analisar
ions. Além disso, este possui eficiéncia de
injecdo de ions e boa capacidade de
armazené-los (LYRIO et al., 2022).

Em geral, o LTQ possui a vantagem de ser
um analisador robusto, compacto e de
menor custo comparado a outros
analisadores de massas como time-of-flight
(TOF) e FT-ICR MS. Além disso, 0 LTQ
possui alta capacidade de realizar
experimentos multi-estagios de
fragmentacdo, MS", isto é, ele permite o
monitoramento de rea¢Ges consecutivas,
onde um ion selecionado pode ser
fragmentado em um ion produto, e este ion
produto resultante também pode ser
fragmentado em etapas consecutivas
adicionais, sem necessidade de aumentar o
numero de dispositivos combinados, como
no caso de um analisador do tipo triplo

quadrupolo (HOFFMANN &
STROOBANT, 2007; RAFFAELLI &
SABA, 2023).

Além dos analisadores citados, diversos
outros estdo comercialmente disponiveis, e
possuem  especificas  vantagens e
potencialidades, que se relacionam a
diferentes objetivos de estudo e tipos de
analitos/amostras.

Nesse contexto, este trabalho visa avaliar
diferentes amostras de farmacos e drogas
de abuso, utilizando os analisadores de
massas LTQ e FT-ICR MS, ambos com a
fonte ESI, e comparar suas principais
diferengas e destacar suas potencialidades,
como poder de resolugéo e exatiddo de
massas.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostras e reagentes

As dez amostras analisadas neste estudo
foram farmacos, utilizados em terapia
clinica e veterinaria, como hormdnios,
antibioticos e anti-inflamatdrios, inseticida,



Y - s 20

e drogas de abuso. Todas as amostras
foram obtidas do banco de amostras do
Laboratério Multiusuério de Petroledmica
e Forense/LABPETRO, da Universidade
Federal do Espirito Santo.

As sete amostras de farmacos de uso
humano e veterinario foram: Abamectina
(CagH72014); Ceftiofur (C19H17N507S3),
Diclofenaco de potéssio (C14H10Cl2NO2K),
Ivermectina  (CssH74014), Moxidectina
(C37Hs3NOs), Progesterona (Co1H30032), e
Valerato de estradiol (Ca3H3203). O
inseticida analisado foi o Lindomicina
(C18H34N206S).

As drogas ilicitas analisadas foram:
cocaina (C17H21NOa4) e selo, contendo 251-

lIESCIBNCIA

NBOMe (CigH22INO3z) e 25C-NBOMe
(C18H22CINO3). Vale destacar que as
amostras de  drogas ilicitas  sdo
provenientes de um acordo de cooperagéo
técnica, entre o Laboratorio Multiusuario
de Petroledmica e Quimica Forense da
UFES e Policia Civil do ES, Processo n°.
23068.022157/2020-69. As  formulas
estruturais das moléculas analisadas estéo
contidas na Figura 3.

As amostras foram pesadas, cerca de 0,05 -
2 mg, e solubilizadas em 1 mL de
acetonitrila (ACN, grau HPLC, adquirido
da Neon®) e &gua (50:50 v/v%). As
concentragdes das amostras variaram entre
50 ng/ml a 2000 ng/ml. Essa variacdo foi
utilizada de acordo com a facilidade de
ionizacdo de cada composto.

Figura 3: Formulas estruturais dos farmacos e drogas de abuso analisados: (A) cocaina; (B)
251-NBOMe (selo); (C) 25C-NBOMe; (D) valerato de estradiol; (E) ceftiofur; (F)
lincomicina; (G) ivermectina; (H) progesterona; (I) diclofenaco de potassio; (J) moxidectina;

e (K) abamectina.
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3.3 ANALISE DE ESI(+) MS

Todas as amostras foram analisadas
utilizando SolariX FT-ICR MS, 94 T,
(Bruker Daltonics) e 0 LTQ; LTQ XL™
(Thermo Fisher Scientific), e fonte de
ionizacdo ESI (Bruker e Thermo). Para
analise de FT-ICR MS, utilizou-se a faixa
de aquisicdo de ions no analisador entre
m/z 154 e 2000. Os demais parametros
instrumentais da fonte foram: pressdo do
gés nebulizador de 1,0 bar; temperatura do
gas de secagem de 180 °C; voltagem do
capilar de 4400 kV; tempo de acumulo de
jons de 0,1 s e taxa de fluxo de 1-10
pL/min. Os espectros de massas foram
adquiridos e processados no software
Compass Data  Analysis  (Bruker
Daltonics). A molécula padrao utilizada na
calibracdo do equipamento foi a Arginina
(m/z 150 a 1500).

De modo comparativo, todas as amostras
foram também analisadas utilizando o
analisador de massas LTQ, modelo LTQ
XL™  (Thermo  Fisher  Scientific)
combinado com a fonte de ESI. Esse
equipamento promove multiplas formas de
dissociagdo, 0 que permite uma
caracterizacdo MS", onde n pode variar de
2 a 10. Este equipamento utilizou a faixa
de aquisicdo de ions no analisador entre
m/z 50 e 1500. O modo de operagdo ESI
foi: positivo (ESI(+)); gas auxiliar de 0,01;
temperatura do capilar de 275°C; voltagem
do capilar de 48 V; voltagem do tubo lens
de 185/-157 V; tempo de acumulo de ions
de 0,1 s e taxa de fluxo de 0,04-0,08
pL/min. Para os experimentos de MS/MS
foram utilizadas energias entre 15-35%,
que foram ajustadas para cada analito
monitorado.

Todos os espectros foram adquiridos e
processados pelo software Xcalibur, verséo
2.2 (Thermo Fisher Scientific).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 PERFIS  ESPECTRAIS  DOS
ANALITOS E RESOLUCAO DE
MASSAS

Nas analises das amostras, por meio dos
espectrometros com analisadores FT-ICR e
LTQ MS, foram obtidos os espectros de
massas cujo perfil espectral pode ser visto
nas Figuras 4 e 5, respectivamente.

Em linhas gerais, é possivel observar como
principal diferenca a quantidade de sinais
adquiridos durante o processo de ionizagao
dos analitos, que incluem a formacdo de
moléculas protonadas, com adutos, e na
forma de dimeros protonados e com
adutos. Essa diferenca pode ser relacionada
as caracteristicas intrinsecas do
equipamento e da fonte, e a capacidade dos
seus respectivos analisadores de MS em
detectar e discriminar os sinais.

Na Figura 4A-J, é possivel observar o
perfil espectral dos espectros obtidos dos
dez analitos por ESI(+)FT-ICR MS, todos
com erros de massas <5 ppm, e resolucGes
variando entre 125.127 e 439.361, Tabela
1. Essas informacgfes asseveram a alta
resolucdo de massas do equipamento.

Entre as amostras analisadas, podem ser
destacados 0s seguintes espectros; Figura
4F, referente a0 composto que apresentou
menores erros de massas nas analises por
FT-ICR MS; o ceftiofur, detectado na
forma protonada, [M + H]*, m/z 524,03631
(-0,04 ppm), com aduto de sodio, [M +
Na]*, m/z 546.01821 (0,04 ppm), e na
forma de dimero com aduto de sodio, [2M
+ Na]*, m/z 1069,04713 (0,11 ppm); a
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ivermectina, Figura 4C, que também
apresentou pequenos erros de massas para
0s ions detectados com aduto de potassio,
[M + K]*, m/z 897,49676 (0,35 ppm) e
com aduto de sodio, [M + Na]", m/z
913,47091 (0,11 ppm); e a abamectina,
Figura 4H, que foi  detectada
exclusivamente com aduto de sédio [M +
Na]*, m/z 895,48103 (0,44 ppm). Essa
prevaléncia de deteccdo de ions com aduto

lIESCIBNCIA

tais como o0s proprios parametros da
ionizacdo, isto é, as configuracOes da fonte
ESI que podem favorecer a formagao
desses ions, bem como devido a
caracteristicas intrinsecas das amostras e
da etapa de preparo, como a
disponibilidade do sddio e potéssio, bem
como devido a impurezas em solventes,
frascos e até nas matrizes estudadas
(ERNGREN, et al. 2019).

pode ser justificada por diversos fatores,

Figura 4: Perfis dos espectros de ESI(+)FT-ICR MS para as moléculas: (A) valerato de
estradiol; (B) progesterona; (C) ivermectina; (D) moxidectina; (E) lincomicina; (F) ceftiofur;
(G) diclofenaco de potassio; (H) abamectina; (I) 251-NBOMe/25C-NBOMe (selo); e (J)
cocaina.
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Fonte: Os autores.
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Nos espectros adquiridos pelo
equipamento ESI(+)LTQ MS, Figura 5A-
J, foi possivel detectar varios sinais
representativos de ions na forma de adutos
e dimeros, no entanto, houve prevaléncia
de detec¢do dos analitos como moléculas
protonadas ([M+H]*), Tabela 2, como por

lIESCIBNCIA

exemplo, na Figura 5B, referente a
progesterona, m/z 315,15; Figura 5D,
moxidectina, m/z 640,06; Figura 5E,
lincomicina, m/z 407,31; Figura 5F,
ceftiofur, m/z 524,14; Figura 5I, 25I-
NBOMe, m/z 428,15 e 25C-NBOMe, m/z
336,17; e Figura 5J cocaina, m/z 304,18.

Figura 5: Perfis dos espectros de ESI(+)LTQ MS para as moléculas de: (A) valerato de
estradiol; (B) progesterona; (C) ivermectina; (D) moxidectina; (E) lincomicina; (F) ceftiofur;
(G) diclofenaco de potéssio; (H) abamectina; (I) selo (251-NBOMe/25C-NBOMe); (J)
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O FT-ICR MS é um equipamento que
possui um alto poder de resolucdo, capaz
de alcancar resolugdo de 450000 a m/z 400,
e isso lIhe confere vantagem em relacéo a
outros analisadores de massas. Em geral,
para ions mono-carregados, com m/z < 700
Da, equipamentos de alta resolu¢do podem
realizar a diferenciacdo de compostos com

quarta casa decimal (Mw = 700,0000 e
700,0001), como observado neste estudo,
Tabela 1, onde grande parte dos erros de
massas usando o equipamento FT-ICR
MS, para os ions adquiridos variaram de
0,04-5 ppm. Diferente do que é observado
nas analises com o analisador LTQ, que
possui um poder de resolucdo de massa

um erro de massas de aproximadamente 1 inferior  (poder de resolugdo de
ppm (MARSHALL et al., 1998). Isso aproximadamente 1000), Tabela 2.
equivale a uma exatiddo de massas até a

Tabela 1. Atribuicdo de ions para os sinais de m/z dos compostos analisados pela técnica de ESI(+)FT-ICR MS
i Erro

Composto lon m/z(exp) m/z(teo) (ppm) DBE Resolugéo
abamectina CsgH72014 [M + Na]* 895,48103 895,48143 0,44 13 183.991
[M + H]* 524,03631 524,03629 -0,04 14 297.556
ceftiofur C19H17NsO7S3 [M + Na]* 546,01821 546,01823 0,04 14 297.556
[2M + Na]* 1069,04713 1069,04724 0,11 27 297.556
[2M + H]* 666,95552 666.95241 4,67 17 245.484
diclofenaco de potéssio [2M + K]* 704,91180 704.90829 4,98 17 214.143
C1aH10CINO-K [2M + H]* (M+2)  668,95258 668,96806 4,01 17 247.785
[2M + K]* (M+2) 706,90874 706,92394 4,15 17 228.279
. . [M + Na]* 897,49676 897,49708 0,35 12 181.166
ivermectina CsgH74014
[M+ K]* 913,47091 913,47102 0,11 12 171.596
lincomicina CisHasN2OeS [M + H]* 407,22144 407,22103 -1,01 5 396.614
[2M + H]* 813,43589 813,43479 -1,35 9 197.204
S M + Na]* 662,36619 662,36634 0,23 12 248.458
moxidecting CarHsNOs [[2|v| + Na]]” 1301,74350 130174346 0,71 23 125.127
[M+ K]* 353,18793 353,18774 -0,55 7 439.361
progesterona C»1H300-
[2M + Na]* 651,43826 651,43838 -0,13 13 249.748
valerato de estradiol [M +K]* 395,19859 395,19830 -0,68 8 403.192
C23H3203 [2M + Na]* 735,45959 735,45951 -0,46 15 219.961
cocaina Cy17H2:NO4 [M+H]* 304,15521 304,154335 -2,89 8 571.500
25|-NBOMe C1gH22INO3 [M + H]* 428,07342 428,071713 -3,99 8 367.910
25C-NBOMe Ci3H22CINO3 [M+H] 336,13722 336,13609 -3,36 8 467.100

Desse modo, comparativamente, o0
analisador FT-ICR possui uma resolucao
massas muito superior ao do LTQ,
alcancando valores de m/z de alta exatidao,
chegando proximo ao valor de massas
teorico. Essa notdvel vantagem é

imprescindivel para analises de amostras
complexas e heterogéneas. Entretanto, o
LTQ possui capacidade de fazer anélise em
tandem o que permite n fragmentacdes a
partir do m/z de interesse. A formacdo de
outros fragmentos favorece a identificagao
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do analito pela elucidacdo da sua estrutura
proposta por mecanismos que justifiguem

as fragmentacgoes.

Tabela 2. Atribui¢Ges para os sinais m/z dos compostos analisados pela técnica de ESI(+)LTQ MS

Composto lon m/z(exp) m/z(teo) DBE Resolucéo
Abamectina CagH72014 [M + Na]* 895,64 895,48143 13 1.848
Ceftiofur CisHNsO-Ss [M+H]* 524,14 524,03629 14 1.207

[2M + H]* 1046,76 1047,06530 27 1.774

Diclofenaco de potassio M+ K]* 371,99 372,94355 9 888
C14H10Cl2NOK [2M + K]* 704,96 706,92394 17 1.453
Ivermectina CagH74014 [M + Na]* 897,65 897,49708 12 1.903
Lincomicina CigH34N206S [M+H]* 407,31 407,22103 3 952
[M + H]* 640,06 640,38439 12 1.011

Moxidectina C37Hs3sNOg [M + Na]* 662,50 662,36634 12 1.449
[2M + Na]* 1301,26 1301,74346 23 1.690

Progesterona Ca:Hs0s [M +H]* 315,25 315,31857 7 722
[M + Na]* 337,22 337,21380 7 790

Valerato de Estradiol Ca3H3,03 [M + Na]* 379,26 379,22437 8 878
Cocaina C17H21NO4 [M+H]* 304,25 304,154335 8 891
251-NBOMe CigH»2INO3 [M+H]* 428,25 428,071713 8 1.260
25C-NBOMe C1gH2,CINO3 [M+H] 336,17 336,13609 8 792

Figura 6: Espectro de ESI(+)FT-ICR MS
comparado com o0 padrdo isotopico da
molécula valerato de estradiol com aduto
de potassio, [M + K]".

42 ANALISE POR ESI(+)FT-ICR MS
(PERFIL I1SOTOPICO) E ESI(+)LTQ
MS/MS DOS ANALITOS POR GRUPOS

4.2.1 Grupo: Hormonios -
395,19859

e Valerato de estradiol

Ao realizar as analises por ESI(+)FT-ICR .
MS, houve a deteccdo de varios ions
adutos e dimeros do analito valerato de
estradiol. A ionizagdo ndo promoveu uma .
fragmentacdo extensiva e, inclusive, ndo JIU }rT
houve a observacdo da presenca da AR
molécula protonada (m/z 356) como sinal 396,20198

abundante no espectro. Os sinais mais
intensos observados foram m/z 395,19859, 397,19675
jon aduto de potassio [M+K]*; e m/z L
735,45959, dimero com ion aduto de sodio W0 e A0 A 40 415 a0 4B
[2M+Na]".

O perfil isotépico (M+1, M+2, M+3, M+4,

Fonte: Os autores

...) do ion com aduto de potéssio, formado
durante a ionizagdo, foi comparado com o
perfil isotopico gerado pelo programa
Compass Isotope Pattern, Figura 6.

Essa consideracdo permite inferir que o
analito utilizado corresponde efetivamente
a molécula sugerida. No entanto, para
consolidar tal indicacdo, o experimento de
ESI(+)LTQ MS/MS foi realizado. Essa
mesma sequéncia de verificagdo dos ions
sugeridos foi realizada para cada um dos
analitos desse estudo, considerando um dos
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fons mais intensos  nos
adquiridos.

Sequencialmente, no experimento de
ESI(+)LTQ MS/MS, o valerato de
estradiol, ion detectado na forma de aduto
de sodio [M+Na]*, Figura 7, apresentou a
transicdo principal m/z 379 — 255, com a
saida da molécula CsHoO2Na, 124 Da, e
sequencialmente transicdo m/z 255 — 214,
com perda de 41 Da, referente a molécula
CsHs. Essas fragmentacOes podem ser
justificadas a partir de uma clivagem entre
0 C17 e 0 oxigénio do grupo éster, enquanto
a deteccdo do ion m/z 214, na transicao
sequencial, pode ocorrer apés a clivagem
no anel D, formando uma insatura¢do no
anel C, o que promove perda do radical
*C3Hs (m/z 41). De acordo com a literatura,
clivagens no anel C e D sdo vias de
fragmentacbes comuns, e, além disso, o0
resultado obtido, embora em diferente
modo de ionizacdo, foi semelhante ao
discutido por outros autores (SUN et al.,
2005; ZHANG et al., 2014).

espectros

Figura 7: Espectro de ESI(+)LTQ MS/MS
para o valerato de estradiol, m/z 379.
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Fonte: Os autores.

e Progesterona

Na analise da progesterona, por FT-ICR
MS, foram detectados ions adutos e
dimeros, e entre os sinais prevalentes do
espectro destacam-se: m/z 353,18793, com
aduto de potassio [M+K]*; 651,43826, e
dimero com aduto de sodio [2M+Na]".

REVISTA

lIESCIBNCIA

O perfil isotopico do ion mais prevalente,
[M+K]*, foi comparado com o perfil
esperado para tal sinal, Figura 8. Essa
consideracdo permite inferir que o analito
corresponde efetivamente a molécula
sugerida.

Figura 8: Espectro de ESI(+)FT-ICR MS
comparado com o padrédo isotopico do ion
com aduto de potéassio da progesterona, [M
+ K]".
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Fonte: Os autores

Por conseguinte, ao utilizar a técnica de
ESI(+)LTQ MS/MS, foi observada a
fragmentacdo da molécula protonada, m/z
315 que gerou trés transicdes principais,
Figura 9, e resultaram na deteccdo do m/z
297 (-18 Da, com a saida de uma molécula
de &gua); m/z 109 (-206 Da, saida da
molécula C14H220); e m/z 97 (-218 Da,
perda da molécula CisH220). Além da
transicdo sequencial m/z 297 — 279 (-18
Da, com saida da molécula de agua). Para
justificar a deteccdo do ion m/z 109 e 97,
sugere-se a ocorréncia de clivagem a partir
do anel B, com consequente dissolu¢do do
anel (JEILANI et al., 2011; ILES &
TRIVEDI, 2015; GRAVITTE et al., 2021).
Particularmente a transi¢cdo m/z 315 — 97,
pode ser justificada pela clivagem do anel
B e perda da metila ligada ao Cio para
formacdo do fragmento m/z 97 (JEILANI
etal., 2011; GRAVITTE et al., 2021).
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Nas transi¢des sequenciais m/z 315 — 297
e m/iz 297 — 279, hd perda neutra da
molécula de H>O a partir da carbonila do
Cs, para a formagéo do fragmento m/z 297,
e a partir da carbonila do Cx, gerando o
fragmento m/z 279 (ZHANG et al., 2008;
GRAVITTE et al., 2021).

Figura 9: Espectros de ESI(+)LTQ
MS/MS para o ion [M+H]": m/z 315 da
progesterona.
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Fonte: Os autores

4.2.2 Grupo: Vermifugos

e |vermectina

Ao utilizar a técnica FT-ICR-MS para o
analito  ivermectina, observou-se a
deteccdo do composto com aduto de sddio
[M + Na], m/z 897,49676. O perfil
isotopico deste ion mais prevalente,
[M+Na]*, foi comparado com o perfil
esperado para tal sinal, Figura 10. Devido
ao alto poder de resolucdo deste analisador
de massas, o perfil isotépico corrobora
com a identificagdo da molécula indicada,
diferente do que é observado com o
analisador com resolugdo unitéria, onde ha
sinais “sobrepostos” e menos resolvidos,
com areas mais alargadas.

REVISTA

lIESCIBNCIA

Figura 10: Espectro de ESI(+)FT-ICR MS
comparado com o padrédo isotopico do ion
com aduto de sodio da ivermectina, [M +
Na]*.
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Fonte: Os autores

Sequencialmente, 0 experimento de
ESI(+)LTQ MS/MS para o m/z 898,
apresentou como transi¢do principal 898
— 754, com a perda neutra de 144 Da, que
representa a saida da molécula C7H1203,
apos clivagem da ligagdo carbono-oxigénio
entre 0s anéis contendo grupos éteres e
hidroxila, Figura 11. Na transi¢gdo 898 —
880, ha perda neutra de 18 Da, que
representa a saida da molécula H2O, a
partir de um dos grupos hidroxila
(LEHNER et al. 2009).

Figura 11: Espectro de ESI(+)LTQ
MS/MS referente ao sinal [M + Na]* de
m/z 898 da Ivermectina.
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Fonte: Os autores
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e Moxidectina

Para o vermifugo moxidectina, com a
técnica ESI(+)FT-ICR MS, observou-se a
deteccdo da molécula com aduto de sodio,
m/z 662,36619, [M+Na]", além do dimero
do analito com sédio [2M+Na]*, m/z
1301,74350.

O perfil isotépico do ion mais prevalente,
[M+Na]*, foi comparado com o perfil
esperado para a molécula, Figura 12. A
semelhanga no perfil experimental com o
tedrico possibilita inferir que o analito
corresponde efetivamente a molécula
sugerida.

Figura 12: Espectro de ESI(+)FT-ICR MS
comparado com o padrdo isotépico do ion
com aduto de sddio da moxidectina, [M +
Na]*.
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Fonte: Os autores

O experimento de ESI(+)LTQ MS/MS,
para 0 m/z 662, Figura 13, referente a
molécula com aduto de sddio, apresentou
alguns sinais no espectro de fragmentacao
ja reportados na literatura  para
confirmacdo da estrutura do composto
moxidectina, como por exemplo a perda
inicial de 18 Da, transicdo com m/z 662
— 644, com a saida de uma molécula de
agua, e a transicdo principal 662 — 632,
com a perda de 30 Da, que representa a
saida da molécula CH2O, como ja
mostrado por Stout et al., 1994 e 2000.

REVISTA

lIESCIBNCIA

Figura 13: Espectro de ESI(+)LTQ
MS/MS referente ao sinal [M + Na]* de
m/z 662 da moxidectina.
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4.2.3 Grupo: Antibioticos

e Lincomicina

A andlise por ESI(+)FT-ICR MS da
amostra de lincomicina apresentou como
fon mais intenso a molécula protonada
[M+H]", m/z 407,22144, além do sinal do
dimero protonado, [2M+H]* de m/z
813,43589 (HO et al, 2003). A
comparacdo do perfil isotopico obtido
experimentalmente relaciona-se com o
esperado para a molécula sugerida,
corroborando assim para sua confirmacao,
Figura 14.

Figura 14: Espectro de ESI(+)FT-ICR MS
comparado com o0 padrdo isotopico da
lincomicina protonada, [M + H]".
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Fonte: Os autores
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A anélise de ESI(+)LTQ MS/MS, Figura
15, apresentou como transicdo principal
m/z 407—359, com perda de 48 Da, que
representa a saida do grupo CHa4S,
metanotiol da molécula, e fragmentagédo
sequencial, m/z 359 —126, com a saida da
molécula CgH1506N (233 Da), e detecgdo
do fon 3-propil-N-metilpirrolidina,
semelhante ao representado anteriormente
por DOUSA et al., 2006.

Figura 15: Espectro de ESI(+)LTQ
MS/MS do ion [M+H]" de m/z 407 da
Lincomicina.
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Fonte: Os autores

e Ceftiofur

Ao analisar o antibidtico ceftiofur, houve a
deteccdo do sinal do analito com aduto de
sodio [M+Na]*, m/z 546,01821, e dimero
[2M + Na]*, m/z 1069,04713. No entanto,
foi observada a prevaléncia de deteccdo do
analito na forma protonada, [M+H]", m/z
524,03631. A expansdo do espectro de
possibilita a confirmagdo do perfil
isotopico da molécula sugerida semelhante
ao esperado, Figura 16.

REVISTA

lIESCIBNCIA

Figura 16: Espectro de ESI(+)FT-ICR MS
comparado com o padrdo isotépico do
ceftiofur protonado, [M + H]".
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Fonte: Os autores

O experimento de ESI(+)LTQ MS/MS,
para 0 m/z 524, Figura 17, referente a
molécula protonada, apresentou como
transicdo principal m/z 524 — 241, com a
saida da molécula Ci1iH9NO4S2, com a
perda de 283 Da, como anteriormente
apresentado no trabalho de LIM et al.,
2011.

Figura 17: Espectro de ESI(+)LTQ
MS/MS do ion [M+H]" de m/z 524,
molécula
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Fonte: Os autores
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4.2.4 Grupo: Anti-inflamatorio
¢ Diclofenaco de potassio

Ao realizar a ionizacdo por ESI(+) do
composto diclofenaco de potéssio pelo
analisador FT-ICR MS, foi possivel
observar a deteccdo dos dimeros;
protonado [2M+H]*, m/z 666,95552, e com
aduto de potdssio [2M+K]*, m/z
704,91180. O perfil isotopico obtido,
Figura 18, corrobora com a confirmagao
da indicacdo da molécula diclofenaco de
potéssio.

Figura 18: Espectro de ESI(+)FT-ICR MS
comparado com o padrdo isotopico do
dimero com aduto de potassio do
diclofenaco de potéssio, [2M + K]".
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Fonte: Os autores

O experimento de ESI(+)LTQ MS/MS foi
realizado para a molécula M+2, m/z 706,
Figura 19, que apresentou como transi¢do
principal m/z 706 — 372, indicando a
saida da molecula C14H10CI2NO2K, com a
perda de 334 Da, que representa a perda de
uma molécula do diclofenaco de potéassio
do dimero detectado.

REVISTA

lIESCIBNCIA

Figura 19: Espectro de ESI(+)LTQ
MS/MS para o diclofenaco de potéassio, m/z
706.
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Fonte: Os autores

4.2.5 Grupo: Inseticidas
e Abamectina

Para a andlise da abamectina por
ESI(+)FT-ICR MS, o sinal do analito foi
detectado com aduto de sédio [M+Na],
m/z 895,48103, semelhante ao observado
por ESI(+)LTQ MS. Novamente ha
confirmacdo do perfil isotopico, conforme
mostrado na Figura 20.

Figura 20: Espectro de ESI(+)FT-ICR MS
comparado com o padrédo isotopico do ion
com aduto de s6dio da abamectina, [M +
Na]*.
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Fonte: Os autores.
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Sequencialmente, a analise de ESI(+)LTQ
MS/MS, da molécula sodiada de
abamectina, Figura 21, apresentou como
transicdo principal m/z 896—752, com
perda de 144 Da, que representa a saida de
uma molécula de C7H1203 (POZO et al.
2003).

Figura 21: Espectro de ESI(+)LTQ
MS/MS da abamectina, m/z 896.
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Fonte: Os autores

4.2.6 Grupo: Drogas de abuso

¢ NBOMes

Na andlise do selo por ESI(+)FT-ICR MS,
as moléculas de 251-NBOMe e 25C-
NBOMe foram detectados, de forma
prevalente, como moléculas protonadas,
[M+H]*, m/z 428,07342 e m/z 336,13722,
respectivamente. Os perfis isotopicos
asseveram a indicacdo das moléculas
sugeridas para esses sinais, Figura 22A-B.

REVISTA
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Figura 22: Espectros de ESI(+)FT-ICR
MS comparados com os padrdes isotopicos
das moléculas protonadas, [M+H]" (A)
251-NBOMie, e (B) 25C-NBOMe, amostra
de selo.
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Fonte: Os autores

Nos experimentos de ESI(+)LTQ MS/MS
para o sinal de m/z 428, Figura 23A, entre
as rotas possiveis de fragmentacdo do ion,
nota-se  como  transicdo  principal
428—272, que indica o rearranjo da
estrutura do 251-NBOMe ap6s perda de
uma molécula neutra de CHzIN (-156 Da).
Por outro lado, a deteccdo do m/z 301,
indica a saida do atomo de | (-127 Da) da
estrutura principal, como sugerido por
Santos, et al., 2016.

Para 0 m/z 336 (23B), a fragmentacéo
principal resulta na detec¢do do m/z 121,
que ocorre devido a clivagem indutiva do
ion [M+H]" (TYLER & JACKSON, 2019).
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Figura 23: Espectros de ESI(+)LTQ
MS/MS do sinal (A) m/z 428 e (B) m/z
336, do selo apreendido.
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Fonte: Os autores

e Cocaina

Por fim, na analise da droga ilicita
apreendida cocaina, os sinais prevalentes
observados foram; a cocaina protonada,
[M+H]", m/z 304,15521, e o dimero da
molécula com aduto de potassio, [2M+K]",
m/z 645,32063. O perfil isotopico do
dimero da molécula de cocaina com aduto
de potassio foi verificada em comparacao
ao perfil esperado utilizando o Compass
Isotope Pattern, conforme Figura 24, que
confirmou a indicagéo sugerida

REVISTA
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Figura 24: Espectro de ESI(+)FT-ICR MS
comparado com o padrdo isotépico do
dimero da cocaina com aduto de potéssio,
[2M + K]".
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Fonte: Os autores

No experimento de ESI(+)LTQ MS/MS
para o sinal m/z 304, Figura 25, ha a
detecgdo como fragmento principal do m/z
182, que representa a eliminacdo da
molécula C7HeO2, -122 Da, justificada pela
transferéncia de préton do atomo de
nitrogénio para o oxigénio do éster e, em
seguida, ocorréncia de eliminacdo de acido
benzoico (DIAS, et al, 2018).

Figura 25: Espectro de ESI(+)LTQ
MS/MS do sinal de m/z 304, cocaina.
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5 CONCLUSOES

Este trabalhou apresenta a aplicacdo e
comparacdo da técnica de espectrometria
de massas utilizando dois equipamentos e
analisadores distintos, isto é, de alta (FT-
ICR MS) e baixa (LTQ XL MS)) resolucao
aplicados a diferentes analitos e classes de
compostos. De acordo com os dados
obtidos infere-se que a técnica de
espectrometria de massas € uma importante
ferramenta aplicAvel em diversas &reas,
corroborando  com a  determinacao
estrutural de compostos que apresentem
diferentes niveis de complexidade. A fonte
de ionizagdo ESI, utilizada nesse estudo,
apresentou-se como uma alternativa
eficiente na ionizacdo dos diferentes
analitos. Ao associar ESI com o FT-ICR
MS, observou-se que este analisador
possui maior poder de resolucéo e exatiddo
de massa, com faixa de erro de 0,04 - 5
ppm. De um modo geral, a técnica
empregada mostrou-se bastante adequada
para  determinacdo da  composicdo
elementar da maioria dos padrdes com
acuracia. Em contrapartida, com o uso da
técnica ESI(+)LIT MS, configura-se como
um analisador extremamente importante
devido, principalmente, a sua alta
capacidade de realizar experimentos multi-
estagios de fragmentacdo que corroboram
na elucidacdo estrutural do composto
identificado sugerido.
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