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Objetivo

Demostrar a seletividade adicional
ganha através de fragmentacéo
por CID na fonte na discriminacéao
de analitos isobaricos de co-
eluicao.

Introducéao

Para haver uma andlise confidente, é necesséria uma deteccéo da amostra
sem ambiguidade. Na cromatografia liquida, geralmente isso € possivel
através do desenvolvimento de um método que resolve satisfatoriamente os
compostos alvos e 0s identifica com base nos seus respectivos tempos de
retencao. Consequentemente, a deteccéo em si (geralmente com base em
UV) nao precisa ser seletiva. No entanto, se os analitos nao podem ser
solucionados satisfatoriamente com a cromatografia, a deteccéo sem
ambiguidade ainda € possivel usando a deteccao de espectrometros de
massa seletiva. Ela consegue medir a massa molecular, padrao isotdpico e o
padrao de fragmentacao dos analitos. Com isso, & possivel fornecer

informacdes suficientes para confirmar a identidade de moléculas pequenas.
Apesar dessa vantagem, a espectrometria de massas nao é comumente usada
como detector na cromatografia rotineira ja que € vista como algo bastante
complexo e dfficil. No entanto, os espectrometros de massa de quadrupolo
Unico Thermo Scientific™ ISQ™ EC e EM séo desenvadvidos para operar com
cromatografos. A sua completa integracéao com o sistema de dados de
cromatografia (CDS) Thermo Scientific™ Chromeleon™, versao 7.2 € ©
conjunto do método inteligente patenteado Thermo Scientific ™ Autospray
tornam a operacao LC/MS e a andlise de dados pratica e intuitiva.
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Os detectores de massa ISQ EC/EM possibilitam:

e Operacao em modo de verificacao completa e modo
de monitoramento seletivo de ions (SIM), tanto para
verificar a faixa de massa para analitos detectaveis
quanto para selecionar compostos especfficos.

® Tensao ajustavel da CID na fonte para a desagregacéo
de analitos e remocao de adutos em baixas tensdes ou
fragmentacao de analitos em altastensoes.

e Taxas de verificacao ideais para aplicacdes de
UHPLC ao mesmo tempo que produz limites de
deteccéao na ordem de picograma.

e Altos niveis de robustez dos instrumentos, mesmo
com matrizes dificeis, com o novo desenho
ortogonal da fonte.

No exemplo de aplicacao a seguir, dois analitos isobaricos
de co-eluicdo, desmedifame e fenemedifame foram

detectados seletivamente com base em fragmentos Unicos
gerados através de fragmentacao por CID nafonte.

Tabela 1. Descrigao dos analitos

Experimental

As solugdes padrdes (10 ug/uL em acetonitrila) de
desmedifame e fenemedifame (tabela 1) foram preparadas
e armazenadas a 4 °C. A nao ser se especificado de outra
forma, foram usadas amostras de 100 ng/uL paraa
analise.

A separacao cromatografica foi realizada usando
solventes grau LC/MS (tabela 2) no sistema de UHPLC
binario Thermo Scientific™ Vanquish™ Flex (tabela 3).
Para a analise inicial dos compostos com base em UV e a
verificacao final do método, foi usada uma coluna de 100
mm; para o desenvolvimento do método, foi usada uma
coluna de 50 mm (tabela 4). Foi usado um capilar MP35N
de 75 cm com didmetro interno de 100 um (n° de peca
6042.2390) para conectar o sistema UHPLC ao detector

de massas ISQ EC.
O detector de massa € completamente integrado ao

software Chromeleon 7.2 CDS, que foi usado para a
operacao do sistema e subsequente analise de dados.

Analito Férmula
quimica

Desmedifame 13684-56-5 CHNO |

Fenemedifame 13684-63-4 CHNO

16162 4

Tabela 2. Alimentos e aditivos

Peso Massa M/z detectado
molecular monoisotépica [M] [M+H]+

300,31 300,11 301,1

300,31 300,11 301,1

Reagente Grau Fornecedor Numero da peca
Acetonitrilo LC/MS Optima™ Fisher Chemical A955-212

Acido férmico LC/MS Optima™ Fisher Chemical A117-50

Metanol LC/MS Optima™ Fisher Chemical A456-212

Agua Ultra pura, Sistema de purificacao de agua ultrapura

18,2 MQ a 25 °C Thermo Scientific™ Barnstead™ GenPure ™

xCAD Plus.
Tabela 3. Médulo do sistema UHPLC binario Vanquish Flex

Médulo Numero da peca

Base do sistema Vanquish Horizon/Flex VF-SO01-A
Bomba binaria Vanquish F (com conjunto de misturadores de 35 uL)  VF-P10-A (6044.3870)
Amostrador de divisao Vanquish FT VF-A10-A
Compartimento de Coluna Vanquish H VH-C10-A

Detector de comprimento de onda variavel F (fluxo de célula SSTde  VF-D40-A (6074.0360)

2,5 L)
Tabela 4. Colunas Thermo Scientific™ usadas para separa¢ao cromatografica

Fase estacionaria Tamanho da Dimensoes Numero da

particula
1,9 um
1,9 um

25002-102130
25002-052130

Hypersil GOLD™
Hypersil GOLD™

2,1 x100 mm
2,1 x50 mm



Tabela 5. Condi¢cdes da LC/MS para os ensaios iniciais

Tabela 7. Condi¢bes da LC/MS para o desenvolvimento do método

Parametro Valor Parametro Valor

A: Agua com &cido
férmico 0,1%
B1: Acetonitrila com acido

Fase movel férmico 0,1%
B2: Metanol com acido
férmico 0,1%
0-0,5min: 2% B
Gradiente 0,5-10 min: 2-98% B

10-15min: 2% B
Taxa de fluxo 0,4 mL/min
Temperatura da coluna pré-aquecedor
passivo, modo de
ventilacao forcada 40
°C
Volume de injecao 0,1 L
Deteccao UV 254 nm, 100 Hz
Configuracoes de fonte Padrao (modo facil)

Verificacao completa
Tempo 0-15min
Faixa de massa 200-500 m/z
Tempo de residéncia 0,2 s
Polaridade Positiva
Tenséo da fonte CID 20V

Tabela 6. Condi¢cdes da LC/MS para o método de screening

Parametro Valor

A: Agua com &cido
férmico 0,1%

Fase movel B1: Acetonitrila com acido
férmico 0,1%
0-0,5min: 40% B
Gradiente 0,5-2,5 min: 40-60% B

2,5-5min: 40% B
0,4 mL/min

pré-aguecedor
passivo, modo de
ventilacao forcada 40
°C

1,0yl

254 nm, 100 Hz
Padrao (modo facil)

Taxa de fluxo
Temperatura da coluna

Volume de injegao
Deteccao UV
Configuracoes de fonte
Verificacao completa

Tempo 0-5min
Faixa de massa 150-350 m/z
Tempo de residéncia 0,2s
Polaridade Positiva

Tensdo dafonte CID  20-100 V em gradagdes de 10

Vv

A:Agua com &cido
férmico 0,1%

Fase movel
B1: Acetonitrila com &cido
férmico 0,1%
0-0,5min: 40% B
Gradiente 0,5-2,5 min: 40-60% B

2,5-5min: 40% B
0,4 mL/min

pré-aguecedor passivo,
modo de ventilagao
forcada 40 °C

1,0y

254 nm, 100 Hz
Padrao (modo facil)

Taxa de fluxo
Temperatura da coluna

Volume de injecao
Deteccao UV

Configuracoes de fonte
Verificagao SIM (principal)

Tempo 0-5min
Massa 301,12 m/z
Tempo de residéncia 0,1s
Largura SIM 0,4 Da
Polaridade Positiva

Tensé&o da fonte CID 0-100V em gradacées de

10V 20-40Vem

gradacoes de 2V
Verificagao SIM (fragmento de desmedifame)
Tempo 0-5min
Massa 182,08 m/z
Tempo de residéncia 0,1 s
Largura SIM 0,4 Da
Polaridade Positiva

Tensdo CID nafonte  0-100V em gradacdesde 10V

50-70V em gradacgdesde 2 V
Verificacao SIM (fragmento de fenemedifame)

Tempo 0-5 min
Massa 168,07 m/z
Tempo de residéncia 0,1s
Largura SIM 0,4 Da
Polaridade Positiva

Tensao CID nafonte 0-100V em gradacdesde 10V

50-70V em gradacdesde 2 V



Tabela 8. Condi¢cdes LC/MS para verificacdo do método

ParametroValor

A:Agua com &cido férmico
0,1%

Fess move B1: Acetonitrila com acido
férmico 0,1%
0-0,5min: 2% B
Gradiente 0,5-10 min: 2-98% B

10-15min: 2% B
0,4 mL/min

pré-aguecedor passivo, modo
de ventilacéo forgcada 40 °C

1,0 ul
254 nm, 100 Hz
Padrao (modo facil)

Taxa de fluxo
Temperatura da coluna

Volume de injecao
Deteccao UV
Configuracoes de fonte

Verificacao completa
Tempo 0-15min
Faixa de massa 150-350 m/z
Tempo de residéncia 0,28
Polaridade Positiva

Tensao dafonte CID 28V
Verificacao SIM (principal)

Tempo 0-15min
Massa 301,12 m/z
Tempo de residéncia 0,1 s
Largura SIM 0,4 Da
Polaridade Positiva

Tensao dafonte CID 28V
Verificacao SIM (fragmento de desmedifame)

Tempo 0-15min
Massa 182,08 m/z
Tempo de residéncia 0O,1s
Largura SIM 0,4 Da
Polaridade Positiva 58

Tenséodafonte CID V
Verificacao SIM (fragmento de fenemedifame)

Tempo 0-15min
Massa 168,07 m/z
Tempo de residéncia 0,1s
Largura SIM 0,4 Da
Polaridade Positiva

Tensao da fonte CID 58V

Resultados e discussao

Inicialmente, tentou-se a separacao cromatografica
com base em UV de desmedifame e fenemedifame
usando uma coluna Hypersil GOLD de 10 cm (tabela 4),
com um gradiente linear genérico de 10 min ou com
acetonitrila ou com metanol como fase orgéanica (tabela
5). Na cromatografia, uma resolucaode 1,5 € muitas
vezes considerada o limite inferior para a

separacao cromatogréfica aceitavel. Para os dois
analitos, o método de separacédo resultou emuma
resolucao (de acordo com EP) de 0,40 para acetonitrila e
0,36 para metanol (figura 1). Portanto, a separacao
cromatogréfica foi considerada insuficiente. Ainda, a
anélise com base em UV da mistura dos analitos resultou
em apenas um pico um pouco mais amplo do que os
picos individuais das analise das amostras de
desmedifame ou fenemedifame puras.

Dessa forma, a co-eluicéo foiimperceptivel com a
deteccao UV.
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18 20
—_ =)
2 E
E —_
5 10 ki
8 S 104
g «C
«C e
o)
5 3
2 2
< 2 ——r— T T 2 “r T 1
6,40 6,50 6,55 6,6256,700
Tempo (min) Tempo (min)
—— Desmedifame —— Fenemedifame —— Mistura

Figura 1. Separagdo cromatogrifica de desmedifame e
fenemedifame. A detec¢d o dos picos foi com base em UV (254 nm).
Usando acetonitrila, obteve-se uma resolugdo de 0,40; usando
metanol, obteve-se uma resolugdo de 0,36 (de acordo com EP).

A deteccao por MS geralmente consegue superar o
problema da resolucéao cromatogréfica insuficiente ja que
0s analitos sao detectados seletivamente através de suas
respectivas massas moleculares. Consequentemente, os
analitos podem ser separados e analisados
individualmente por meio de cromatogramas de ions
extraidos (EICs) suando as suas massas moleculares
especificas.

Infelizmente, o desmedifame e o fenemedifame
possuem a mesma massa molecular (tabela 1),

dessa forma, a deteccéo de espectrémetros de

massa nao consegue distinguir de imediato os dois
compostos. Entretanto, eles possuem estruturas
quimicas diferentes (figuras 2A e 2B), que podem ser
exploradas para a separacéo de espectrometros de
massa.

Isso € feito rotineiramente com os espectrometros de
massas triplo quadrupolo, em que 0s compostos sao
fragmentados dentro do espectrdmetro de massa e o0s
fragmentos derivados dos compostos sao detectados
logo em seguida.
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Figura 2 (A e B). Estruturas quimicas do desmedifame e fenemedifame e seus respectivos fragmentos
detectdveis. As diferengas estruturais dos dois compostos e seus respectivos fragmentos estdo indicados em
verde e vermelho. As massas monoisotdpicas de espécies protonatadas, carregadas individualmente estdo
indicadas abaixo das estruturas quimicas.

Figura 2 (Ce D). Graficos espelhos dos espectros das massas por verificagdo completa de desmedifame (superior)
e fenemedifame (inferior) com baixa tensdo (30 V) e alta tensdo (60 V) CID na fonte. No CID com tensGes de 30V,
os compostos protonatados (m/z 301,1) e seus adutos de amdnia (m/z 318,2) s3o as espécies dominantes. No CID
com tensdo de 60V, os respectivos fragmentos, m/z 182,1 para desmedifame e m/z 168,1 para fenemedifame sdo
as espécies dominantes.



Essa abordagem € denominada monitoramento de reagao
selecionada (SRM). Ela requer um primeiro quadrupolo para
a selecao do composto, um segundo quadrupolo atuando
como célula de fragmentacao e umterceiro para a eteccéo
de fragmentos especificos. Portanto, isso néo pode ser
realizado com um espectrdmetro de massa de quadrupolo
Unico. Contudo, o detector de massa ISQ EC/EM oferece
uma alternativa. Pode-se adicionar umatensao de offset
(desvio) ao tubo de transferéncia de ions e o cone do
skimmer (figura 3). Isso resulta em uma aceleracéo mais
rapida dos ions no octopolo QO0. Ao passar por ele, 0s
ions poderao colidir com as moléculas do nitrogénio
residual e, devido ao aumento de sua velocidade,
fragmentar de forma semelhante a célula de colisao de um
espectrémetro de massas triplo quadrupolo. Por isso, o
processo € chamado de dissociacao induzida por coliséo
na fonte ou CID na fonte. A tenséo do potencial adicional
determina a velocidade dos analitos e, consequentemente,
se fragmentarao ou nao na colisao com as molécuas de
nitrogénio. O CID na fonte em tensoes baixas (até
aproximadamente 30 V) principalmente a perda de adutos,
como o sodio, potassio, ambnia ou solvente € detectavel,
muitas vezes resultando em intensidades de sinal maiores
para as espécies de analitos protonatados. Em tensoes
mais altas (acima de 30 V), as ligacdes covalentes dentro
das moléculas podem se romper e ocorrer a fragmentacao
real. Aumentando mais a tenséo (acimade 60 V) os
proprios fragmentos poderao fragmentar.

O padrao de fragmentacao e as tensdées ideais para CID na

fonte dependem da respectiva forca das ligagdes covalentes
dentro das moléculas de analito. As ligacoes labeis tendem a

fragmentar em tensdes mais baixas da CID na fonte.

Tubo de transferéncia
deions
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A fim de examinar se a fragmentacao por CID na fonte era
viavel para os nossos analitos, foram analisadas amostras
puras de desmedifame e fenemedifame. Um método de
cinco minutos (tabela 6) usando uma couna Hypersil
GOLD de 5 cm (tabela 2) foi usada para examinar se 0s
dois compostos exibiam padroes de fragmentacao
distintos. A aquisicao de MS foi realizada no modo de
verificacao completa (m/z 150-350) para identificar
fragmentos desconhecidos. Foram ensaiadas tensdes da
CID na fonte entre 20 € 100 V. Para CID nafonte em
tensdes baixas, os analitos intactos (/z301,1) e seus
adutos de amodnia (m/z 318,2) séo claramente detectaveis
(figura 2C). Aumentando a tenséo da CID nafonte
resultou em reducao dos sinais dos analitos intactos ao
mesmo tempo que surgia sinais Novos: para desmedifame
em m/z 182,1 e para fenemedifame em m/z 168,1 (figura
2D). As duas massas de fragmentos foram especfficas
para cada analito e nao estavam presentes para o outro
composto. Isso indicou que ao aumentar a tensaoda CID
na fonte fragmentou de forma eficiente os andlitos € que
somente os fragmentos m/z182,1 e m/z 168,1 puderam
ser usados para deteccao seletiva. Considerando as
estruturas quimicas dos analito, a estrutura dos
ragmentos observados pdde ser deduzida (figuras 2A e
2B). O desmedifame contém um grupo metdxie o
fenemedifame, um grupo etdxi, resultando na diferenca
de massa de 14 Da para os dois fragmentos, que foi
detectada.

Octopolo QOO0 (local
da CID na fonte)

Os fonscontinuam
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tubo de transferéncia
de fons D/ . | doquainpolo
- eSS - L —

Potencial adicionalLente 0

Figura 3. Dissociagdo induzida por colisdo (CID) na fonte. Os componentes envolvidos na facilitagdo da CID na fonte estdo representadas de forma esquematica.

Uma tensdo de offset (desvio) é aplicada ao tubo de transferéncia de ions, lente do tubo e skimmer. Isso resultado em um aumento do potencial entre eles e o
octopolo QOO0 acelerando ainda mais os ions viajando em diregdo ao octopolo QO00. Dentro do octopolo, as moléculas de analito poderdo colidir com as
moléculas do nitrogénio residual e fragmentar se a energia cinéticas das moléculas forem alta o suficiente. Fragmentos com a o mesmo estado de carga da

6 molécula principal continua a viajar em dire¢do do quadrupolo.



Depois de identificar os fragmentos Unicos, a deteccéao
dos compostos intactos e fragmentados foi otimizada.
As amostras puras de desmedifame e fenemedifame
foram analisadas com o método de 5 minutos usado
anteriormente, mas as configuracdes de deteccao por
MS foram alteradas (tabela 7). Ao invés das verificagdes
completas, foram realizadas verificagdes por SIM para a
massa intacta e fragmentos. Diferentes tensdes para CID
na fonte foram ensaiadas para identificar os valores que
oferecem a melhor intensidade de sinal (tabela 7):

e Aumentar a tenséo da CID na fonte de O para 30 V
resultou em aumento do sinal para as massas intactas
de desmedifame e fenemedifame (figuras 4A e 4B). Ao
mesmo tempo, a fragmentacao de analito se torna
detectavel na tenséo de 30V para CID nafonte. O
aumento da intensidade da massa intacta ao aumentar
a tenséo da CID na fonte de O para 30 V se deve a
remocao de adutos. O aduto de ambnia (m/z318,2) € a
massa dominante em 0V e em 30V a sua intensidace é
inferior a m/z 301,1 (figuras 4C e 4D, pagina 8).

e Aumentar ainda mais a tensdo da CID na fonte resulta
em diminuicao do sinal da massa intacta e aumento do
pico da massa dos fragmentos, em 60 V os dois
fragmentos de analito exibem a intensidade mais alta.
Acima de 60 V os sinais m/z182,1 e 168,1 diminuem,
pois fragmentam eles mesmos.

A otimizacao inicial foi feita com gradacdes de 10V, que
geralmente € suficiente para as aplicacoes rotineiras.
Neste caso, foi conduzida uma segunda rodada de
otimizacéo, em que a otimizacéo da tensao da CID na
fonte foi realizada de 20 a 40 V (para os analitos intactos)
ou 50a 70V (para os fragmentos) em gradaces de 2 V.
Isso resultou no valor ideal de 28 V para os analitos
intactos e 58 V para os fragmentos (os dados néo séo
exibidos).

Por ultimo, as configuracdes otimizadas de MS, em
combinacao com a coluna Hypersil GOLD de 10cm e o
gradiente linear de 10 minutos (tabela 8), foram aplicadas
as amostras contendo diversas proporgdes para
desmedifame e fenemedifame (tabela 9, pagina 9).

Com a deteccao combase em UV, a mistura dos dois
analitos resultou em um pico cromatografico Unico que
era um pouco mais amplo do que 0s picos observados
para as amostras puras, mas sem exibir formato de
pico incomum, como picos com cauda ou picos com
fronte (figura 5 parte superior, pagina 9). Dessa forma,
seria impossivel determinar se o pico observado
continha mais do que um analito. O mesmovale para a
deteccéao de espectrometros de massa dos ions
principais (dados nao exibidos). Usando as verificacoes
de SIM dos dois fragmentos permitiram a deteccao
seletiva dos dois analito (figura 5 parte inferior, pagina
9). As amostras puras exibiram alta seletividade.
Nenhum fragmento de desmedifame foi detectavel na
amostra de fenemedifame e vice versa. A andlise das
misturas das amostras resultaram em deteccao seletiva
dos dois componentes, indicando claramente que o
desmedifame e o fenemedifame podem ser faciimente
analisados em paralelo.

Conclusao

A espectrometria de massas aumenta a confianca dos
dados cromatograficos fornecendo a massa molecular dos
analitos detectados. Em combinacéo com o tempo de
retencao do analito, geralmente é suficiente para a
confirmacao de massa. No entanto, em alguns casos sao
necessarias informacodes adicionais. Caso o tempo de
retencao e a massa molecuar nao sejam distintos, a
seletividade adicional se faz entao necesséria. Com os
detectores de massa ISQ EC ou EM, isso pode ser obtido
usando fragmentacao por CID na fonte. Aplicar tensdes
apropriadas para CID na fonte resulta em fragmentagao do
ion principal e, na maioria dos casos, ions de fragmentos
distintos que podem ser usados para detectar
seletivamente os analitos isobaricos de co-elucéo.
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Figura 4. Otimizagdo da eficiéncia de fragmentagdo. A e B. Intensidades do sinal das verificagdes por SIM para ions principais e ions de
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fragmento em diferentes tensGes para CID. Ce D. Espectros representativos das massas em verificagdo completa nas tensdes de 20, 30, 60
e 90V mostrando a diminuigdo dos ions principais com o aumento da tensdo da CID e aumento inicial dos ions de fragmento com o
aumento da tensdo da CID e a diminui¢do posterior com a CID em tensdo de 90 V.



Proporcées do analito (Desmedifame: Fenemedifame) deteccéio UV (254 nm)

Somente 5:1 2141412 15 Somente
desmedifame 1 ] 1 fenemedifame
e 10.2. 10.2+] 10.2. 10.2. 100+ 102
ual sl sl R, sl anj s
104 A0 A0 1.0 .04 404 404
GG 0l B.500 6650 HAN B.500 LU T B.500 LU T B.500 LU T B.500 bl B4 B.500 ) BA B.500 6650
Proporcoes do analito (Desmedifame: Fenemedifame) verificacoes por MS SIM
Somente 51 241:11:2 15 Somente
desmedifame : ’ fenemedifame
counts ecunts counts counts COunts, counts ecunts
1o050c ] . 1on0c ] 1on0c ] 1o050c ] .
min min min min N min min
400 500 B 400 ‘5300 5850 5400 5900 Tapsa .00 .50 Te.6sn 5.401 5200 5850 ! : i ¢

400

—— Fragmento do desmedifame

—— Fragmento de fenemedifame (m/z 168,1)

(mz 182,1)

Figura 5. Analise das misturas das amostras com diferentes propor¢des de desmedifame e fenemedifame. As proporgdes das misturas das amostras estdo
indicadas na parte superior, os cromatogramas UV sdo mostrados no meio e as verificagdes SIM sobrepostas dos fragmentos sdo mostradas na parte inferior.

Tabela 9. Proporgéao dos analitos e quantidades de amostras usadas para verificagado da detecgao de analitos
seletivos

Quantidade na coluna

Desmedifame Fenemedifame

Pura 10 ng -

5:1 10 ng 2ng
2:1 10 ng 5ng
1:1 10ng 10ng
1:2 5ng 10ng
1:5 2ng 10ng
Pura - 10 ng
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