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Espectrometria de Massa de Electrospray

— Técnica do Presente e do Futuro

M.F.D U ARTTEE*

1. INTRODUCAO

A espectrometmii@ de massa €
uma técnica analitica poderosa que €
usada para identificar compostos
desconbevidos, quamificar materiais
contheciidos e elucidar as proprieda-
des quimicas e estnuunais das molé-
culas. A detecgdo de compestios pode
ser conseguida para quantidades tao
pequenas como 1Q*$ g para wm
composio de massa de 1000 Dalton.
Istor significa que as cempostos
podem ser identificados emn concen-
tragbes muito baixas ( uma parte em
1012y era misturas quitmicamente
complexas. A espectrometria de
massa fornece Informacée tanto para
guimices, came para fisicos, enge-
nheires de contrele de processos.
bioquimicos e ainda biologistas, para
6 citar alguns.

Os principios ciemificos em que
a técnica se baseia sdo simples. A es-
séncia da técnica envolve a geracio
de ides que sdo depois detectados. A
sofisticagdo surge nos métodos gue
sdo usados para a geracde desses
mesmos ides e no modo de os anali-
sar.

Uma das técnicas de iionizacio,
em maior expansdo, é por elisaros-
pray que passou por duas fases dis-
tintas de investigacdo e desenvolvi-
mento. A primeira decorreu antes de
1970 e cenirou-se mais Nos aspectos
fundamemntais do processo de produ-
¢do de carga assim como 16 modo
experimemtall de o concretizar, sendo
de saljentar o trabalho realizado por
Dole et al.[ 1[[. AAsseguntin faase ddensse
a partir de 1970 com destaque para o
trabalhe desenvolvide em 1984 por
Yamashita ¢ Fenm [2]. considerado
pioneiro da espectrometnia de massa
de ionizagdo por electrospray. A par-
tir deste trabalho a técnica sotreu um
incremento notério com o desenval-
vimento e construgao de fontes idni-
cas comendiallizéweiis baseadas no
principio de carregar gotas electrica-
mente.

Hé essencialmente trés caracte-
risticas que fazem com que seja con-
siderada wma técnica distinia das ou-
tras técnicas de ionizagio, A primeira
destas caracteristicas e a capacidade
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para praoduzir i6es muliiplEmente
carregados, com nimero de cargas
elevado, reduzindo, assimm a razdo
ni/z, de tal modo que seja possivel
analisar compastos de elevada massa
molecular até centenas de kDa, em
praticamente todo o tipo de analisa-
dores. Uma segunda caracteristica é
que as amostras a analisar devem ser
introduzidas em solugdo. o que faz
com que seja possivel o acoplaumento
com muitas técnicas de separagdo,
Por iltime e ndo menos imporiante
o facto de ser o electrospray wma
técnica de ionizagio suave permitin-
do que as interacgdes néo covalentes
entre moldeulias que existerm em so-
lugdo sejarm preservadas na fase ga-
808a.

O desenvolvimento da espectro-
metria de massa de ionizagdo por
electrospray permitiu assim mnovas
possibilidades para analise de com-
postos de elevada massa molecular de
todos os tipos, incluinde proteinas,
nucleatides e polimeros simtéticos,
sendo por isso uma técmica imuito
usada em investigagdo bioldgica, bio-
quimica, farmacéutica e médica.

2. MECANISMO

A producdo de ides em electros-
pray requer essencialmenite dois pas-
sos; dispersao de gotas alitmmente
carregadas quase a pressdo atmosfé-
rica seguida de condi¢Ges que permi-
tam a evapora¢do da gota.

As solugbes sdo pritmeiramente
pulverizadas «leamestaticamente
com formacdo de gotas pequenas €
altamente carregadas. A nebulizacio
da solucdo é nalguns casos Facilitada
pela ajuda de um gds mebulizador.
Posteriormente as moléculas de ana
lito devem de alguma forma ser se-
paradas do solvente na forma de
ides. Este passo de formacao de ides
como em muitas das técnicas de io-
nizacdo consideradas suaves ¢ prova-
velmente o menos compreendide no
processo global do electraspreay. Al-
guns mecamismos tém sido propostos
para a desadsorgao de ides a partir de
gotas carregadas sendo gue o modelo
de resfiler de cavgar de Dole L] ailiee-

do a niacromoléauikas, foi ialvez o
primeiro a servir de base para a actu-
al técnica de electrospray. Neste mo-
delo é considerado que & medida que
o solvente se evapora a densidade de
carga A superficie aumemard até gue
as forgas repulsivas de Coulomb
enire as cargas superficiais excederdo
a tensdo superficial levanda & divisdo
da gota inicial. Se este processe de
divisdo continuar e se a solugdo ori-
ginal for suficientemente diluida serd
alcan¢ado um estado no qual cada
gota conteré urna dnica molécula
que reterd parte da carga inicial, ou
seja lormar-se-ao macro ioes,

Um oullro mecanisme, para a
geragdo de iGes pequenas, o da eva-
poragao idmios foi proposto, por Iribar-
ne e Thomsom [3], que sugerem que
a evapora¢do do solvente conduz a
uma instabilidade das gotas com ra-
zdes elevadas de densidade de carga
superfiicia@ld raio da gota. A energia
electrostdtica associada com a gota
carregada torna-se entdo sufiiciente-
mente grande para desadsorver ides
do analito para a fase gasosa. Um es-
quema da sequémcita dos aconteci-
memntos que conduzem A fiormacio
de iGes pode ser visto na Fig. 1

Este mecanismo foi aplicado a
macromoléewilss por Feun [5] o qual
propds que uma parte da molécula
carregada, podia penetrar a superfi-
cie da gota devido a Imoviimento
Broivmiano. A existéncia de repulsio
coulonibiana entre esta parte da mo-
Iécula e a superficie da gola puxara a
molécula para fora da gota.

3. INSTRUNMENTACAO

3.1, Fonte

As fontes idnicas dos espectrd-
metras de massa estio em geral sitwa-
das numa regido de alto vdcuo. No
caso da fonte de ionizagdo por elec-
trospray ela encontra-se a pressio at-
mosférica e a evaporagioe do solvente
€ muitas vezes completada por iimter-
médio de um fluxo contra corrente
de um gés, em geral, azoto. Os iGes
gerados sdo depois transferidos desia
zona de aha pressdo para a zona de
alto vacuo do analisador de massa.
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Muitos sdo os sistemas de elec-
trospray que tém sido construidos
[6,7], diferindo entre si nalguns dos
cotnpojtenies, mas na sua esséncia
sio constituidos por:

— sistema de introdugio dc
amaostra

- regido da fonte onde os iibes
sdo gerados

— um orificio para amostragem
de iGes

- um sistema de wansferéncia

mica onde os iBes s3o transportados
para o analisador de massa.

ESt-MS adaptado da Ref. 4 com permissio.

Na Fig, 2 podemgs ver as princi-
pais caracterfisticas de um sistema de
clectrospray.

Em primeiro lugar temos um
capiiar de ago inoxiddvel, mantido a
um potencial relativamente elevado
em relagdo a um comtiz-eldarodo,
onde o analito em solugdo ¢ imtrodu-
zido e pulverizado na sua extremida-
de, sendo que o sinal do potencial
aplicado determina a polaridade das
gotas e dos ides formados. A pressio
entre o capilar € o contra- eléctrodo
€ a pressdo atmesférica, sendo em
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seguida os ides amostrados através
de um cone ou orificio passando os
ides a uma zona intermédia mantida
a uma pressdo mais baixa por meio
de uma bomba rotatéria. Os ides
atravessam em seguida um skimmer
em direccao ao analisador que se en-
contra a alto vdcuo. O skimmer funel-
ona como um separadef de momen-
to sendo gue os ides amestra mais
pesados passam através dele engquan-
to que as melécwlas mais leves de gas
e salvente s3o hombeadas.

3.2. Analisador

O analisador mais utilizado e
mesmo o primeire a ser comerciali-
zado em ESMS € o quadrupolo. Isto
deve-se em principio ao facto de os
quadrupolos serem relativamente
baratos, faceis de usar e capazes de
fornecer bom rigor nos valores de
massa medidos. No entanto a resoly-
¢do € limitada e a transmissdo dimi-
nui linearmente com m/z sendo o li-
mite superior de m/z cerca de 3000,
Analisadores de sector podem fiorne-
cer melhor rigor, maior resolugio e
mesma maior sensibilidade que os
quadrupoles, em instrumemtes que
dispdem de um detector de array [8].
A combinagdo de ES a iimstinumentos
de sector de dupla focagem foi eon-
cretizada [9,10] apesar desta combi-
nagao ser problemdtica devido & ne-
cessidade de utilizacdo de potenclats
eléctricos da ordem dos kV para ace-
leragde dos iGes. a existéncia dos
quais pode provocar descargas eléc-
tricas na zona de pressdo imtermédia.
Em consequémndiia, neste tipo de assg-
ciagdo de analisador de sector a fon-
tes funcionando a pressdo atmosféri-
ca, lid necessidade de sistemas de
bombeamemte adicionais para gue
haja um decréscimo de pressao mais
gradual .

Outro tipo de analisadores t&8m
sido usados em combinag@o com
electrospray sempre com o intuito de
melhorar quer a resolugdo, quer o
rigot na medida quer a sensibilidade.
Entre eles sdo de salientar o de res-
sonancia ciclotréniea de ides com
transformadas de Fourier, FTICR,
[11.12] e o dc tempo de vdo, TOF,
[13). O primeire é um Jnsmumento
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capaz de lomecer eievado poder de
resolugie ¢ elevada sensibilidade
bem como medida de massa riggmosa
¢ na verdade a combinagdo de ESI
com ETICR estd a tornar-se numa
llas técnicas mais poderosas para
andlise estrutural de grandes Homo-
léculas. Esta combinagdo apresentou
até recentemente muitas dificuldades
experimanteii, basicamemte, por
causa da pressdo muito baixa. 10© a
107 Pa, necessaria para se obter as
melhores condi¢ies de [fumciona-
memto do instrumemte. Presente-
mente 0§ espectrdmetmes ESI/FTICR
dispdenn de 3 a 5 estdgios de hombea-
memio diferencial para conseguir a
reducéio de pressdo desejada. Quanto
ao segundo. o TOF, existia o proble-
ma do acoplamemia de uma fonte
continua conio a de electrospray a
um instrumente pulsado como o
TOF sem haver perda de sensibilida-
de. o gue fol conseguido com a cha-
mada injeegdo idnica @ntogonal,
assim como fol comseguiidia uma ele-
vada resolugdo com o uso de reflec-
tores electrostaticos [14).

4. ELECTROSPRAY COMO
INTERFACE EM LC/MS

A cromatografia gasosa associa-
da & espectromatiriia de massa
(GC/MS) tem sido considerada uma
técnica analiitica adequada para a
andlise de misturas complexas. Tem,
no entanto, a grande limitagdo de ser
aplicdved apenas a moléculas relati-
vamente volateis e termicamemnte es-
tdveis. Um acoplamente semelhante
entre a cromatografia liquida ¢ a es-
pectrometniia de massa (LC/MS) era
por isso de todo o interesse, para a
andlise de compostos sem aguelas
caractenfisticas, para os quais a andli-
se por GC/MS 80 podia ser wtilizada
recorrendo a derivatizacbes que tor-
nam o processo analitico muito de-
morado. Uma das maiores dificulda-
des nesta combinagdo tem sido a di-
ferenga [undamemtal entre as oondi-
¢Oes de operagdo, sendo de salientar,
entre elas, os fluxes de liquide do LC
incompatiiwaiis com o sisterma de
vicuo do M$S da ordem de 10-3 a
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L0-¢ Pa, Varias interfaces [7] tém
sido desenvolvidas sendo que a in-
terface & pressdo atmosférica (API)
guandoe operada no modo electros-
pray € unica no seu grande potencial
para a andlise de uma variedade de
moléculas corm uma vasta gama de
massas moleculigres, com urna sensi-
bilidade da ordem dos fentomole. A
ioniza¢do por electrospray meguer
um fornecimento constante de liigui-
do e é por isso facilmenie acoplada a
um sistema de separagdo, tal como
um cromatégralo liguido. Uma fonte
de electrospray lunciona, portanto,
como interface para LC/MS. Sdo no
entamo vérios os parimetros gue
alectam a estabilidade do spray, tais
como tensio superdicial. constante
dieléctrica, viscosidade, condutivida-
de e velocidade de Buxo do solvente.
Gonseguem-se, ho entamio, oondi-
¢bes estaveis do spray com wma
gama pgrande de solventes princi-
palmemie com misturas e com
velocidades de lluxo da ordem de
1-I@ pl/min. As velocidades de Hluxo
dos efluentes na cromatografia ligui-
da { LC ) sZo maiores, variando de
-{hmi¥/miim para colunas de empaco-
tamemto alé -5itpd/mm para colunas
“microbore”, velocidades de fluxo

demasiado elevadas para utilizar em
electrospray convemcional. Para
obviar a esta diferenga na velocidade
dos fluxos foram desenvolvidos dife-
rentes tipos de interfaces de ES [19],
como sejam o ES assistido pneumati-
eamente [15] e o ES assisfido nlira-
sgnjeamerve [(16],

Com o desenvolvimento a nivel
instrumemtiall, LC-M$ ttommou-se
numa técmica que pode ser aplicada
num grande nimero de dreas, como
poar exemple ambienmie [17] e bio-
andalise [18].

5. APLICACOES

A BSIMS sofreu um rdpido cres-
cimente tornando-s¢ numa técnica
analitica fundamemial para amélise
de uma vasia gama de comMpostos
polares, ndo volateis e mmicHMente
instdveils, indo de compostos de
baixa massa molecular até biopoli-
meros de elevada massa molecular.
Os melhores resultades analiticos
sdo. em geral, obtidos para analitos
que sdo idnicos em soluclo e é de
acreditar que os ifes observados na
fase gasosa sdo pelo menos um refle-
xo qualitativo dos ides na solugdo
amostra original, retendo aspectos da
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sua estrutura e associagbes nio cova-
lentes. O maior sucesso da béchica
tern sido na sua aplicagdo na andlise
de moléculas biolégicas ndo volateis.
Em principio todas as moléculas que
podem ser carregadas sdo acessiveis a
tinia anédlise por ESIMS. Entre estas
encontram-se os peptidos e proteinas
que podem ser protonades principal-
mente nas zonas basicas, ou seja nos
grupos terminais amino. Os oligem-
cleotidos podemm ser carregados no
modo iénico negative; neste case o
grupo fosfato fornece a carga por
abstraccao do protde. Moléculas
neutras, tais come oiigossacaridos;
podem também ser detectadas por-
gue se podem ligar a iGes N&* oy ou-
tros metais alealinos eame agente de
carregamento.

5,1. Macromwléqullas Bioldgicas

A técnica de ESIMS tem sido
aplicada em estudos de proteinas
quer a nivel de estrutura priimaria,
quer secunddaria, tercidria ¢ quater-
naria como se pode ver no meswmo
apresentado na Figg. N\N» que mespei-
ta a estrutura primdria a técnica per-
mite ndo soé a determinagiio da
massa melecular come também a
determinagdo da sequémdcia dos
péptidos na molécula. Far-se-& refe-
réncia 3 aplicagdo de ESIMS a esta
estrutura, uma vez gue a aplicagao
as outras estruturas sai fora do ambi-
to deste texto de divulgagdo.

Determinacdo de massas
maolecuilares

Biomoléswlas de grandes di-
mensdes examimadas por ESIMS
apresentam uma distribui¢io de mo-
léculas multiplamente carregadas e
em geral nenhwma ocorrémaia de
fragmentagdo, a menos que a disso-
ciaglo seja induzida durante o wrans-
porte para o espectrémeétro de massa
por intermédio de colisbes.

Para a determinacdo da massa
molecular de uma macromoléctila
podem ser usados dois algoritmos
[I28] em que um deles é designado
por algoritmo da média. Neste caso
considera-se uma moléculla multipla-
mente carregada dando no espectro
de massa um dado valor de m/z que
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se vai designar por ni] com carga Zj
e massa molecular relativa M; € no
case de se tratar de uma proteina
considera-se que a espécie que trans-
porta a carga, Mg, é um protdo
IM;=1,0079f

Rtl 211=Mf +Maﬁ=Mf + 10079 Mf [(l)

Se se considera um outre ido
multiplamente carregado a m/z m;
{m; > #til (Fig.4) que estd afastado
de i1, de j picos {j = | para dois picos
consecutivos) em-se

1Dy (7 £]) = M+ 110079 (,-)) i2)

Estas duas equagdes podem ser
resolvidas dando origem s equactes
{ 3 ) € g44) )quurepgermieem cabteddaroo
estade de carga e massa molecular
da macromoléctila

Zi =j tmy + L.D079 ¥( nii - mj ) (3)
Mv-240 mj =1200099)
Se o célculo for feito para sucessi-

vos pares de ifes adjacentes obtem-se
jior tltimo um valor médio para M;.

A desconvolugio é outro modo
de extrair informagio do espectro, na
qual uma sequéngia de picos é trans-
formada num tdnico pico carregado,
localizado numa escala de m/z 3
massa meolecular relativa M; do com-
posto. Na pratica € utilizado um algo-
ritmo de desconvolugdo [28] em gque
o cdlculo é executado pelo sistema de
dados do especirometre de massa.

Determinagio estrutural

As principais caracteristicas dos
espectros de massa de iiilomoléculas
sdo a predomindncia de ides mole-
culares multiplamente carregados e
a auséncia de fragmentagio o que
permite a determinacgio rigorosa de
massas moleculares. No entanto,
neo que respeita a estrutura mole-
cular pouca informagio é, em
geral, obtida,

Para se obter informacgdo estru-
tural lid que proceder 3 fragmenta-
¢fo dos iGes multiplamente carrega-
dos ou na ESI, ou na regido de coli-
sdo de um instrumento tandem ou
ainda numa armadilbha idénica.

Embora ES possa ser considera-
do uma fonte de ionizagdo suave, os

QUIMICA 880 28001
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i6es podem ser fragmemades na re-
gido cone - skimmer (Fig.2) awmen-
tando a forga do campo eléctrico
aplicado até os ides se fragymentarem.
Esia técnica tem a desvantagem de
nia haver selec¢io do ido precursor
antes da fragmentagao ocorrer.

A fragmemacio pode ainda ser
provocada por activagdo colisional na
regido de decomposicio de um ins-
trumente tandem ( MS/MS ), sendo
esta técnica relevante na seguencia-
cdo de peptides. Uma mistura de pep-
tidos resultante da digestdo de wma
proteina é injectada e com o primeiro
espectrémetro de massa selecdiona-se
um ido peptido. Este ido peptido € de-
pois fragmentado entre os dois espec-
trémetres, geralmemnte por colisdo
COM UM gas Fare a UMma cena Pressao.
O segundo espectrémetro de massa
separa e mede as massas dos ides
fragmento produzidos pelo ido pepti-
do. Como a [feagmentai@o ocorre pre-
ferencialmenie nas ligacdes amida, o
espedtro consiste numa série de picos
diferinde nas massas dos residuos dos
amineddides.

Por udltimo a fragmentagio pode
ter origem na activagdo colisional,
que ocorre em instrumentos que dis-
ponham de uma armadilha iénica ou
em instrumentos de ressonancia
ciclptronica de ides, o que também
permite a realizagdo de experiéncias
de MS/MAS.

5.2. Ambiente

A técnica de ionizacie por elec-
trospray nio € sé importanie para o
estudo de macremelécuilas. como
também € de reconhedido interesse
para a resolugio de problemas am-
bientais em que os woemtaminantes
ndo sdo, em geral, constituidos por
moléculas de grandes diimensoes.

Um exemple de problema am-
biental envolve a especiagio de
compostos organometdlicos € imor-
ganicos de estanho e arsénio por-
que o potencial téxice destes com-
postos estd fortemente dizpendente
da sua espeeia¢do quimica e do pro-
cessamemto biogeoquimicey pelos
ecossistemas.

No respeitante aos compostos
alquilo e arilo estanicas, allmmente
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AC, TMA i: b} um extracta de dgua da eshsario do Tejo.

téxicos, eles foram estudades por
ESIMS acoplada 3 EC \29]]. sob
condicdes de ionizagde positiva e
os resultados obtidos levaram a
considerar que a técnica tem o po-
tenciall para se tornar uma fferra-
memta importante para monitorar
e medir este tipo de composties no
ambiente.

Quanto aos compesios de arsé-
nio, quantidades elevadas de arsénio

tém sido medidas nas dguas do estu-
ario do Tejo |30] resultantes em
pane da fundigdo de pirites. Particu-
larmente importantes parecem ser as
formas de arsénio que nde formam
hidrewos e tém sido designadas de
“refractdrias” ou “ocultas” [31] e gue
constituem cerca de 50% do As nas
dguas do estmario.

E de todo o interesse o diesen-
volvimento de técnicas analfticas con-



vententes para a identificagio e quan-
tificagio destas espécies no ambiente.
Um certa nimero de dificuldades sur-
gem, no entamio, devido aos baixos
niveis em que estas formas ocorrem
associadas aos efeites da inaniZ oom-
plexa da d4gua do es-tudrig, Poi possi-
vel identificar. por ESIMS ((Fig.5),
uma série de compestes contendo ar-
sénio nas dguas do estudrio do Tejo
por comparagae com um espectro de
massa ESI de uma mistura de padrd-
es, arsenobetaina, AB, arsemocolina,
AC, dcido meifilarsémicn, MA. dcido
dimetilarsinico, DMA, e ido tetranieli-
larsénio, TMA [32].

Recorrendo a manoelectrospray,
foram também identificades arseno-
aglicares [33]. ne modo negative o
que permiitin serem detectades ao
nivel do picograma. tendo sido ainda
identificade um arsenoaglcar mum
extraaie de uma alga.

Muiites outros problemas ambi-
entais poderde ser resolvidos recor-
rende a ESI quer acoplade a LC ou
nie. Um exemplo do 1" caso foi a
sua aplicagdo 4 quamiificacio de her-
bicidas imidazolinoma em amostras
de solos e dguas naturais. Embora te-
nham side usadas duas wécnicas,
LC/UV e LC/ESIMS, no case dos
solos, dada a complexidade da matriz
e as concemtraghes vestigiais da
ordem de fraccdes do ng/g de solo. as
andglises foram apenas efectuadas por
LC/BSIMS por ser uma técnica mais
sensivell e especifica do que LC/UV
[34]. Recentememie foi publicado
um artigo [35] em que a técnica
ESW/MS, dado o baixo limite de de-
tecgdo, foi considerada uma técnica a
ler emm comtm para, associada com
resultados obtidos por outras técni-
cas, aumemtar a canfiamga no rigor
das determinagdes de (perclorato,
contaminante ambiemtal de dguas da
rede de consume, que faz parie da
Lista de Candidatos de Contaminan-
tes de Agua de Beber da Agéncia de
Proteccac Ambiemial dos EUA,

6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

@ enorme sucesso da técnica de
ESIMS que se desenvolveu a wn

ritmo espamiose desde os finais dos
anos 80, deve-se sem duvida alguma
as possibilidades que a técnica veio
introduzir para a andlise por espec-
trometria de massa de compastos de
elevada massa molecullar de todos os
tipos, sem esquecer. no entamta, a
sua aplicagdo a outro tipo de analitas
de importémndia fundamemtal em
dreas como o ambiente,

Esta técnica ¢, sem ddvida algu-
ma, uma técnica de eleicho para es-
tudos de proteinas e toda uma inves-
tigacdo de problemas que envolvem
este tipo de biomeléoulas tais como a
mameiira como se dobram, imterac-
tuam com diferentes tipos de molé-
culas e levam a cabo funcées especi-
ficas que contribuem para a com-
preensdo de muitos processos hiold-
gicos. Outras técnicas analiticas ndo
podem fornecer o mesmo nivel de
informacio detaltizda no respeitamte
a massas moleculares ¢ estruturas a
partir de quantidades extmemamente
pequenas de amostras.

E de crer que, pelo menas mos
préximeos anos, esta técnica que atin-
giu jd elevados niveis de sensibilida-
de ¢ de especificidade continuara a
ser de importdncia fundamental para
a espectrometria de massa analitica
com desenvolvimemtos futuros prin-
cipalmente na drea de acopleamento

a técnicas de separagdio.

= IRepakiedtitiul Qo @uiaikiBiopidguimica,
Faculdade Je Glentias { Miviveidiczdideiidshaa,
Contrepno (Greantie. 117490 5. IstshoaP Rortuadal

REFERENCIAS

1. M. Dole, L. L. Mack, R. L. Himes, R.
€. Mohbiey, L. D. Ferguson e M. B.
Alice, J. Cleemn. Phygs. , 49. 2240
(1968}).

2. M. Yamasbila e [. B. Eenn, j. Phys.
Cham. , 88, 4451 (1984).

3. j. V. Iribarne e B. A. Thomsom, j.
Ciham. Biys. . 64, 2287 (1976,

4. L. Esteban, La Esgprecboendtria de
Missas em jmepgdeses, ACK Edirores
{1993).

5. 8. E. Wy, €. K. Meng e j. B, Fenn,
1. Efys. Chenn. . 92, 546 (19831,

6. R. B. Cole (Editor), Efateappmy lomi-
zatiwn Mhass Spaxicameiry, john Wiley
& Sons Inc. , Chichester 18%37).

7. Liguidt! Chromardogripyhvaekass Spec-
trommeeetyy, 2* Ed. , W. M. A_ Niessen.
Marcel Dekker Inc. , New York (1999).

8. R. B. Cody, |. Tamura, ), W. Finch e
B. D. Musseimam, J. Am. Sor. Adass
Spaatoom. , 5. 194 (1994).

9. €, K. Meng, €. N. McEwen & B. S.
Larsen, Kapdd Cammunn. Mbass Spee-
{rom. , 4, 147 (1990).

10. R. T. Galfagher, ], R. Chapman e
M. Mann, Ragiitd Conmonn. Mass Spee-
trom. , 4, 369 (1990).

11. K. D. Henry, Gl Miass Speetioom.
25, 490 (1990).

12. E. R. Wilkiams, Amsll. Cham. News
& Featwress, March 1, 179A (1993).

13. L. G. Boyle e €. M. Whitehouse,
Amatf. Ciham. , 64, 2084 (1992).

14. L V. Chermishevieh;, W. Ens e K. G,
Standing, Anad, Cihem. Newes & Featu-
res, 452A, July (1999).

15. A. B. Bruims, T. R. Covey e ). D. H.
Hemion, Amsa!. CHesm. , 59. 2642
(1987).

16. A, Hirabayashi, M, Sakairi e H,
Koizumi, Amag{. Cherm. , 66, 4557
(1994).

17. J. Slobodnik, 8. L. M. van Baar e U.
A_ Th. Brinkmam, /. Chromaiogr. A,
703, 81 (1985).

18. E. Gelpi, /. Chroraadggr. A, 703, 39
{1995).

19. R. Feng e Y. Konishi, Amzt/. Cham. ,
64. 2090 (1992).

QUIMICA, - BO - 2001



€ @ n iccaass

26. A. Shevchenko, ). Chemushevich,
W. Ems, K, G, Standing, B. Thomson,
M. Vidilon e M. Mamm, Ragid! Ceommun
Mhzss Spectavn. , 11, 1015 (1997),

21. V. Katta e B. T. Chait, J. Am. (Urem.
Sax., 113, 8534 (1991).

32. V. Katia e B. T. Chait, J. Am. (Urem.
Sex. , 1158, 6317 (1993).

23. A. Mmiiranker, €, V, Robinson, 3, E,
Radtord. R. T. Aplin e €. M. Dobson,
Sciéanee, 262, 896 (19931,

24. B. L. Smith, Y. Deng e Z. Zhamg, J.
Mtass Spentionm. , 32, 135 (1997).

25. B. L. Schwanz, J. E. Bruce, G. A.
Andersom, $. A; Hofstadler, A, L,
Rockwamad, R. D. Smith, A. Chilketi e
P. S. Staytom, J. Am. Soc.. Mhsss Spec-

e X Ip e F ii

m & nntta i

trom. . 6,459 {1995).

26. X. Chemg, P. E. Manim, A. C.
Hamms, ), E, Bruce, Y. Ben-David e R.
D. Smiith, Amk!. Biashéem, . 2B®. 335
{1996).

27. M. Ishigai, ). I, Langridge. R. S,
Bordoli e S. J. Gaskell, J. Am. Soe.
Mizss Spepioorn, , 41, 606 (2000).

28. 28. M. Mamm, C..K. Meng e J. B,
Eenn, Am/, Cifrorm. , 61, 1702 {(1989).

29. T. L. jones e L. D. Betowski. Rapid
Commaun. Mbass Spegtrom. , 7. 1003
{1993).

30. A. M. deBettencawrt, M, H. Florén-
cio, M. h. N. Buarte, M. L. R. Gomes e
L. E. €. Vilas Boas, App)!. O@gacometal,
Cham. , 8. 45 (1994),

S

31. A. G- Howard e 5. W, D, Comber,
Agpp!. Ohpaowemial. Cieom, . 3, 509
(1989),

32. M. H. Eloréncio, M. F. Duarte, §.
Facchetti, M. L. Gomes, W. Goessler.
K. ). Irgolic. H. A. van’1 Kiooster, L.
Momtamarella. R. Ritsema, L. F. Vilas=
Boas e A. M. M. de Bettencourt, Anatar
sis, 25. 226 (1997).

33, 8. A. Pergantis, S. iéamgikann, K, A,
Erancescomi e I. E. Tinomas-Oates,
Aral. Char. |,

72. 357 (2000,

34. A. Lagana, G. Fago e A. Marino,
Aant/. Cihem. , 70, 121 (1998).

35. M. L. Magmusom, F. T. Urbamsky e
€. A. Ketty, Ambh/. CHesm, , 72, 25
{2000).

NOAVERQW, WHTRRINO

A AssoeioySi Poruiguesa de Certificagso (RFCER)

Ke EN ISO 021985

EBoscbe LA ==

JR0 (v A
Liie Faed
Direetolr {bam

e o e e B e e o

certifica que o M termsdiogeubiddataz.
SOQUIMICA - SOCIEDADE DE REI’REMTACOES DE
QUIMICA, LDA.
R Corone] Ssviser Patheen, 156
EEDl)- 2001 (KEBRA
PORTU@:AL
ny i oalfragde de
rio Salstmndria, cump : da

O presente certificado ¢ emitido ne imitiv da Seirma Pormgnis de QGulidade.

SOQUIMICA

S Y @ufﬂHLM-J

E-maik: sogeirmia@mail. rekepac.pt.

R Coranel Samcas Pedrosa (15 = | §6002007 Lislsbaa TEE2A1 7AX659 44D- Fawad RFTELS 15569
R 5 die Quticho BED ., 4100- 175 Rate Tell 22 609 3069 - Faax T2 6P 053¢

QUIMICA-80 - BN



mailto:K5quimita@mail.retepac.pt
http://www.soquirtiiCA.pt

