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Resumo

Este trabalho descreve a montagem de um espectrometro de massa por tempo
de voo para andlise de macromoléculas, projetado e desenvolvido no Laboratério de
Instrumentacéo e Particulas (LIP) da USP, e apresenta os primeiros resultados obtidos
com o equipamento. O espectrometro é constituido pelo acoplamento de uma fonte
de fons Matrix Assisted Laser Desorption lonization (MALDI) com um acelerador de
particulas do tipo tandem. O objetivo é aumentar a energia dos ions moleculares
produzidos na fonte visando a uma maior eficiéncia de deteccdo de moléculas de
massas elevadas. Amostras padrdo de iodeto de césio (Csl) foram utilizadas para
caracterizagdo e verificagdo das condi¢des de funcionamento do aparelho. O inicio
dos estudos de moléculas de massas grandes se deu com medidas de amostras de
insulina. Um método de simulagdo foi desenvolvido para auxiliar a andlise dos
espectros de massa e seus resultados foram comparados com os dados experimentais
obtidos com o espectrometro. O trabalho aponta novas possibilidades para a

aplicacdo de aceleradores de particulas em anélise de massa de macromoléculas.
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Abstract

The present work describes the assembly of a time-of-flight mass spectrometer
for analysis of macromolecules, designed and developed at the Instrumentation and
Particle Laboratory (LIP), and presents the first results obtained with the equipment.
The spectrometer is based on the coupling of a Matrix Assisted Laser Desorption
Ionization (MALDI) ion source with a tandem type particle accelerator. The objective
is to increase the molecular ions energy produced by the source, and thus improve the
high mass detection efficiency. Standard samples of cesium iodide (Csl) were used for
characterization and verification of the equipment operation setup. Measures of
insulin samples marked the initial studies of large masses. A simulation method was
developed to assist in mass spectra identification and the results were compared with
experimental data obtained with the spectrometer. The results open new possibilities

for the application of particle accelerators in macromolecules mass analysis.
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1.1 Espectrometro de Massa 3

O trabalho aqui apresentado envolveu a montagem, testes e caracterizacdo de
um espectrometro de massa por tempo de voo, projetado e desenvolvido no
Laboratério de Instrumentacdo e Particulas (LIP) do Instituto de Fisica da
Universidade de Sao Paulo (IFUSP), para a andlise de macromoléculas.
O espectrometro, denominado Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Accelerator
Mass Spectrometry (MALDI-AMS), é formado pelo acoplamento de uma fonte de ions
por dessorgdo idnica, construida no LIP, com o acelerador tandem do Laboratério de
Analise de Materiais por Feixes Ionicos (LAMFI) da USP.

A descricdo do espectrometro e da montagem experimental estd no capitulo 2
deste trabalho. No capitulo 3, é explicado o método de simulagdo utilizado para
auxiliar a calibragdo dos espectros de massa. Uma anélise estatistica dos dados é
discutida no capitulo 4. A apresentacdo e andlise de espectros obtidos
experimentalmente estdo no capitulo 5. As conclusdes do trabalho sdo apresentadas

no capitulo 6.

1.1 Espectrometro de Massa

A espectrometria de massa adquiriu, nas tltimas décadas, grande importancia
para estudos em diversas areas do conhecimento, tais como fisica, quimica,
bioquimica, farmdcia e medicina [1-6] . O desenvolvimento de técnicas de ionizagado
como Eletrospray Ionization (EI) [7] e Matrix Assisted Laser Desorption
Ionization (MALDI) [8-13] tem possibilitado o estudo de proteinas, peptideos, DNA e
outras biomoléculas.

O espectrometro de massa é um instrumento analitico capaz de converter
moléculas neutras em fons na forma gasosa e separda-las de acordo com a sua razdo
massa/carga (m/z), utilizando para isso campos eletromagnéticos. Esse equipamento
atua como uma “balanca” de ions de alta precisdo e, em sua grande maioria, é

composto por um porta-amostras, uma fonte de fons, um analisador de massa,

detectores e sistema de aquisicdo de dados, conforme esquematizado na figura 1.1.
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Como resultado, é obtido um gréfico, denominado espectro de massa, onde o eixo y

representa a intensidade do sinal dos fons e o eixo x, a razdo m/z [14].

Fonte Analisador
Qo = -
Sistema de
- Aquisicio de Dados
m/z

Espectro de Massa

{ Bomba
i deVicuo |

Figura 1.1: Esquema simplificado de um espectrometro de massa.

1.2 Espectrometro de Massa MALDI-AMS: motivacao do

projeto

Com os espectrometros de massa atualmente disponiveis, a eficiéncia de
deteccdo para moléculas de grande massa é muito pequena devido as baixas
velocidades com que atingem o detector. Com esses equipamentos, a energia cinética
dos ions moleculares é, em geral, elevada a valores entre 10 a 20 keV e, nessas
condi¢des, para moléculas com massas =~ 20000 u, a eficiéncia de detecc¢do é inferior a
10%.

A figura 1.2 mostra o resultado de célculos da eficiéncia relativa para deteccdo
de moléculas ionizadas, em fungdo da massa molecular, para diferentes energias de
impacto no detector [15]. A regido acessivel aos espectrometros MALDI convencionais
estd destacada em cinza. fons com massas préximas de 10° u sdo detectados com

facilidade, pois mesmo em baixas energias (10 keV) a eficiéncia de deteccdo é

relativamente alta. Para fons com massa entre 10° a 10? u, em energias da ordem de
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10 keV, a eficiéncia sofre uma grande diminui¢do com o aumento da massa. Na faixa
entre 10* a 10° u, para ions de 20 keV, a eficiéncia cai rapidamente. E grande a
dificuldade para a detecgdo de moléculas com massas superiores a 10° u. A perda de
eficiéncia de deteccdo com o aumento de massa é um dos fatores que limitam a
andlise através da técnica MALDI. Os maiores pesos moleculares ja observados com
MALDI estdo na faixa de 10° ua 5 x 10° u.

O sucesso ou fracasso na deteccdo de ions massivos se deve, essencialmente, a
producdo, ou ndo, de elétrons secunddrios na superficie do detector de fons. Esses
elétrons sdo responsdveis pela formacdo do sinal do detector, em geral placas
multiplicadoras de elétrons, e sua producao estd ligada diretamente a velocidade dos
ions ao atingirem o detector. Quanto maior a energia dos ions, maior a probabilidade

de producdo de elétrons secundarios.

1.2

1.0

0.8 L 10 keV

20 keV
0.6

90 keV

0.4 | 0.2 MeV

Eficiéncia Relativa

\ 1 MeV

MALDI \ MALDI-AMS
00 bt v k. .\._ ,\

2 7

10°  10° 10* 10° 10° 10" 10° 10" 10"
Massa (u)

0.2F

Figura 1.2: Eficiéncias relativas de deteccdo em funcdo da massa para diferentes energias de
impacto.

Com a intencdo de tornar vidvel a andlise de moléculas com massas superiores
a 10° u, com boa resolugdo e alta sensibilidade, foi projetado e desenvolvido o
espectrometro de massa MALDI-AMS formado pelo acoplamento de uma fonte
MALDI ao acelerador do tipo tandem [16]. A ideia foi utilizar o acelerador para elevar

a energia dos ions moleculares e assim aumentar a sua eficiéncia de detec¢do. E um
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instrumento inédito que amplia as possibilidades de andlise com a técnica MALDI.

O acoplamento da fonte MALDI ao tandem envolveu o alinhamento éptico da
fonte com o acelerador e testes de vacuo, de detectores, da eletronica e do sistema de
aquisi¢do de dados, dentre outros. Concluida a montagem do sistema, foi realizado
um estudo sistemdtico das condi¢des de funcionamento do espectrometro
variando-se parametros do equipamento tais como a tensdo no terminal do
acelerador, o tipo de gés e sua pressdo na camara de troca de carga e as condi¢des da
6tica do feixe. A caracterizacdo do equipamento, feita com a utilizagdo de amostras
padrao nas diferentes condi¢des de funcionamento do espectrometro, constituiu etapa
fundamental que antecedeu os testes e a analise de espectros.

Esse trabalho descreve o equipamento e apresenta os primeiros resultados com

ele obtidos.
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2.1 O Espectrometro MALDI-AMS

O funcionamento esquemadtico de um espectrometro de massa com fonte
MALDI e analisador do tipo Time of Flight (ToF) esta representado na figura 2.1 [17].

Fétons incidem na amostra e provocam a emissdo de moléculas carregadas,
neutras e de elétrons. A diferenca de potencial existente entre a amostra e o

analisador causa a acelera¢do dos fons cujos tempos de voo sdo medidos.

L |
Ef’r \ ¢
: M A
10600 20600 300‘00 40600 50600 60000
m/z
& ‘
. R : @
. ® & - = e
i, B e i w8
e - = \
~ 8.8 & & 4
x
\
~
\
\
o

2

Figura 2.1: Esquema de um espectrometro de massa por tempo de voo utilizando fonte de
ions MALDI.

O diagrama do espectrometro MALDI-AMS desenvolvido no LIP é mostrado
na figura 2.2. O analisador de massa é do tipo ToF e o tempo de voo total de um ion
corresponde ao tempo que ele leva para percorrer toda a extensdo do equipamento.
Moléculas com diferentes razdes m/z levam tempos distintos para percorrerem os
mesmos trajetos. Assim, é possivel obter a razdo m/z dos ions moleculares a partir da
medida de seus tempos de voo.

Na fonte MALDI, um feixe pulsado de fétons, com comprimento de onda na
regido do ultravioleta, é gerado em um aparelho laser. Parte do feixe incide na amostra

e provoca a emissdo de fons, e parte, desviada por um semiespelho, é detectada por
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start e g E
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Figura 2.2: Esquema do espectrometro MALDI-AMS: fonte MALDI acoplada ao acelerador de particulas do tipo tandem (comprimento total

desde a amostra até o detector stop 2 é de 8 m).
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um fotodiodo que gera um sinal (start) usado para disparar o sistema de aquisi¢do de
dados que ird medir o tempo de voo dos fons.

A amostra encontra-se em alta tensdo negativa (—10 a —20 kV) e os ions
negativos por ela emitidos sdo acelerados em diregdo a uma grade aterrada. Em
seguida, caminham em uma regido sem campo elétrico, penetram no primeiro estagio
do acelerador, sendo aceleradas devido ao potencial positivo do terminal, atravessam
uma célula com gas onde pode ocorrer perda de elétrons e fragmentacdo das
moléculas, e, por fim, percorrem o segundo estdgio do acelerador até atingirem o
detector de fons cujos sinais, aqui denominados stop 2, sdo enviados para o sistema de
aquisicdo finalizando a medida de tempo de voo.

O componente basico do sistema de aquisi¢do, Time to Digital Converter (TDC),
funciona como um crondmetro digital de alta precisao, possuindo resolugdo temporal
de sub-nanossegundos. E ele que determina o intervalo de tempo decorrido entre os
sinais start e stop (1 e 2). O sinal stop 1 é proveniente de um sistema de deteccdo
intermedidrio usado para verificar a formacdo de fons antes que estes sejam
direcionados para a entrada do acelerador. As medidas dos intervalos de tempo do
TDC sao enviadas a um computador que, através do programa de aquisi¢do de dados
picosecond Time Analizer (pTA), constréi os espectros de tempo de voo.

Uma foto do espectrometro é mostrada na figura 2.3.

2.2 A Fonte de fons MALDI

A fonte MALDI foi projetada e construida no LIP e posteriormente acoplada ao
acelerador tandem do LAMFI. Um esquema da fonte de fons com seus principais
componentes é apresentado na figura 2.4. A interacdo dos fétons com a amostra
produz uma micro nuvem idnica que se expande no interior da camara. O feixe de
fétons é gerado por um laser ultravioleta pulsado com comprimento de onda de

337 nm, largura temporal de 3 a 4 ns e energia média por pulso de 120 pJ.

A amostra consiste de uma mistura da substancia que se quer analisar (analito)
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Figura 2.3: Foto do espectrometro MALDI-AMS.

Laser —y —»* parao
337 nm| start Osciloscopio

Manipulador XY lente

L] I - para o
E Va : —\ analisador
! -
1

nuvem
16nica

|atraso f—|comutador |

bomba

Figura 2.4: Esquema da fonte de ions MALDI.

com uma segunda substancia absorvedora de luz ultravioleta (matriz), embora seja
possivel, dependendo do analito, dispensar o uso da matriz em uma técnica
conhecida apenas como Laser Desorption lonization (LDI) [18]. A interacdo da luz laser
com a amostra provoca a volatilizagdo de ions (ou dessor¢do idnica) das moléculas
produzindo uma micro nuvem carregada eletricamente. Essa nuvem contém uma
populacdo de fragmentos moleculares e de moléculas intactas do analito e da matriz
nas formas ionica ou neutra. Um campo elétrico, existente entre a amostra em alta
tensdo e uma grade de alta transmissao, acelera as moléculas que estiverem ionizadas

na direcdo do analisador de massas e do sistema de detecao.



2.2 A Fonte de fons MALDI 13

A fonte é equipada com um manipulador XY para deslocar o porta-amostras
em relacdo ao ponto de incidéncia do laser permitindo que vérias regides da amostra
possam ser ionizadas; com um sistema de lentes eletrostaticas, composto por um anel
focalizador, com tensdo V,, e por uma lente Einzel, polarizada com potencial V}, que
auxilia na focalizagdo e transmissdo dos ions para o sistema de injegdo do acelerador.

A janela de quartzo por onde os pulsos do laser entram na fonte, bem como
visores de vidro para a instalacdo de uma lampada dicroica e de uma camera de video
para inspecdo da incidéncia do laser na amostra sdo visualizados na foto da fonte

MALDI da figura 2.5.

para o
analisador

Alimentacao

Figura 2.5: Imagem da fonte de ions MALDI do LIP.

Um sistema de extracdo atrasada (delayed extraction) pode ser utilizado na fonte
de ions com a finalidade de minimizar a dispersdo no tempo de voo causada pela
distribuicdo de velocidades iniciais caracteristica de cada ion molecular aumentando,
portanto, a resolu¢do em massa do espectrometro. Neste modo de extragdo de ions, a
alta tensdo da amostra é ligada apds a expansdo livre da nuvem idnica. Dessa forma,
os fons emitidos com maior energia cinética recebem menos energia potencial do
campo elétrico. O atraso do instante em que a alta tensdo da amostra é ligada em
relagdo ao instante correspondente a emissdo das particulas é tal que moléculas de
mesma massa emitidas com velocidades iniciais diferentes cheguem ao detector de

fons simultaneamente. A focalizacdo temporal, conseguida através deste modo de
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extracdo, pode aumentar considerdvelmente a resolugdo em tempo do espectrometro.
Uma foto da fonte MALDI do espectrometro ja acoplada ao acelerador tandem
é apresentada na figura 2.6 onde sdo indicados o porta-amostras e o aparelho laser. O

percurso inicial dos ions também esta apresentado.

Laser UV

Figura 2.6: Imagem da fonte de ions MALDI montada no acelerador tandem.

2.21 A preparacdo de amostras

A caracterizagdo e o ajuste da Optica idnica do novo espectrometro
MALDI-AMS foram feitos com a utilizacdo de amostras padrdo uniformes de iodeto
de césio (Csl) preparadas por evaporagdo do sal sobre um suporte. A uniformidade é
necessaria para que o feixe pulsado de fétons possa induzir a emissdo de ions
moleculares independentemente da posi¢do em que incide no alvo. As amostras para
andlise de moléculas de massas elevadas e termicamente instiveis exigem um
preparo especial que envolve a utilizacdo de matrizes com ressonancia de absor¢do na
frequéncia do laser [19] e ndo sdo uniformes. E o caso das amostras de insulina,
utilizadas para testes do equipamento com moléculas de massa maiores. Nesse caso,
a emissdo idnica depende fortemente da posi¢do de incidéncia dos pulsos de laser.

As amostras utilizadas na técnica MALDI sdo, em geral, preparadas como uma
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camada homogénea de pequenos cristais da matriz contendo uma solugado sélida do
material a ser analisado. Para otimizar os resultados, existe uma variedade de matrizes
bem como métodos de preparagdo que dependem da natureza do analito. A matriz tem
o papel de absorver a energia dos pulsos de laser, provocando a dessorg¢do e ionizagdo

de parte da amostra e, consequentemente, do material que ser quer analisar.

As matrizes mais utilizadas para proteinas e peptideos sdo os dcidos a-ciano-4-

hidroxicindmico (a-ciano), Sinapinico e 2,5-Dihidroxibenzéico (DHB).

Os 4cidos a-ciano e Sinapinico sdo insoltiveis em dgua e soltveis em solventes
organicos. Ambos possuem a vantagem de formar cristais pequenos e homogéneos, o
que contribui para uma boa resolugdo dos espectros de massa. O primeiro, é
comumente utilizado em peptideos de até 10.000 u, tendo a desvantagem de transferir
considerdvel energia para o analito durante o processo de dessorcdo e ionizacdo,
causando grande fragmentagdo idnica. A matriz de 4cido Sinapinico é a escolha mais
comum na andlise de proteinas acima de 10.000 u, os ions do analito recebem menos

energia e o nimero de fragmentagdes é menor.

O DHB é a matriz utilizada na preparagdo de glicoproteinas e também
frequentemente usada em peptideos. Diferentemente das matrizes citadas acima, é
solivel em 4gua assim como em solventes organicos. A principal desvantagem é a
formacdo de grandes pontas de cristais. A geometria da amostra ndo é uniforme e o
espectro obtido por dessor¢do de diferentes pontos da amostra tem uma resolugdo
consideravelmente menor do que o espectro obtido com matrizes de a-ciano e 4cido
Sinapinico. Sua principal vantagem na andlise de peptideos é o fato de ser mais

tolerante a contaminantes como sais e detergentes do que outras matrizes.

Neste trabalho, as amostras de insulina foram preparadas com a matriz DHB, e

a técnica de preparacdo empregada é apresentada na figura 2.7.
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Figura 2.7: Técnica de fabricagdo de amostras para analise MALDI e uma foto de amostra de
insulina.

2.3 O Acelerador Tandem

O acelerador utilizado no espectrometro é do tipo Pelletron-tandem, modelo
5SDH e fica localizado no LAMFI. Esse acelerador foi construido pela National
Electrostatic Corporation (NEC) e pode alcancar 1,6 MV de tensdo em seu terminal [20].

No centro do tandem ha uma camara de gés (stripper) que opera em alta tensao
positiva e, como a entrada e a saida do acelerador estdo aterradas, somente os ions
negativos que perderem elétrons na interacdo com o gés e ficarem positivos serdo
acelerados nos dois estdgios.

A alta tensdo do terminal é atingida por meio de uma correia segmentada que
possui pequenos cilindros metélicos (pellets) isolados por uma base de nylon que sédo
carregados eletricamente por um processo de inducdo eletrostdtica. Um eletrodo
indutor negativo carrega positivamente os cilindros metéalicos que, ao passarem pelo
indutor perdem o contato com uma roldana guia que esta aterrada e adquirem carga
positiva. Ao encontrarem com a roldana que estd ligada ao terminal de alta tensdo, os

pellets transferem a sua carga positiva para o terminal.
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Nesse processo de alta tensdo podem ocorrer descargas em forma de faiscas no
ambiente proximo do tubo acelerador. Assim, é necessério envolvé-lo com um material
dielétrico isolante, em geral o gds Hexafluoreto de Enxofre (SFs) a uma pressdo de
80 psi.

Quando a tensdo no terminal do acelerador é inferior a 900 kV, uma barra
metdalica com comprimento varidvel curto-circuita trechos dos estagios de aceleracao.
Tal procedimento tem a finalidade de garantir a uniformidade do campo elétrico
dentro do tandem. Na tabela 2.1 consta a relagdo entre a tensdo no terminal Vr e o
comprimento da barra B. A alteragdo das distancias percorridas pelos ions em regides
de aceleracdo e de campo uniforme, devido a variacdo do comprimento B, provoca

mudangas em seus tempos de voo.

Vr (kV) B (cm)

<100 50
101-300 40
301-500 30
501-700 20
701-900 10

> 900 0

Tabela 2.1: Relacdo entre a tensdo no terminal do acelerador V7 e o comprimento B da barra
metalica que curto-circuita trechos do estagio de aceleracao.

Na figura 2.8 pode-se visualizar a camara de gas e o segundo estdgio de

aceleragdo do tandem.

2.4 Sistema de Deteccao

Para registrar a chegada dos ions provenientes da amostra, sdo utilizados dois
detectores. Um, do tipo microchannel plates (MCP) [21], esta localizado antes da entrada
do acelerador para a verificagdo do funcionamento da fonte MALDI. Esse detector
pode ser deslocado do eixo do espectrometro para que os ions produzidos na fonte

possam penetrar no acelerador. O outro detector, do tipo microsphere plates (MSP) [22],
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Figura 2.8: Segundo estagio de aceleracdo do acelerador e célula gasosa.

é colocado na saida do acelerador e fornece os sinais stop que encerram as medidas
dos tempos de voo. Um detector MCP consiste de duas placas de um vidro especial,
micro perfuradas, colocadas paralelamente a um anodo polarizado com alta tensdo
(= 3000 V) através de um divisor de tensdo. O impacto de uma particula (fon ou
elétron) na superficie frontal do detector recoberta de material semicondutor provoca
uma cascata eletronica dentro das placas de vidro, a qual é recolhida por um anodo
para formar o pulso de saida. O funcionamento do detector MCP esta ilustrado na

figura 2.9.

O detector MSP é revestido em ambos os lados com eletrodos condutores. Os
fons primdrios incidem na face de baixo potencial do detector, produzindo elétrons
que sdo acelerados através das esferas, devido ao campo elétrico existente. Em cada
colisdo, multiplica-se o ntimero de elétrons, de modo que hd um grande ntimero de
elétrons secunddrios para cada elétron primério. O funcionamento do detector MSP

estd ilustrado na figura 2.10.

Os MCP e MSP sdao detectores rapidos e, portanto adequados para serem
utilizados em medidas de tempo de voo. Além disso, sua eficiéncia aumenta com a

energia do ion molecular.



2.5 Eletronica e Aquisicao de Dados 19

Eletrodos
/ Sh
I

Eletrodos

Radiagao
Primaria . v
Elétrons Parede de Vidro Saida dos

/ Secundarios  do Canal Elétrons
| Estrutura de Canais
Vidro
MCP1 MCP2
Anodo
c
.\/,_
4k7
W\L AWN——__1* a1
R1 R2 R3 R4 L

Figura 2.9: Esquema do funcionamento do detector MCP.
2.5 Eletronica e Aquisicao de Dados

O sistema de aquisicdo de dados é formado por um crondmetro eletrénico de
grande precisdo que é acionado por um sinal formado por parte do pulso do laser,
detectado em um fotodiodo. O feixe de fétons é dividido, parte incide na amostra
provocando a emissdo de moléculas e parte é detectado pelo fotodiodo que gera o
sinal start. O sinal de interrup¢ao da medida temporal, é proveniente do detector MSP
posicionado no fim do percurso dos ions. As medidas dos intervalos de tempo entre
os sinais start e stop, juntamente com as dimensdes conhecidas do sistema, permitem a
identificacdo dos ions moleculares.

Um diagrama simplificado do sistema de aquisi¢do de dados é apresentado na
figura 2.11. O sinal start, proveniente de parte dos fétons do laser, dispara o TDC ap6s
passar por um Constant Fraction Discriminator (CFD), responsavel por filtrar ruidos e
tratar a forma dos pulsos .

O TDC é um conversor tempo-digital de multiplos stop, no qual todos os sinais
stop que cheguem dentro de um intervalo de tempo pré-definido sdo registrados pelo

conversor. Esse moédulo possui a caracteristica de medir sucessivos intervalos de
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Figura 2.10: Esquema do funcionamento do detector MSP.

tempo relacionados a um mesmo evento que dispara o processo de contagem. Em
espectrometria de massa, o uso deste tipo de crondmetro permite o registro de uma
sequéncia de intervalos temporais relativos a ions formados em um mesmo evento de
dessorgdo. Um novo sinal start é aceito somente ap6s decorrido um periodo de tempo

pré-programado.

A vantagem do sistema com TDC é a elevada resolugdo em tempo, sendo ideal
para aplicagdes que necessitem de alta precisdo na determinagdo das massas e gerando
resultados satisfatérios mesmo em situa¢des de baixas taxas de contagens. No lado
negativo conta o fato deste aparelho apenas registrar a chegada dos ions sem conseguir

medir quantos ions existem por evento.

Os dados registrados sdo enviados a um computador, onde os espectros de

massa sdo construidos em tempo real e armazenados pelo programa pTA.

O pTA, além de apresentar os espectros como nimero de ions por tempo de voo,
possui uma ferramenta de calibracdo que possibilita ler o espectro em unidades de
massa atOmica. Para tanto, picos de elementos conhecidos do analito sdo marcados no

programa e suas massas servem de base para a interpolacdo de uma curva em unidades
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de massa atdmica. A titulo de ilustragdo, na figura 2.12 é mostrado um espectro de CsI

visualizado no pTA durante as medigoes.

——>\ ToF Detector

CFD (start) (stop)

TDC CFD

PC

Figura 2.11: Diagrama do Sistema de Aquisi¢do de Dados.

Figura 2.12: Apresentagdo de um espectro de massa de Csl no pTA.



22

Montagem Experimental




Capitulo 3

Métodos de Simulacao



24

Métodos de Simulacao




3.1 Simulacao dos Espectros 25

3.1 Simulacao dos Espectros

Com a finalidade de calibrar os espectros medidos e determinar os varios ions
originados nas amostras analisadas, foi utilizado o programa SIMION [23].

O SIMION é um software de modelagem de campos eletrostaticos e magnéticos.

Para o processo de simulagdo, é necessdrio fornecer a geometria do
espectrometro no SIMION e definir os eletrodos e seus potenciais. A geometria pode
ser desenhada graficamente utilizando a ferramenta de edigdo Modify dentro do
software ou através de arquivos de geometria (extensdo .GEM) definindo os eletrodos
e sua distribuicdo espacial por meio de uma linguagem especifica em arquivo de
texto. Devido a facilidade em modificar as dimensdes, adicionar elementos
eletrostaticos, bem como de portabilidade, a implementagdo do sistema MALDI-AMS
foi feita com arquivos de geometria.

Dada uma configuracdo de eletrodos e seus potenciais, o programa gera uma
matriz de pontos, resolve a equagdo de Laplace, e simula as trajetérias de fons através
da geometria fornecida. O programa permite trabalhar com simetrias axiais ou
cilindricas, sendo possivel o calculo das trajetérias completas em trés dimensdes.

Os ions podem ser definidos individualmente ou em grupos e entre os
parametros que podem ser ajustados estdo a energia cinética, a massa, a carga, a

posicdo e a diregao das particulas.

3.2 Dimensoes do Sistema

Para a realizagdo das simula¢des foi necessdrio medir as dimensdes do
espectrometro. Um diagrama da geometria do equipamento, fora de escala, com os
valores medidos é mostrado na figura 3.1.

As distancias Li, L, e L3 fazem parte da fonte de ions MALDI e L, representa
parcialmente o sistema de injecdo dos ions no acelerador. As dimensdes L; e L7

compreendem, nesta ordem, o primeiro e o segundo estagio de aceleracdo do tandem.
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Figura 3.1: Diagrama da geometria do espectrometro de massa e suas dimensdes.

Ap6s o ultimo estdgio de aceleracdo, os fons percorrem Lg até atingirem o detector
MSP. A extensdo da camara gasosa na dire¢do da trajetéria dos ions é dada por Lg. A
distancia B é varidvel e depende da tensdo aplicada nos terminais do acelerador
conforme descrito na se¢do 2.3. Um aumento do comprimento em B indica que
modulos do acelerador foram aterrados. Dessa forma, devido a variagdo em B, as
dimensdes Ls, Lg, L7 e Ls também vao ser alteradas, sendo necessario reconfigurar a

geometria simulada.

3.3 Geometria Implementada

A geometria do MALDI-AMS foi implementada no SIMION com simetria do
tipo cilindrica, um corte longitudinal do sistema simulado e de seus elementos é

mostrado na figura 3.2.

Porta Amostras Lentes Einzel Camara Gasosa
Grade
J Anel o
'Lll Lzl L; L, | Ls | Le | L, ' Lg |

Figura 3.2: Geometria implementada no SIMION (fora de escala).

Os elementos representados por um quadriculado sao eletrodos que impedem
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a passagem do feixe de fons. As linhas verticais sdo elementos transparentes a
passagem das particulas, atuam como grades ideais de alta transmissdo e podem ter
seus potenciais alterados, permitindo mudangas dos campos eletrostéticos nos setores
simulados. As estruturas simuladas do suporte da amostra, da grade existente na
fonte MALDI e do anel estdo indicadas na figura 3.2.

O suporte das amostras é polarizado com tensdo negativa e a grade estd em
tensdo positiva. Esse é o primeiro estdgio de aceleracdo do espectrometro e sua
principal funcdo é de injetar no acelerador os fons que saem da amostra devido aos
fétons que nela incidem. O anel, também representado na figura 3.2, funciona como
uma lente eletrostatica que, juntamente com o conjunto de lentes Einzel, possibilita a
focalizacdo do feixe para que os ions percorram toda a extensdo do equipamento e

sejam detectados no final da trajetoria.

3.4 A Simulagao

Com a geometria implementada no SIMION, é necessario executar o processo
de refinamento dos potenciais para a resolugdo da equacdo de Laplace com os
eletrodos criados. O método aqui utilizado é o chamado Fast Adjust Array, que leva
em conta a propriedade de solugdo aditiva da equacdo de Laplace. Nele, os potenciais
de cada eletrodo sdo resolvidos separadamente possibilitando a alteragdo da tensdo
de cada eletrodo de forma rdpida, muito til para as simulagdes de variadas energias
no terminal do acelerador e nas lentes eletrostaticas de focalizacdo do espectrometro.

Ap6s o refinamento, é possivel definir os potenciais de cada eletrodo e entdo
iniciar o processo de simulagéo.

A fonte MALDI simulada é vista em detalhe na figura 3.3. Foram ajustados os
potenciais usualmente utilizados de —12 kV na amostra, +1 kV na grade e —2,5kV no
anel, algumas linhas equipotenciais geradas pelo SIMION estdo presentes na imagem.

A alta tensdo no terminal do acelerador é simulada através da segmentacdo

dos estagios de aceleracdo em vérios eletrodos como pode ser visualizado na figura
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Figura 3.3: Fonte MALDI simulada.
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3.2. A segmentacdo do estdgio de aceleragdo, além de reproduzir um campo elétrico
uniforme através do incremento gradual dos potenciais até a tensdo maxima definida
no terminal do acelerador, também possibilita simular os trechos que sdo
curto-circuitados quando a tensdo no terminal é inferior a 900 kV, conforme
mencionado na se¢do 2.3 (variagdo dos comprimentos dos seguimentos L5, Lgs, L7 e
Lg). Na figura 3.4 sdo indicadas parte da cdmara gasosa e do segundo estdgio de
aceleracdo do tandem simulados com algumas linhas equipotenciais destacadas em

vermelho.

Figura 3.4: Camara gasosa e segundo estagio de aceleracdo simulados.

Para enfim simular os tempos de voo é necessario inserir no SIMION os dados
dos fons que serdo analisados como a posicdo e energias iniciais, carga elétrica e
massa. Os resultados da simulacdo podem ser visualizados na tela do computador

durante a simulagdo ou alternativamente, o programa pode ser configurado para
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gerar um arquivo de texto contendo as seguintes informagdes: o tempo de voo,

energia, velocidade e as posi¢des finais dos fons.

3.5 Resultados das Simula¢oes

Um espectro de Csl, obtido experimentalmente no sistema MALDI-AMS com
gas nitrogénio (N3) a pressdo de 5,2 x 1077 torr na cAmara gasosa e com tensio no

terminal do acelerador igual a 0,6 MV, é apresentado na figura 3.5.
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Figura 3.5: Espectro de uma amostra de CsI com 0,6 MV no terminal do acelerador.

Devido as tensdes na fonte MALDI, dentre os ions que saem da amostra,
denominados precursores, somente os negativos sdo acelerados e penetram no
tandem. Esses ions sdo acelerados no primeiro estdgio do acelerador e ao colidirem
com as moléculas do gds, no interior da cdmara, podem sofrer trocas de carga e/ou
fragmentagdes, gerando ions “filhos” positivos ou negativos com diversos estados de
cargas. Os fons positivos sdo novamente acelerados no segundo estagio.

Através de simula¢des no SIMION foram identificadas as diversas “familias”
geradas pela amostra de Csl e que aparecem no espectro da figura 3.5. O Csl possui a
caracteristica de formar aglomerados devido a interagdo com o laser de ultravioleta,

com as seguintes composi¢des Cs(,+1)L para as formas positivas e Cs,l ) para as
negativas, com n inteiro positivo. As figuras 3.6 a 3.10 apresentam trechos expandidos

do espectro do Csl destacando cada uma das “familias”. Os picos em azul
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correspondem aos resultados experimentais e as linhas vermelhas aos resultados
obtidos a partir de simulagdes feitas com o SIMION.

A familia do I é mostrada na figura 3.6. Nas figuras 3.7, 3.8, 3.9 e 3.10 sdo
apresentadas as familias do CsI™, Csl;, Csl; e Cssl, respectivamente.

Na figura 3.6 sdo identificados o composto neutro I e os estados de carga de I'"
aI°* gerados a partir do fon precursor I~ ao colidir com as moléculas de N, na cAmara
gasosa. Para osions Csl™ e CsnI(_n 1), has tiguras 3.7, 3.8, 3.9 € 3.10, os estados de cargas
identificados correspondem aos 4tomos de Cs e I provenientes da quebra da estrutura

dos fons precursores.
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Figura 3.6: Resultados da simulagdo com o SIMION para a familia do I™.
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Figura 3.7: Resultados da simulagdo para a familia do CsI™:
a esquerda trecho com o composto neutro e a direita os estados de cargas em detalhe.

Os resultados da simulacdo aparecem deslocados em tempo com relacdo aos

dados experimentais. Tais deslocamentos sdo aproximadamente constantes para cada



3.5 Resultados das Simulag¢des

31

contagem

contagem

400

350 4

300 o

250

200

150

100

50 4

T
Experimental
Simulado

0

Csl,
1

tempo de voo (us)

contagem

400

350

300

250

385

39,0

39,5 40,0

tempo de voo (us)

Figura 3.8: Resultados da simulagdo para a familia do Csl, :
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Figura 3.9: Resultados da simulagdo para a familia do Cs»I;:
a esquerda trecho com o composto neutro e a direita os estados de cargas em detalhe.

familia, ou seja, deslocando toda a familia proveniente do fon precursor i por um
valor At; os valores simulados passam a coincidir com os dados experimentais. Os
resultados visuais destes deslocamentos sdo apresentados nas figuras 3.11, 3.12,3.13 e
3.14, o ajuste referente ao ion precursor I" foi omitido devido ao deslocamento ser
imperceptivel visualmente. A necessidade de deslocar os tempos de voo calculados
ndo impossibilitou a determinacdo dos diversos picos. Deslocamentos temporais em
relacdo aos dados experimentais sdo esperados e estdo em parte associados a
eletronica envolvida na obtengdo dos espectros. Os sinais gerados e processados ndo
sdo recebidos instantaneamente pelo sistema de aquisicio de dados. Devido a

dimensdo de todo o aparato experimental e a ordem de grandeza dos tempos

medidos, fatores como tempo de resposta dos detectores, comprimentos dos cabos e
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Figura 3.10: Resultados da simulagdo para a familia do Cs3I; :

a esquerda trecho com o composto neutro e a direita os estados de cargas em detalhe.
tempo de processamento dos dados gerariam uma diferenca de tempo constante para
todas as familias que ndo apareceria nas simulagdes, pois, nesta, ndo hd atrasos
eletronicos. As diferencas entre os tempos de voo da simulacdo e os medidos,
referentes a cada familia, estdo na tabela 3.1. Os resultados obtidos indicam que as

simulagdes constituem auxilio importante para a calibragdo de espectros.
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Figura 3.11: Resultados da simulacdo para a familia do CsI™ deslocados de 0, 033 ps.

Utilizando o método de simulacdo foi feito um estudo da influéncia da
variacdo da tensdo da Einzel nos tempos de voo dos ions. Esse estudo é apresentado
na figura 3.15 e compara os valores simulados com os resultados experimentais. Nele,
observa-se que as estruturas simuladas reproduzem os efeitos medidos
experimentalmente e que hd um aumento no tempo de voo quando a tensdo na Einzel
é aumentada. Tal comportamento é esperado tanto para as particulas neutras quanto

para os fons positivos uma vez que a lente Einzel estd agindo sobre os ions negativos
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Figura 3.13: Resultados da simulagdo para a familia do CsyI; deslocados de 0, 11 us.

precursores provenientes da fonte antes que estes penetrem no acelerador.

As curvas experimental e simulada dos graficos da figura 3.15 tornam-se mais
afastadas conforme o aumento da massa das moléculas analisadas. Esse fato
corrobora com o comportamento observado na tabela 3.1, que mostra que quanto
maior a massa do fon precursor, maior é o deslocamento entre os tempos de voo
simulados e as medidas experimentais.

No grafico da figura 3.16 é apresentado um estudo similar onde a tensdo na
Einzel foi fixada em —7 kV e verificou-se a influéncia da variacdo da tensdo no
terminal do acelerador nos tempos de voo dos fons. Novamente a simulagdo

reproduziu o comportamento dos dados experimentais.
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Familia Tempo deslocado (us)

I
Csl™
Csl;,
CSQI:;
CS3IZ

0,0038
0,033
0,060

0,11
0,12

Tabela 3.1: Tempos deslocados nas familias da amostra de Csl.
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4.1 Expressoes de Tempo de Voo

E importante salientar que a calibragéo de espectros de tempo de voo obtidos
com esse novo equipamento é bastante complexa. J4 foi mencionado que os ions
negativos emitidos pela amostra e acelerados no primeiro estdgio do tandem podem,
na camara de gds, perder um ou mais elétrons, tornando-se neutros ou positivos.
Também ha a possibilidade dos ions permanecerem negativos. Sendo assim, o
segundo estdgio do acelerador é percorrido por moléculas neutras, positivas e
negativas e para cada uma das trés situacdes ha uma expressdo diferente para o
tempo de voo. A possibilidade de fragmentacdo das moléculas ao colidirem com o
géas da camara de troca de carga é outro fator que dificulta a andlise dos espectros de

tempo de voo.

A obtencdo das equagdes de tempo de voo envolvem conceitos cldssicos de
cinemadtica e eletricidade. Esses conceitos sdo aplicados nos diferentes segmentos do
espectrometro, levando em consideracdo as variadas distincias e campos
eletromagnéticos em cada estagio de aceleragdo. O desenvolvimento das expressdes
de tempo de voo é baseado no mesmo diagrama do método de simulagédo,
apresentado na figura 3.1 da se¢do 3.2 e onde estdo indicadas as distancias percorridas
pelas moléculas e os elementos onde hd tensdes aplicadas. Neste caso, porém, os
estdgios de aceleracdo sdo considerados regides continuas, diferenciando-se do
tratamento dado anteriormente, no qual tais trechos eram divididos em etapas, o que

lhes conferia maior proximidade da real construgao do acelerador.

As moléculas emitidas pela amostra sdo submetidas a um primeiro potencial
acelerador ao longo da distancia L;, atravessam as distdncias L,, L3 e L, em
movimento aproximadamente uniforme com a velocidade adquirida ao longo do
trecho L;, percorrem o primeiro estdgio de aceleracdo do tandem (Ls) e chegam a
célula gasosa (Ls). No segundo estdgio de aceleragdo do tandem (L;), o movimento
das moléculas depende das caracteristicas de massa e carga resultantes de sua

passagem pela célula gasosa. Particulas negativas sdo desaceleradas, particulas
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positivas sdo novamente aceleradas, enquanto as particulas neutras ndo sofrem
influéncia deste estagio de aceleracdo. Na distancia Ls todas as particulas se deslocam
com movimento uniforme.

Nos primeiros seis estdgios do aparato experimental (até a célula gasosa da
tigura 3.1), a expressdo de tempo de voo para uma molécula de massa m e carga ¢,

proveniente da amostra é

|% Lo+ L
Atr,rs = [2L1 v _1V2 +2 2‘/2 & (V1 + Vf—vlvz) + Ly
Ls — B Vi m
2 Vi 2_ L¢+ B . 4.1
+2 =5 (Vi + Vvz—via) + (Lg + B) v | V2w (4.1)

Se uma molécula, apds as possiveis fragmentacdes e/ou trocas de carga na
célula gasosa, deixar o estdgio denominado Ls com massa m' e carga nula, ndo sofrerd
os efeitos do campo elétrico no segundo estagio do tandem. Assim, a expressdo de

tempo de voo para essa molécula nos dois tltimos percursos do trajeto é

m

Ao = et Lo 5=y

(4.2)

Nesse caso, o tempo de voo depende exclusivamente da massa com que a
particula iniciou o percurso. Isso se deve ao fato da molécula neutra percorrer os dois
altimos estadgios em movimento uniforme, com a velocidade com que saiu da célula
gasosa. Se a molécula que deixar a célula gasosa tiver massa m’ e carga ¢’ (positiva ou
negativa), os efeitos do campo elétrico nos estdgios seguintes devem ser considerados

e a expressdo referente ao movimento nessa parte do percurso é

L; — B)m/ - 2
At7, L, = (7(],—‘/4)”1 (\/2[V13L+V4(:31/—i>] - Eq (Vi = V4)>

mm/

+ (Ls + B) \/ S (Ve =V T2t (4.3)
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Além da realizacdo de simulag¢des, foram efetuados cédlculos dos tempos de voo
para identificacdo dos picos do espectro da figura 3.7 da segdo 3.5.

A tabela 4.1 apresenta os valores de tempos de voo para a “familia” do Csl
obtidos experimentalmente, obtidos pelo processo de simulacdo com o SIMION e os

calculados com uso das expressoes 4.1, 4.2 e 4.3.

Moléculas Experimental (1s) SIMION (us) Calculado (ps)

CsI® 35,75 35,74 35,78
Cstt 33,42 33,39 33,04
AR 33,36 33,34 32,98
Cst? 32,64 32,61 32,45
I+2 32,59 32,56 32,40
Cst3 32,22 32,19 32,10
I+ 32,17 32,14 32,05

Tabela 4.1: Valores experimentais, simulados e calculados dos tempos de voo.

Analisando a tabela 4.1, pode-se concluir que as simulag¢fes e cédlculos sdo
ferramentas tteis e complementares no procedimento de calibracdo dos espectros e

identificacdo dos vérios ions originados nas amostras analisadas.

4.2 Algumas DefinicOes

Como o pico do espectro é uma distribuicdo, é necessario verificar qual
estimativa do valor verdadeiro possui menor incerteza. Para tanto, foram analisadas
as estimativas da média, mediana e moda [24] das distribui¢des experimentais.

Considerando que n é o nimero total de intervalos de um histograma, f; a
frequéncia do i-ésimo intervalo, ¢, a posi¢do correspondente ao centro do i-ésimo
intervalo e definindo ", f; = A, os intervalos para a média, a moda e a mediana séo
encontrados através de

tifi
tmedia - % (44)
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“ A
tmediana = tm, tal que Z fz - E (45)

i=1

tmoda = tp, Onde p é o intervalo de maior frequéncia. (4.6)

A incerteza inicial da distribuicdo de cada pico pode ser estimada através do

desvio padrdo que pode ser obtido por

n

2=t S (t-0)°F 4.7)

i=1
Porém o desvio padrdo da média é apenas uma estimativa inicial, sendo que
as incertezas na média (0,cdia), mediana (o ,ediana) € moda (0,,040) podem ser obtidas

considerando que

U?nedia = aUQ (48)
U’?nediana = 50—2 (49)
02 oda = YO, (4.10)

sendo «, [ e 7 constantes.

Assim, é possivel perceber que a melhor estimativa para o valor do pico em
estudo é a que possui menor constante (menor incerteza). A partir da defini¢do do

desvio padrao é possivel determinar uma relagdo entre a constante e o x? reduzido

1 o 2 A-1)o & (1)

=1
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2 0.2 )
= =)\. 4.12
A —1 0_3\ - Xred ( )

Portanto, quanto menor for o x?, menor sera a incerteza da estimativa do valor

verdadeiro.

4.3 Anadlise Estatistica dos Dados Experimentais

A partir das equacdes de tempo de voo para as moléculas neutras (equagdes 4.1
e 4.2), percebe-se que é possivel escrever o tempo de voo total das moléculas neutras

na forma

t= K\/@, (4.13)
q

onde K depende apenas das distancias e das tensdes aplicadas no espectrometro, ou
seja, K = K (L, V') é constante para uma mesma configuragdo do sistema.

Dessa maneira, é esperado um modelo linear entre o tempo de voo das
moléculas neutras e a raiz das massas dos fons precursores. E interessante observar
que, de acordo com as equagdes 4.1 e 4.3, o tempo de voo dos fons que chegam ao
detector ndo € linear com a raiz da massa.

Para fazer um ajuste linear do tempo de voo das moléculas neutras pela raiz da
massa, foi necessario estimar o valor de cada pico estudado. Para isso, o ruido de fundo
foi removido utilizando o método de ajuste linear, conforme é mostrado pela figura
4.1b, e determinado os valores da média, mediana e moda para a distribuicdo. A figura
4.1 exemplifica 0 método descrito para o pico do I, sendo que 0 mesmo procedimento
foi adotado para os picos do CsI’, Csly, Cs,I3, Csslj e Cs,I.

A seguir foi feito o ajuste linear a partir do Método dos Minimos
Quadrados (MMQ) [24] utilizando a média, a mediana e a moda como estimativas do
valor verdadeiro e o desvio padrdo como estimativa inicial da incerteza. Os ajustes e

os gréficos de residuos para cada estimativa adotada sdo apresentados nas figuras 4.2
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Figura 4.1: Processo de determinacio dos valores da média, mediana e moda para o pico do I°.

a 4.4 e os resultados do ajuste sio mostrados na tabela 4.2.

tmedia Zfmediana tmoda

Coeficiente angular 2.22376(3) 2.22352(3) 2.22328(3)
Coeficiente linear  -0.0892(5) -0.0852(5) -0.0821(5)
2 975 1093 2472
X2od 244 273 618

Tabela 4.2: Resultados para os ajustes lineares.

A partir da anélise do ajuste, pode-se perceber que mesmo que o ajuste linear
seja visualmente adequado ao modelo proposto nos trés casos, o grafico de residuos
mostra uma tendéncia dos dados experimentais, indicando que o tempo de voo das
moléculas ndo tem comportamento linear com a raiz quadrada da massa. Tal

observacdo pode ocorrer por causa da precisio do tempo de voo (da ordem de
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nanosegundos) que pode evidenciar alguma influéncia quadratica ou até ctbica de
parametros do equipamento no tempo de voo das moléculas.

Como foi concluido que os dados experimentais ndo seguem um
comportamento linear, o MMQ foi utilizado novamente, porém, desta vez para um

ajuste de uma funcdo quadratica da forma

y=ar’+bx+c. (4.14)

Os ajustes quadréticos e os gréficos de residuos para cada estimativa adotada
sdo apresentados nas figuras 4.5 a 4.7; os valores obtidos com esses ajustes estdo na
tabela 4.3. Os resultados indicam que o ajuste quadratico para os dados experimentais

é uma boa aproximacao para as moléculas estudadas.

tmedia tmediana tmoda
a  1.22814918(18) x 1074 1.34741260(18) x 10~4 1.86278177(18) x 10~
b 2.219216135(25) 2.218531948(25) 2.216393418(25)
¢ 5.04037(20) x 1072 4.25772(20) x 1072 2.32526(20) x 1072
2 122 95 510
X2 41 32 170

Tabela 4.3: Resultados para os ajustes quadraticos.

O ajuste quadratico foi feito para outros dois espectros e os valores do x*
reduzido para cada espectro utilizando a média, a mediana e a moda sdo

apresentados na tabela 4.4.

Espectro tmedia tmediana 2fmodob

1 41 32 170
2y 2 41 22 21
3 51 39 59

Tabela 4.4: Resultados para os X%e 4 hos ajustes quadréticos dos espectros experimentais.

De maneira geral, para a aproximacado quadratica, parece existir uma tendéncia
de que a estimativa através da mediana possui menor incerteza, sendo assim, a melhor

estimativa para o tempo de voo verdadeiro do pico.
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5.1 Amostra de Csl

Para a caracterizacdo e testes iniciais do espectrometro foram utilizadas
amostras padrdo uniformes de Csl, cuja massa molecular é 259, 8 u. Nessas amostras,
o feixe pulsado de fétons pode induzir a emissdo de ions moleculares em qualquer
posicdo do alvo, diferentemente do que ocorre com as amostras de material organico
que ndo sdo uniformes.

Utilizando as amostras de Csl foi feito um estudo sistematico do
comportamento do espectrometro variando-se a tensdo no terminal do acelerador e
parametros relacionados a oOptica do feixe molecular. Tais medidas apontaram as
condicdes adequadas de operacado do sistema.

Um dos componentes para controle do feixe de ions é a lente eletrostatica Einzel,
cuja localizacdo no aparato instrumental é mostrada na figura 2.2.

Foi realizado um estudo visando determinar o valor de tensdo a ser utilizada
na lente que permitisse otimizar a transmissdo de fons para o interior da méaquina.
Com a tensdo da amostra fixada, foram feitas andlises para estudar a relacdo entre a
area dos picos das distribui¢des temporais dos ions em func¢do da tensdo na Einzel (em
modulo) para trés diferentes tensdes no terminal do acelerador. Os resultados obtidos
sdo apresentados nos graficos da figura 5.1. Pode-se concluir, para essas medidas, que
a maxima transmissdo dos ions através do espectrometro MALDI-AMS, ocorre entre 6
e 8kV.

O gréfico da figura 5.2 apresenta os valores da tensdo da lente Einzel em fungao
da tensdo do terminal do acelerador onde foi observada a méxima transmissao de ions.

Para a determinacdo da faixa de valores de tensdo no terminal do acelerador
para a qual os espectros tém melhor resolucéao, foi feito um estudo da dependéncia da
resolucdo do pico com a tensdo no terminal do tandem. O resultado, apresentado na
figura 5.3, mostra uma melhor resolugdo para valores de potencial entre 0,5 e 0,8 MV.

Para a escolha do tipo de gés a ser utilizado e de sua pressdo na camara de

troca de carga do acelerador, foi fixada a tensdo do terminal e foi feita a variacdo da
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Figura 5.1: Areas dos picos em fun¢do do médulo da tensio na Einzel para algumas “familias”
da amostra de Csl.

pressdo dos gases hélio (He), nitrogénio (N3) e oxigénio (O2). Os resultados para cada

gés sdo mostrados nos graficos das figuras 5.4 a 5.6. A comparagdo desses resultados

mostra que com o gds oxigénio hd uma maior contagem nos picos. Portanto, foi

possivel concluir que esse gas, para a situagdo em estudo, é o indicado para a maior

passagem das moléculas pela caAmara gasosa.

Pode-se notar também que em cada um dos graficos, o comportamento da curva

para a familia do iodo é semelhante e apresenta valores méximos para a pressdo menor

que 1uTorr. Assim, foi possivel concluir que a pressao do gés no trocador de carga deve

ser menor que 1 pTorr.
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Figura 5.2: Grafico da relacdo entre o médulo da tensdo na Einzel que otimiza o
funcionamento do espectrometro e a tensdo no terminal.

5.2 Amostra de Insulina

A anélise do espectro de insulina (5080 u) representou o inicio dos testes do
comportamento do espectrometro MALDI-AMS com amostras de massas mais

elevadas.

Os espectros apresentados na figura 5.7 foram medidos com amostras de
insulina preparadas com matriz DHB com a seguinte configuragdo do espectrometro:
—18kV na amostra, +1kV na grade, —2.5kV no anel, —10 kV na lente Einzel e 0, 8§ MV
no terminal do acelerador (sem a utilizagdo de barras). As figuras 5.7a e 5.7b
correspondem, respectivamente, a medidas realizadas com e sem corrente (30 A) no
ima localizado na saida do acelerador. No primeiro caso, 0 campo magnético do ima
desvia as particulas carregadas e apenas as moléculas neutras chegam no detector.

Para iniciar o processo de identificagdo dos picos do espectro de insulina da

tigura 5.7a, foram feitas simula¢gdes com o programa SIMION utilizando a geometria

implementada e descrita se¢do 3.3.
A figura 5.8 apresenta os picos identificados a partir da simulagdo, sendo
possivel perceber que os resultados simulados das cadeias « e 3 e da insulina estdo

consideravelmente mais a esquerda dos picos experimentais. Esse comportamento ja
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Figura 5.3: Influéncia da tensdo no terminal na resolugdo dos picos.

era esperado, pois, conforme resultados anteriores, o método de simulagdo produz
tempos de voo menores do que os respectivos experimentais. Como a massa
molecular da insulina é maior do que a do Csl, essa diferenca se torna mais
significativa.

Com a identificagdo dos seis picos da figura 5.8 foi possivel fazer uma calibragao
para determinar as possiveis massas dos demais. A figura 5.9 apresenta o grafico da

calibragdo e o ajuste de um polindmio segundo grau.
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Tensao no Terminal do Acelerador: 0,8 MV
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Figura 5.6: Contagem dos picos em funcdo da pressdo na célula gasosa com gés oxigénio para
tensdo no terminal de 0,8 MV.
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Neste trabalho é apresentada uma nova técnica de espectrometria de massa
por tempo de voo com uso de um espectrometro constituido pelo acoplamento de
uma fonte de ions MALDI com um acelerador de particulas do tipo tandem. Esse
equipamento, desenvolvido no Laboratério de Instrumentagao e Particulas (LIP) da
USP, denominado sistema MALDI-AMS, tem o objetivo de elevar a energia dos ions
produzidos na fonte MALDI e, assim, melhorar a eficiéncia de detec¢cdo de moléculas

de massas elevadas.

Trata-se de um equipamento inovador e complexo, que envolve a producédo de
ions moleculares, sua aceleragdo em diversos estdgios, com passagem em uma camara
de gds que promove a troca de carga das particulas e, eventualmente, provoca sua
fragmentagdo. Estruturas de focalizacdo, como o anel eletrostdtico da fonte de ions
e as lentes Einzel do acelerador, sdo utilizadas para que o feixe de ions moleculares,
proveniente da fonte MALDI, seja injetado no acelerador e percorra toda a extensdo do

espectrometro que tem cerca de 8 m de comprimento.

Devido a essa complexidade, amostras padrdo de Csl foram preparadas para as
tomadas de dados iniciais no equipamento e serviram como base para caracterizagdo
das condigdes de funcionamento do espectrometro. Parametros como tensdo nas lentes
Einzel, pressao e tipo de gas no trocador de cargas do acelerador foram estudados com

esse tipo de amostra.

Verificou-se que, no caso das amostras de Csl, existe uma regido de maxima
transmissdo dos ions através do espectrometro na faixa de tensdo nas lentes Einzel
entre 6 e 8 kV. O estudo mostrou ainda que, para esse material, a cdimera gasosa com
gds oxigénio em pressdes abaixo de 1 p/Torr fornece as condi¢des com maior contagem
nos picos das distribui¢cdes dos espectros de massa. As melhores resolugdes foram
obtidas com o terminal do acelerador operando entre 0,5 e 0,8 MV. Tais parametros
sdo o setup inicial nas tomadas de dados com outras amostras, servindo como base

para reprodutibilidade das medidas no equipamento.

Dois métodos de identificacdo das distribui¢des dos espectros foram testados.
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Um deles, através de simulagdo, utilizando o programa SIMION e o outro por meio
de célculos de tempos de voo. Ambos produziram resultados importantes para
auxiliar na identificagdo dos diversos picos dos espectros de massa. A geometria do
sistema MALDI-AMS implementada no programa SIMION, no entanto, mostrou-se
mais versatil ao possibilitar a reprodugdo dos efeitos de componentes do acelerador,
como as lentes Einzel, que foram simuladas, e geraram resultados iguais aos
verificados experimentalmente.

O estudo do espectrometro para amostras de massas elevadas iniciou-se com
a insulina, cuja massa molecular é de 5808 u. Com a simulacéo, utilizando o software
SIMION, foram identificados diversos picos do espectro dessa amostra. A partir desses
picos também foi possivel fazer a calibragdo do espectro de insulina. O conhecimento
de tal espectro auxilia no estudo de macromoléculas no espectrometro MALDI-AMS.

O trabalho apresentado, descrevendo a montagem do novo equipamento, seus
primeiros resultados e mostrando a viabilidade da aplicagdo de aceleradores de
particulas em analises de massa de macromoléculas, constitui importante registro de

uma inovadora técnica em espectrometria de massa.
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