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As cidades, como os sonhos, são construídas por 
desejos e medos, ainda que o fio condutor de seu 
discurso seja secreto, que as suas regras sejam 
absurdas, as suas perspectivas enganosas, e que 
todas as coisas escondam uma outra coisa. 

— Eu não tenho desejos nem medos — declarou o 
Khan —, e meus sonhos são compostos pela mente 
ou pelo acaso. 

— As cidades também acreditam ser obra da mente 
ou do acaso, mas nem um nem o outro bastam para 
sustentar as suas muralhas. De uma cidade, não 
aproveitamos as suas sete ou setenta e sete 
maravilhas, mas a resposta que dá às nossas 
perguntas. 
 
[...] 
 
Às vezes, basta-me uma partícula que se abre no meio 
de uma paisagem incongruente, um aflorar de luzes na 
neblina, o diálogo de dois passantes que se encontram 
no vaivém, para pensar que partindo dali construirei 
pedaço por pedaço a cidade perfeita, feita de 
fragmentos misturados com o resto, de instantes 
separados por intervalos, de sinais que alguém envia 
e não sabe quem capta. Se digo que a cidade para a 
qual tende a minha viagem é descontínua no espaço e 
no tempo, ora mais rala, ora mais densa, você não 
deve crer que pode parar de procurá-la. Pode ser que 
enquanto falamos ela esteja aflorando dispersa dentro 
dos confins do seu império; [...] 

 (Italo Calvino, em As Cidades Invisíveis) 



  

   

 

RESUMO 

Fernandes, A. S. Caracterização do padrão de fragmentação da ciclofosfamida 
por espectroscopia vibracional de íons na fase gasosa. 2023. 105p. Dissertação 
(Mestrado) – Programa de Pós-Graduação em Química. Instituto de Química, 
Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

A ciclofosfamida é um dos fármacos mais bem-sucedidos e largamente 

utilizados como agente quimioterápico para o tratamento de câncer. Em vista do seu 

potencial ecotoxicológico e da relevância de se ampliar os conhecimentos clínicos e 

biomédicos a seu respeito, evidencia-se uma necessidade de otimizar as capacidades 

de identificação e quantificação de espécies químicas relacionadas a essa molécula 

em diferentes tipos de amostras naturais e biológicas. O estudo apresentado nesta 

dissertação teve, pois, como objetivo, prover uma compreensão mais aprofundada da 

estrutura, dos sítios de protonação e do padrão de fragmentação da ciclofosfamida. 

Fez-se uso de técnicas avançadas de espectrometria de massas, com destaque para 

a espectroscopia de dissociação por múltiplos fótons no infravermelho (IRMPD), com 

o subsídio de cálculos teóricos de energia e de frequências vibracionais, que 

permitiram comparar as propostas estruturais para os íons detectados com os 

espectros experimentais.  

As principais espécies iônicas geradas a partir do fármaco – molécula 

protonada e aduto de sódio – foram identificadas nos espectros de massas das 

amostras e tiveram suas assinaturas vibracionais determinadas. A análise da 

ciclofosfamida protonada indicou a presença de uma mistura de isômeros de 

protonação, o que foi corroborado por cálculos de energia de solvatação. Por meio da 

dissociação induzida por colisão (CID), o padrão de fragmentação dos dois íons foi 

investigado. Os espectros IRMPD registrados de cada fragmento viabilizaram a 

elucidação estrutural da maioria das espécies, por comparação teórico-experimental. 

Como resultado, algumas vias se mostraram bastante recorrentes, como a perda de 

HCl ou NaCl. Sugere-se que tal quebra possa levar à formação do cátion aziridínio, o 

que representaria uma correlação entre o comportamento químico em fase gasosa e 

a ação do metabólito da droga no DNA. Outra fragmentação comum foi a perda de 

etileno (C2H4), em geral proveniente dos grupos cloroetilas. 



   

 

A grande valia dos cálculos computacionais deve ser destacada. Embora seja 

possível extrair informações estruturais diretamente de espectros no infravermelho, 

conclusões mais acertadas, que prezem pela diferenciação de estruturas similares e 

confôrmeros, requerem a comparação a espectros vibracionais teóricos de propostas 

para os íons. Adicionalmente, os cálculos foram empregados para modelar e avaliar 

a curva de energia potencial de um dos mecanismos de fragmentação apresentados. 

No contexto médico, espera-se que os resultados deste estudo possam 

oferecer contribuições que venham a fundamentar o desenvolvimento de 

procedimentos qualitativos e quantitativos mais sensíveis e precisos, ajudando a 

determinar dosagens ideais e respostas terapêuticas à droga. 

 

Palavras-chave: ciclofosfamida, espectrometria de massas, fragmentação, 

espectroscopia IRMPD, cálculos teóricos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

   

 

ABSTRACT 

Fernandes, A. S. Characterization of cyclophosphamide fragmentation pattern by 
vibrational gas-phase ion spectroscopy. 2023. 105p. Master’s Thesis – Graduate 
Program in Chemistry. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

Cyclophosphamide is one of the most successful and widely used 

chemotherapeutic agents for cancer treatment. In light of its ecotoxicological potential 

as well as the relevance of expanding clinical and biomedical knowledge about it, a 

demand arises for optimizing the identification and quantification capabilities for 

chemical species related to this molecule in different types of natural and biological 

samples. The study presented in this thesis had thus as its overall goal to provide a 

more profound insight of cyclophosphamide’s structure, protonation sites and 

fragmentation pattern. Advanced mass spectrometry techniques were employed, with 

emphasis on InfraRed Multiple Photon Dissociation (IRMPD) spectroscopy. As a 

support, theoretical calculations of energy and vibrational frequencies were performed, 

which allowed comparison amongst structural proposals for the detected ions and with 

the experimental spectra.  

The main ionic species generated from the drug – protonated molecule and 

sodium adduct – were identified in the mass spectra of the samples and had their 

vibrational signatures determined. The analysis of protonated cyclophosphamide 

indicated the presence of a mixture of protonation isomers, which has been 

corroborated by solvation energy calculations. Through collision-induced dissociation 

(CID), the fragmentation pattern of both ions was investigated. The recorded IRMPD 

spectra of each fragment enabled structural elucidation of most of the species, by 

means of theory/experiment comparisons. As a result, some paths were seen as quite 

recurrent, namely the loss of HCl or NaCl. The formation of the aziridinium cation is 

suggested to occur from this breakdown, establishing, if confirmed, a correlation 

between the chemical gas-phase behavior of the drug and the action of its metabolite 

on DNA. Another common fragmentation was the loss of ethylene (C2H4), in general 

coming from the chloroethyl groups. 

The substantial value of computational calculations must be highlighted. 

Although it is possible to extract structural information directly from infrared spectra, 



   

 

more accurate conclusions, regarding the differentiation of similar structures and 

conformers, require a comparison to theoretical vibrational spectra of proposals for the 

ions. Moreover, calculations were also performed to model and evaluate the potential 

energy curve for one of the fragmentation mechanisms presented. 

In the medical context, the results of this study are expected to provide 

contributions that shall found the development of more sensitive and accurate 

qualitative and quantitative procedures, helping to determine ideal dosages and 

therapeutic responses to the drug. 

 

Keywords: cyclophosphamide, mass spectrometry, fragmentation, IRMPD 
spectroscopy, theoretical calculations 
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1. Introdução 
 

De 1950 até 2016, a média global de expectativa de vida avançou em mais de 26 anos, 

indo de pouco menos de 46 para 72 anos de idade.1,2 Esse notório crescimento da longevidade 

humana é devido, em grande parte, ao desenvolvimento significativo do campo das ciências 

médicas ao longo do último século. Tal evolução trouxe não apenas um melhor entendimento 

dos processos biológicos como também a criação de diversos medicamentos e tratamentos para 

doenças existentes.  

Nesse contexto, um importante exemplo é a descoberta da penicilina como antibiótico, 

em 1942, que foi responsável por salvar inúmeras vidas desde então, ao combater eficazmente 

infecções bacterianas. Além dela, pode-se citar também a morfina e o ácido acetilsalicílico (para 

alívio da dor), a insulina (para o controle glicêmico no sangue de diabéticos), os inibidores de 

protease (para o controle do HIV), os agentes antineoplásicos (para o combate a células 

tumorais) e as diversas vacinas (para o desenvolvimento de imunidade a doenças virais). Todos, 

cada um com seu uso específico, permitiram a grande melhora na qualidade e na expectativa 

de vida da população mundial. 

Concomitante e posteriormente ao desenvolvimento desses novos fármacos, surge a 

necessidade de avaliar detalhadamente tanto os efeitos metabólicos de sua utilização pontual e 

continuada, como os efeitos ambientais do seu uso em larga escala pela população. No que se 

refere aos efeitos metabólicos, não basta saber que uma molécula funciona para determinado 

tratamento; é importante compreender a fundo os mecanismos por meio dos quais os 

medicamentos agem no organismo, os locais em que agem e os fatores que modulam essa 

atuação. Esse conhecimento permite que se encontrem ou desenvolvam drogas cada vez mais 

eficientes e que se descubram e solucionem problemas inerentes ao uso de moléculas 

específicas. 

Já com relação aos efeitos ambientais, tem havido uma preocupação cada vez maior 

com a presença de fármacos e seus derivados nos cursos de água doce e, consequentemente, 

nas fontes de água potável. Essas moléculas se tornam contaminantes por diversas vias, como 

o descarte indevido e os efluentes domésticos, industriais e hospitalares, e afetam tanto 

organismos aquáticos, como até a população humana, por bioacumulação. Por tais motivos, 

diversos estudos têm sido realizados no sentido de identificar a extensão do problema e 

possíveis soluções.3,4 Nesse sentido, a OCDE tem como primeira recomendação, em seu 

relatório Pharmaceutical Residues in Freshwater: Hazards and Policy Residues, o 

aperfeiçoamento do conhecimento, da compreensão e da comunicação a respeito da ocorrência, 
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do destino, da toxicidade e dos riscos ecológicos e à saúde humana de resíduos farmacológicos 

em corpos de água, de maneira a viabilizar futuras medidas para redução da poluição.5 

No âmbito dessa demanda por análises clínicas e ambientais de medicamentos, a busca 

por técnicas analíticas rápidas e eficientes é primordial. Tanto para estudos qualitativos, como 

para quantitativos, faz-se imprescindível a existência e o aperfeiçoamento de técnicas analíticas 

capazes de, por meio de amostras de sangue, urina, esgoto, rios, entre outras, identificar 

específica e inequivocamente a droga e seus metabólitos ou produtos de degradação, além de 

quantificá-los de maneira precisa. Excelentes métodos para fazê-lo são a cromatografia e a 

espectrometria de massas, em separado e, principalmente, em conjunto, em acoplamentos como 

CG-MS e LC-MS/MS.6–8  

A dificuldade de caracterizar drogas e seus derivados advém das baixas concentrações 

em que se encontram nas amostras e na complexidade das matrizes biológicas. É exatamente 

nesse contexto que a espectrometria de massas mostra todo seu poder como técnica analítica,9,10 

uma vez que é universal para qualquer sistema molecular – baseada na relação massa/carga das 

espécies –, além de ser capaz de detectar quantidades muito pequenas de uma espécie presente 

em uma amostra. 

Apesar das evidentes vantagens dessa técnica, há algumas informações que o uso da 

espectrometria de massas pura e simples não permite obter, como a presença de isômeros, 

interações intramoleculares e diferentes conformações. Isso ocorre, pois tais características não 

afetam a razão massa-carga (m/z). Entretanto, elas são extremamente importantes, já que podem 

ter influência na performance e nos efeitos colaterais das drogas, tendo em vista a alta 

especificidade das reações metabólicas. 

Para diferenciar isômeros de espécies relevantes, por exemplo, métodos de 

espectrometria de massas sequencial podem ser muito úteis, ao se basearem na identificação 

indireta por meio dos padrões de fragmentação dos íons. Não é sempre, contudo, que essa 

abordagem tem sucesso. Em diversos casos, a fragmentação dos isômeros e confôrmeros é 

indistinta. 

No âmbito dessa problemática, duas técnicas recentemente desenvolvidas que têm 

obtido excelentes resultados são a espectrometria de mobilidade iônica (IMS) e a 

espectroscopia vibracional de íons.11–13 A primeira permite diferenciar íons a partir de sua 

mobilidade em um campo elétrico e sua interação com um fluxo de gás neutro, o que dependerá 

da seção de choque da espécie, ou seja, de sua natureza química, seu formato e sua geometria.14 

Já a segunda técnica viabiliza a identificação de isômeros por meio das diferentes assinaturas 
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espectrais na fase gasosa, de modo semelhante ao que se faz com a espectroscopia no 

infravermelho convencional.15–18 

O acoplamento de uma dessas técnicas, ou das duas, a um espectrômetro de massas pode 

aumentar substancialmente o poder do equipamento, ao adicionar dimensões analíticas 

ortogonais extras.13 Essa montagem seria capaz de diferenciar e caracterizar espécies 

isoméricas e conformações distintas, fornecendo dados deveras importantes para o estudo de 

fármacos e seus derivados, assim como de qualquer outro sistema químico em que a razão m/z 

das espécies não seja suficiente para obter conclusões. 

No que concerne aos diversos avanços da medicina e da biomedicina citados 

inicialmente, um que merece bastante notoriedade é o tratamento de cânceres. O 

desenvolvimento de agentes quimioterápicos foi de uma importância ímpar para reduzir a taxa 

de mortalidade desse tipo de doença. Dentre eles, um dos mais bem-sucedidos e largamente 

utilizados continua sendo a ciclofosfamida, mesmo atualmente, 60 anos após sua síntese. Essa 

droga se mostra muito eficiente contra diversos tipos de tumor desde que foi produzida pela 

primeira vez, em 1958.19–21 

A criação da ciclofosfamida como medicamento contra o câncer remete à Primeira 

Guerra Mundial. À época, por meio de autópsias de soldados, notou-se que o gás mostarda 

(Figura 1.1a) utilizado como arma química apresentava propriedades antineoplásicas – capaz 

de evitar ou inibir o crescimento e a disseminação de tumores.22,23 Essa descoberta incentivou 

a investigação de tal substância e a síntese de um composto similar, a mostarda nitrogenada 

(Figura 1.1b), a qual marcou o começo da quimioterapia de câncer moderna.24 Sendo assim, 

paradoxalmente, uma substância desenvolvida para exterminar pessoas teve seu maior e melhor 

uso no tratamento de doenças. 

Após os estudos sobre a mostarda nitrogenada, passou-se a investigar possibilidades de 

sintetizar compostos menos reativos e mais estáveis que pudessem ser usados como agentes 

anticâncer. Ademais, tentou-se explorar diferenças entre o tecido normal e o tumoral, para 

conceber uma molécula que atuasse seletivamente apenas no tumor.25 É nesse contexto que a 

ciclofosfamida (Figura 1.1c) é criada, na expectativa de que fosse metabolizada 

intracelularmente para mostarda nitrogenada por ação das fosfamidases, haja vista os estudos 

bioquímicos que indicavam índices mais elevados dessas enzimas no tecido tumoral.26 Cabe, 

todavia, salientar que, apesar de sua eficiência comprovada ao longo de décadas, descobriu-se 

posteriormente que tal ativação seletiva no tecido tumoral não ocorre. 
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Figura 1.1. Representação das moléculas de: a) iperita (mostarda sulfurada), b) mecloretamina 

(mostarda nitrogenada) e c) ciclofosfamida. 

 

Ao se observar as três moléculas da Figura 1.1, torna-se evidente sua semelhança 

principal: os dois grupos 2-cloroetila. No caso da iperita (1.1.a), eles estão ligados ao enxofre 

e, na mostarda nitrogenada (1.1.b) e na ciclofosfamida (1.1.c), os dois estão ligados ao 

nitrogênio, formando o N,N-bis-cloroetilamino. Essa característica é crucial para a atividade 

antineoplásica desses compostos, uma vez que seu mecanismo de ação predominante envolve 

a bis-alquilação do DNA para formar ligações cruzadas entre as fitas.27 Isso feito, a replicação 

de DNA é comprometida, o que promove a morte da célula tumoral. Na Figura 1.2, pode-se 

observar o mecanismo da alquilação do DNA por meio da formação de um cátion aziridínio 

cíclico. 

 

Figura 1.2. Mecanismo de alquilação do DNA pela mostarda nitrogenada. A letra G representa a 

guanina, que atua como nucleófilo.27 

 

Não obstante a ciclofosfamida não tenha uma ativação seletiva no tecido tumoral, ela é 

uma pró-droga, ou seja, é inativa per se, em sua forma não-metabolizada. Isso é devido à 

presença de um grupo retirador de elétrons, que torna a espécie menos nucleofílica se 
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comparada à mostarda nitrogenada.22 Para ser, pois, ativada, ela precisa passar por um processo 

metabólico de algumas etapas, que se inicia no fígado (Figura 1.3). 

 

 

Figura 1.3. Representação esquemática das etapas do metabolismo da ciclofosfamida, mostrando a 

formação da espécie ativa e o principal caminho de desativação da droga.27 

 

Inicialmente, a ciclofosfamida é ativada no fígado, pela família de enzimas hepáticas do 

citocromo P-450. Nessa etapa, é formada a 4-hidroxiciclofosfamida, a qual está em equilíbrio 

com seu tautômero de cadeia aberta, a aldofosfamida. Esses precursores instáveis se difundem 

facilmente para as células do corpo. No meio intracelular, a aldofosfamida decompõe-se em 

acroleína e mostarda fosforamida, por meio de uma β-eliminação. É esta última espécie que 

apresenta propriedades citotóxicas e é responsável pela alquilação do DNA, embora a acroleína 

possa também contribuir para o dano celular, uma vez que é um aldeído altamente reativo.22,28,29 

Por fim, em se tratando do mecanismo de desativação da droga, o principal consiste na oxidação 

da aldofosfamida a carboxifosfamida pela ação das enzimas aldeído desidrogenase (ALDH). 

Assim como para outros fármacos, estudos que ampliem a capacidade de detecção e de 

quantificação da ciclofosfamida têm um relevante papel em fomentar mais estudos metabólicos 

e o aperfeiçoamento de métodos de análise clínica e de impacto ambiental desse medicamento 
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quimioterápico. Com relação ao meio ambiente, por exemplo, há pesquisas que indicam que a 

ciclofosfamida, assim como outras drogas, pode contaminar ecossistemas e impactar 

organismos aquáticos, mesmo em concentrações extremamente baixas.30,31 A literatura indica 

que ela pode até mesmo ter efeitos mutagênicos em outros organismos, causando câncer.32  

Tendo em vista esse potencial ecotoxicológico da ciclofosfamida, além da busca 

constante por aprofundar os conhecimentos clínicos e biomédicos a seu respeito, a compreensão 

de sua estrutura e dos mecanismos de fragmentação pode se fazer relevante na identificação e 

quantificação de espécies relacionadas a ela em diferentes tipos de amostra. É nesse contexto 

que o presente trabalho se insere, ao se propor a esclarecer, com técnicas avançadas de 

espectrometria de massas e cálculos quânticos, o comportamento da ciclofosfamida em 

espectrometria de massas em tandem. 
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2. Objetivos 
 

2.1. Objetivo Geral 
 

O principal intuito deste trabalho de pesquisa assiste na expansão do conhecimento que 

se tem a respeito do medicamento quimioterápico ciclofosfamida. Tem-se como objetivo 

otimizar as capacidades de identificação da ciclofosfamida em diversos tipos de amostras 

naturais e biológicas, ao prover uma noção mais profunda de sua estrutura, seus sítios de 

protonação e seu padrão de fragmentação, fazendo-se uso de técnicas avançadas de 

espectrometria de massas, com destaque para a espectroscopia de dissociação por múltiplos 

fótons no infravermelho (IRMPD), com subsídio de cálculos teóricos de energias e frequências 

vibracionais. No contexto médico, esse estudo pode vir a fundamentar o desenvolvimento de 

procedimentos qualitativos e quantitativos mais sensíveis e precisos, ajudando a determinar 

dosagens ideais e respostas terapêuticas à droga. 

 

 

2.2. Objetivos Específicos 
 

• Avaliar o padrão de fragmentação da ciclofosfamida por espectrometria de massas 

sequencial (MSn), para que se possa tornar a identificação da droga mais eficiente, ao 

auxiliar na sua diferenciação. 

• Obter os espectros IRMPD tanto da ciclofosfamida – protonada ou aduto de Na+ – como 

de possíveis fragmentos a respeito dos quais haja dúvidas sobre estrutura e isomeria. 

• Modelar estruturas e geometrias de espécies a serem estudadas por meio de cálculos 

computacionais, calculando-se sua energia e seu espectro vibracional teórico, de modo 

a permitir a comparação com os espectros IRMPD obtidos experimentalmente. 

• Modelar computacionalmente a superfície de energia potencial para o mecanismo 

proposto de fragmentação da ciclofosfamida. 
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3. Referencial Teórico 
 

 

3.1. Ciclofosfamida 
 

O fármaco ciclofosfamida, como já comentado anteriormente, apresenta um papel 

bastante importante em alguns tipos de tratamento oncológico, ao obstar a replicação do DNA 

nas células tumorais. Por isso, assim como para outros medicamentos, o desenvolvimento de 

metodologias de análise qualitativa e quantitativa para a detecção dessa substância torna-se 

questão essencial, não só em investigações clínicas, mas também em estudos de impacto 

ambiental do uso e do descarte da droga pela população. Nesse ínterim, encontram-se trabalhos 

na literatura em que se utilizou cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas 

sequencial (LC-MS/MS) para detectar a ciclofosfamida.33,34 

Já se discutiu como a espectrometria de massas é de enorme utilidade em análises desse 

tipo, em matrizes complexas, devido à sua alta sensibilidade e universalidade. Torna-se ainda 

mais útil se se considera a avaliação do padrão de fragmentação do analito, o que incrementa 

consideravelmente a especificidade da técnica. A princípio, utilizando fontes de ionização 

brandas, seria possível obter apenas a relação massa/carga do íon molecular; mas, com o 

desenvolvimento da espectrometria de massas sequencial (MSn), tem-se acesso a dados sobre 

como o íon se fragmenta, o que permite diversas inferências estruturais a respeito da espécie 

em estudo. 

No que tange à ciclofosfamida, informações sobre seu padrão de fragmentação já 

existem e estão disponíveis, conforme se observa no espectro de massas apresentado na Figura 

3.1, publicado por Gómez-Canela et al.35 As análises, não obstante, geralmente não se 

aprofundam em determinar as estruturas dos fragmentos ou os mecanismos de dissociação e 

costumam se focar na determinação das massas das moléculas neutras perdidas na 

fragmentação. Nesse espectro, por exemplo, são detectados os íons-filho de m/z 233, m/z 225, 

m/z 197 e m/z 140, originários das perdas de C2H4, de HCl, de C2H4+HCl e de C3H7NO2P 

respectivamente. 
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Figura 3.1. Representação do espectro de massas sequencial (MS2) reportado na literatura, que mostra 

os íons fragmentos da ciclofosfamida, obtido em um LC-Orbitrap-MS (alta resolução).35 

 

As informações acima – massa molecular e massas dos fragmentos principais – podem, 

em uma primeira instância, ser suficientes para confirmar a presença e a identidade da 

substância em alguma amostra, inclusive para quantificá-la. É, todavia, importante que se 

aprofunde a descrição de como essas dissociações ocorrem, por meio de quais etapas e em quais 

condições. Esse conhecimento, que é o que será pesquisado e desenvolvido na presente 

dissertação, pode auxiliar na ampliação dos contextos em que a droga e seus produtos de 

degradação podem ser identificados. Por exemplo, em amostras ambientais, é possível que parte 

das moléculas de ciclofosfamida tenha hidrolisado desde seu descarte, o que prejudica a sua 

quantificação total. Ser capaz, pois, de reconhecer os produtos de hidrólise, assim como os 

fragmentos comuns à molécula original e a essas espécies secundárias, promoverá um maior 

poder de análise química e, consequentemente, maior capacidade de gerar novas descobertas e 

conclusões. 

Em relação à hidrólise da ciclofosfamida, cabe ressaltar que não se trata de um processo 

trivial e pode envolver diversas outras etapas além da hidrólise propriamente dita, dentre elas 

N-alquilação e substituição nucleofílica.36–38 Ademais, não há, na molécula, apenas um sítio 

passível de clivagem por ataque de água, mas três – duas ligações N–P e uma P–O. Estudos 

desse processo, que analisaram os produtos formados por meio de análise elementar, 

espectroscopia no infravermelho e RMN, indicam que haja dois caminhos principais para a 

hidrólise, mostrados na Figura 3.2 e na Figura 3.3.38  
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Figura 3.2. Mecanismo proposto para a hidrólise da ciclofosfamida. A ordem de algumas etapas pode 

não ser exatamente a apresentada, visto que os estudos até o momento não puderam isolar e confirmar 

todos os intermediários. 
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Figura 3.3. Etapas propostas para um outro caminho de hidrólise da ciclofosfamida, envolvendo uma 

N-alquilação interna. O mecanismo de cada hidrólise foi omitido por questão de simplificação. 

 

A lise da molécula pode ocorrer pela quebra das ligações P–N endo- e exo-cíclicas – 

Caminho 1 –, com formação de bis(2-cloroetil)amina. Alternativamente, pode começar por uma 

N-alquilação intramolecular, formando um composto bicíclico, seguida da quebra das ligações 

P–N e P–O, além de uma SN2 ocasional que troca o cloreto por uma hidroxila – Caminho 2. 
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Este segundo mecanismo leva à formação de HO(CH2)2NHCH2CH2NH(CH2)3OH e já foi 

referido como “mecanismo de Friedman”. 

Embora as condições reacionais relatadas na literatura sejam consideravelmente 

diversas,36–38 por via de regra, a ocorrência do caminho 1 é preferencial em temperaturas 

próximas da ambiente e normalmente em meio ácido. Já o caminho 2, mais complexo, ocorre 

em condições mais extremas de temperatura, normalmente em refluxo. Em solução, ambos os 

processos podem demorar horas ou dias para que se obtenha uma porcentagem significativa de 

produto. 

Algo que vale ressaltar em se tratando dessas reações consiste na provável existência de 

intermediários contendo apenas um grupo 2-cloroetilamina. Compostos com essa característica, 

que são capazes de, dentro das células, alquilar apenas uma fita do DNA, são conhecidos por 

ter efeitos mutagênicos.39 É, pois, possível que tais espécies tenham alguma relação com o 

desenvolvimento de câncer já relatado em organismos aquáticos devido à contaminação da água 

por ciclofosfamida.  

Conforme se nota, trata-se de um processo deveras intricado, cujas etapas e 

intermediários não foram ainda completamente confirmados pelas pesquisas anteriores. 

 

3.2. Espectrometria de Massas 
 

Tendo em vista as matrizes frequentemente analisadas para detecção e quantificação de 

ciclofosfamida e, também, de outros fármacos, a espectrometria de massas é uma técnica 

extremamente útil e adequada devido à sua universalidade e à sua sensibilidade. Trata-se de 

uma ferramenta analítica imprescindível em diversos campos da Ciência como a Química, a 

Bioquímica, a Farmácia e a Medicina, e é reconhecida por viabilizar inúmeros estudos que vão 

desde a elucidação estrutural de espécies desconhecidas e de analitos ambientais ou forenses e 

o controle de qualidade de drogas, alimentos e polímeros, e podem chegar até proteômica, 

sequenciamento de biomoléculas, metabolômica e análises de petróleo bruto e derivados.40–48 

A espectrometria de massas, cuja origem histórica remonta ao trabalho do laureado com 

o Prêmio Nobel de Física de 1906, Joseph John Thomson, na investigação de espécies 

eletricamente carregadas em fase gasosa, tem como objetivo principal a identificação de 

compostos químicos a partir das massas atômicas ou moleculares de seus constituintes. 

Adicionalmente, graças aos enormes avanços pelos quais essa metodologia analítica passou e 

ao acoplamento com outras técnicas mais modernas, é possível que, hoje, obtenham-se 
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informações a respeito da conectividade dos átomos, da presença de grupos funcionais e até da 

estrutura tridimensional de espécies químicas. 

Ao longo desta seção, serão apresentados os princípios básicos da espectrometria de 

massas, assim como aspectos específicos – a saber, fontes de ionização e métodos de 

fragmentação – que são relevantes no presente trabalho. 

 

3.2.1 Princípios da técnica 
 

O princípio básico da espectrometria de massas (MS – do inglês mass spectrometry) 

consiste em gerar íons a partir de compostos orgânicos e inorgânicos por algum método 

adequado, separá-los em função de sua razão massa-carga (m/z) e detectá-los qualitativa e 

quantitativamente por seus respectivos m/z e abundância.49 Isso significa que a espécie precisa 

estar eletricamente carregada para que possa ser analisada, o que não configura necessariamente 

uma importante restrição ao uso da técnica, haja vista que as espécies da amostra podem ser 

ionizadas in loco antes da análise. Nesse sentido, a geração dos íons, assim como a sua 

separação em função de m/z, pode ser realizada de diversas maneiras, a depender do tipo de 

espectrômetro de massas. 

Há uma variedade considerável de equipamentos para a realização de espectrometria de 

massas, acoplados ou não a outras técnicas analíticas. O esquema genérico, contudo, conta com 

três componentes principais – fonte de íons, analisador de massa e detector –, que se podem 

verificar na Figura 3.4. 

 

 

Figura 3.4. Esquema geral dos componentes de um espectrômetro de massas. 
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Quando a amostra, usualmente muito diluída, é introduzida no equipamento, ela é 

transferida para a fase gasosa e ionizada por algum método para gerar espécies químicas 

eletricamente carregadas, passíveis de detecção. Essas espécies podem ser as próprias 

moléculas intactas, com um elétron a mais ou a menos, ou então fragmentos originados nos 

processos de ionização. Esses íons, em geral de variadas massas, seguem pelos setores do 

espectrômetro, já em alto vácuo ou ultra alto vácuo, até chegar ao analisador de massa. Nesse 

setor, os diversos íons sofrem influência de campos elétricos, magnéticos, ou de uma conjunção 

dos dois, e são separados espacial ou temporalmente em função de sua razão massa-carga (m/z). 

Tal separação permite que se detecte diferencialmente as espécies e que se construa um gráfico, 

denominado espectro de massas. 

O espectro de massas representa cada espécie iônica detectada no equipamento como 

um pico no gráfico bidimensional de “intensidade do sinal” por “m/z”. A intensidade do sinal, 

isto é, a altura do pico, está relacionada à abundância da espécie, uma vez que, quanto mais 

íons ativando o detector, maior o sinal elétrico produzido. Esse valor apresenta unidade 

arbitrária e pode mudar a depender do espectrômetro e, portanto, é comum que se normalize a 

intensidade em relação ao íon mais abundante – chamado de pico base. Já a posição do pico no 

eixo das abcissas indica qual é a razão m/z de determinado íon. A unidade utilizada para essa 

medição não é a do Sistema Internacional (kg∙C-1), mas sim adimensional por definição; 

calcula-se a razão a partir do valor numérico da massa em unidades de massa atômica (u.m.a.) 

e do número de cargas elétricas elementares. Isso significa que, se a espécie for monocarregada 

– o que ocorre na grande maioria dos íons detectados –, a escala de m/z reflete diretamente a 

escala de massa atômica.49 

Geralmente, no caso de análises de amostras de uma única substância, o pico de maior 

m/z no espectro refere-se ao íon molecular, 𝑀+∙, ao passo que os picos de m/z menores indicam 

íons fragmentos, gerados na fonte de íons ou já presentes na amostra. Em alguns casos, porém, 

a depender das particularidades do processo de ionização utilizado, podem-se detectar também 

espécies de m/z maior do que o íon molecular, advindas da protonação (M+H+), da formação 

de adutos com íons comuns (M+Na+, por exemplo), da dimerização (2M+Na+, por exemplo), 

da formação de clusters, ou de outras transformações. 

No que tange à interpretação dos espectros de massas, vale também salientar que se trata 

de uma análise fundamentalmente estatística a respeito dos possíveis caminhos das espécies da 

amostra nas suas respectivas superfícies de energia potencial. Sendo assim, considerando a 

presença de milhares de íons no analisador de massa, um caminho de formação ou fragmentação 
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mais provável gerará, consequentemente, mais íons, o que culminará em um pico de maior 

intensidade no espectro. 

 

3.2.2 Fontes de íons 
 

Na atualidade, existe uma miríade de fontes de íons diferentes para serem utilizadas em 

espectrometria de massas. Sua função principal consiste em transferir espécies moleculares da 

fase condensada (amostra) para a fase gasosa e ionizá-las no processo. Essas fontes podem se 

diferenciar em vários aspectos, como a pressão sob a qual operam (alto vácuo, pressão 

atmosférica), o modo de transferir as espécies para a fase gasosa (evaporação, nebulização, 

dessorção por laser), o método de ionização (química, impacto eletrônico, induzida por fóton, 

eletrospray) e a energia interna conferida aos íons (branda ou dura).50 Assim como outras 

particularidades podem dar origem a subcategorias de fontes. 

Elencadas abaixo estão as principais categorias de fontes de íons utilizadas nos 

espectrômetros de massas: 

 

• Ionização por elétrons (EI, do inglês electron ionization), 

• Ionização química (CI, do inglês chemical ionization), 

• Fotoionização (PI, do inglês photoionization), 

• Ionização por eletrospray (ESI, do inglês electrospray ionization), e 

• Ionização/dessorção a laser (LDI, do inglês laser desorption ionization). 

 

A metodologia mais amplamente utilizada nas últimas décadas e, provavelmente, até 

hoje é a de ionização por eletrospray (ESI) e suas variações.51 Esse tipo de fonte de íons, deveras 

versátil, é capaz de lidar com uma vasta variedade de analitos, desde pequenos íons inorgânicos 

até polímeros, ácidos nucleicos, proteínas e peptídeos ionizados, que podem ter massas 

moleculares de milhares a centenas de milhões de Daltons (1 kDa – 102 MDa).52 Além de 

espécies químicas já previamente iônicas em solução, também é possível extrair para a fase 

gasosa moléculas neutras a partir da sua associação com um ou mais íons presentes na solução 

(Na+, H+, K+, Cl-). Nesse sentido, trata-se de mais um método de transferência de íons do que 

um verdadeiro método de ionização – de alguma forma, os íons já precisam estar disponíveis 

em solução para que o processo se efetue.49 

A ESI é uma técnica branda de ionização a pressão atmosférica, cujo desenvolvimento 

teve como principal expoente o químico John Fenn, na década de 1980,53 o qual já descreveu a 



Referencial Teórico   

   

 

34 

descoberta como a capacidade de “dar asas a elefantes moleculares”.54 O método tem origem 

no trabalho de Malcolm Dole na década de 1960, inicialmente na tentativa de determinação da 

massa molecular de polímeros sintéticos. Ao adaptar essa técnica para a espectrometria de 

massas, Dole e seus colaboradores desenvolveram um aparato que produzia moléculas de 

poliestireno eletricamente carregadas na fase gasosa, na faixa de massa de kilo-Daltons.55 

A ionização por eletrospray envolve a nebulização de um fluxo de líquido contendo a 

amostra. Aplica-se um intenso potencial elétrico, usualmente da ordem de 3 a 4 kV, entre a 

solução que passa por um capilar e a entrada do equipamento. O campo elétrico provoca a 

acumulação de carga na superfície do líquido na ponta do capilar, o que leva à formação de um 

cone de Taylor, conforme se observa na Figura 3.5. Eventualmente, o cone se rompe para liberar 

pequenas gotículas altamente carregadas que se dispersam pelo fluxo de gás. A formação dos 

íons ocorre, então, a partir da dessolvatação das gotículas ao passarem por uma cortina de gás 

inerte aquecido e de subsequentes colisões e explosões Coulômbicas.50 

 

 

Figura 3.5. Esquema do funcionamento da ionização por eletrospray (ESI).50 

 

Em resumo, as três principais etapas desse processo de ionização são estas: (1) produção 

de gotículas carregadas na ponta do capilar; (2) diminuição das gotículas devido à evaporação 

do solvente e a repetidas desintegrações induzidas por acúmulo de carga; e (3) mecanismo pelo 

qual os íons em fase gasosa são produzidos a partir dessas gotículas submicroscópicas.52 Há 

duas principais propostas de mecanismo na literatura para explicar essa última etapa. A 

primeira, proposta por Dole e mais adequada para macromoléculas, se chama “modelo da carga 

residual”.55 Já a segunda, mais provável para a formação de íons de menor massa, é denominada 

“modelo da evaporação iônica” e foi apresentada nos trabalhos de Iribarne e Thomson.56 

Pelo fato de que há pouca ou nenhuma fragmentação na transferência das espécies da 

solução para a fase gasosa, a ESI é considerada um método brando de ionização, ao contrário 

de outros como a clássica EI. Essa característica é importante, pois propicia uma avaliação mais 

fiel das espécies químicas presentes em solução. Não há garantia, evidentemente, que as 
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espécies serão extraídas para o analisador de massa totalmente inalteradas, pois a energia 

fornecida no processo pode ser suficiente para ativar algum caminho reacional ou alguma 

modificação conformacional; mas, ainda assim, é uma das melhores metodologias para analisar 

os analitos intactos. Ademais, a depender do ajuste de parâmetros da fonte – como temperatura 

e fluxo de gás –, é possível também observar na fase gasosa clusters formados pelas espécies 

de interesse entre si ou, outrossim, com moléculas de solvente. 

Apesar de inúmeras e inequívocas vantagens da ionização por eletrospray, vale destacar 

algumas de suas limitações e desvantagens. A primeira delas se refere ao consumo da amostra. 

Em vista do modus operandi da espectrometria de massas, já se é conhecido que a amostra 

analisada é perdida ao final do processo. Mesmo que se trabalhe com baixas concentrações de 

analito, na faixa de 10-7 a 10-4 mol.L-1, e que um volume de 500 𝜇L de uma seringa comum para 

eletrospray possa ser usado para registrar tipicamente milhares de espectros, ainda é desejável 

minimizar ao máximo o consumo de amostra.49 Há casos, inclusive, em que se deseja analisar 

substâncias presentes em quantidades traço na amostra, como intermediários reativos ou 

biomoléculas, e até mesmo as baixas concentrações necessárias para o ESI podem ser difíceis 

de se conseguir. 

Outra limitação a se considerar assiste nos solventes adequados para geração eficiente 

do eletrospray. O fato de a água ter uma tensão superficial alta faz com que seu uso puro na 

fonte ESI seja menos indicado, por aumentar a chance de ocorrerem descargas elétricas a partir 

da ponta do capilar do spray. Essas descargas tendem a reduzir a performance e a sensibilidade 

da análise por espectrometria de massas, com os íons do analito aparecendo com intensidades 

bem menores no espectro e com o surgimento de grande quantidade de íons gerados nas 

descargas.57 Por essa razão, geralmente quando se é necessário utilizar água como solvente, 

faz-se uma mistura com algum outro mais compatível com o eletrospray, como o metanol. Não 

obstante, há amostras que precisam estar em água; por exemplo, proteínas, que desnaturariam 

em outros solventes. 

Tais desvantagens pontuais relacionadas à ionização por eletrospray levaram, 

naturalmente, a diversas tentativas de aperfeiçoamento e de desenvolvimento de técnicas 

análogas mais adequadas para resolver percalços específicos. É o caso da fonte de 

nanoeletrospray (nano-ESI), que pode ser considerada, de maneira simplista, uma 

miniaturização do eletrospray tradicional e que foi desenvolvida e descrita por Wilm e 

Mann.58,59 
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Na fonte nano-ESI, capilares de vidro com pontas de diâmetros extremamente pequenos 

(1–10 𝜇m) são utilizados para produzir o eletrospray sem a necessidade de bomba de seringa 

ou qualquer outro sistema gerador de fluxo da amostra. Os capilares são preenchidos com 

alguns poucos microlitros da solução da amostra, posicionados a milímetros da entrada do 

contra eletrodo, e o contato elétrico com a fonte de alta tensão é realizado por meio de 

revestimento com material condutor ou da inserção de um fio metálico ao longo do capilar. A 

própria aplicação de potenciais entre 0,5 e 1 kV é responsável por gerar as gotículas do spray, 

a um fluxo de 20 a 50 nL/min, que é a característica que dá o prefixo “nano” à técnica.60 

A primeira e mais notória vantagem dessa fonte é a quantidade ínfima de amostra 

necessária para realizar uma análise. Cada capilar pode conter apenas de 1 a 5 𝜇L e, 

considerando o limite inferior desse volume e uma concentração da ordem de 10-6 mol.L-1, esse 

1 pmol de amostra pode ser suficiente para até meia hora de análise, tendo em vista o pequeno 

fluxo necessário. Já para a aquisição de um único espectro de massas utilizando uma fonte 

nano-ESI, é possível fazê-lo a partir de quantidades tão pequenas que chegam à ordem dos 

attomols.60 Outra vantagem advém do uso único dos capilares do nanospray, o que evita 

contaminação e efeitos de memória observados no eletrospray pela utilização repetida e para 

amostras diferentes de uma mesma seringa. 

Cabe salientar também as diferenças resultantes das sutilezas do mecanismo de 

ionização por nanoeletrospray: as gotículas geradas nessa técnica são uma ordem de grandeza 

menores do que as gotículas do ESI convencional – 150 nm de diâmetro em vez de 1,5 𝜇m. 

Essa característica faz com que se requeira uma etapa a menos de evaporação do solvente 

seguida de fissão para gerar os íons em fase gasosa. Essas etapas têm a desvantagem de 

promover a concentração excessiva de contaminantes iônicos que podem prejudicar a análise. 

Consequentemente, com a redução do número de passos de evaporação e fissão até a liberação 

dos íons, consegue-se obter espectros de massas muito satisfatórios mesmo com soluções de 

analito contendo concentrações de até 10-2 mol.L-1 de sais. Ademais, obtém-se uma 

sensibilidade maior para diversos tipos de amostras, principalmente as não-tensoativas, uma 

vez que se evita a perda de grande quantidade de analito no resíduo das gotículas iniciais, o que 

aconteceria no eletrospray convencional. 

Por fim, há igualmente o ponto positivo de ser possível, por meio dessa metodologia, 

produzir sprays estáveis com solventes de alta tensão superficial, como água e soluções aquosas 

salinas, o que viabiliza a análise de diversas amostras importantes. 
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3.2.3 Analisadores de massa 
 

Após a produção ou a extração de íons de uma amostra e sua transferência para a região 

de alto vácuo do espectrômetro, vem a etapa mais importante e precípua da espectrometria de 

massas: a separação espacial ou temporal dos íons em função de sua razão m/z para subsequente 

detecção e construção do espectro de massas. Para tal mister, há uma variedade de analisadores 

de massa disponíveis, que fazem uso de tecnologias diferentes. 

Há analisadores de massa que separam as espécies carregadas a partir do tempo que 

demoram para percorrer um determinado trajeto no equipamento – tempo de voo –, a partir da 

sua deflexão diferencial pela influência de um campo magnético – setor magnético –, a partir 

da sua seleção por meio de trajetórias estáveis ao passarem por campos elétricos oscilantes – 

quadrupolos lineares –, a partir da ressonância ciclotrônica ou da oscilação axial dos íons em 

diferentes frequências – FT-ICR e Orbitrap respectivamente – e a partir de seu aprisionamento 

em armadilhas de íons e posterior ejeção seletiva – ion trap. 

Em se tratando da última técnica apresentada, as armadilhas de íons, pode-se citar a 

tecnologia do ion trap com campo quadrupolo tridimensional. Também conhecido como ion 

trap 3D ou QIT (quadrupole ion trap), foi originalmente desenvolvido por Wolfgang Paul em 

1953, apesar de só ter atingido considerável potencial analítico cerca de três décadas depois.61,62 

Essa armadilha de íons é formada por dois eletrodos hiperbólicos como tampas (end caps) e um 

eletrodo em forma de anel que substitui duas hastes de um quadrupolo linear. Um esquema e 

uma fotografia desse aparelho podem ser vistos na Figura 3.6. 

 

                   

Figura 3.6. Ion trap 3D; (a) diagrama esquemático representando os eletrodos e os orifícios de entrada 

dos íons provenientes da fonte e de saída dos íons em direção ao detector;63 (b) fotografia de um ion 

trap cortado ao meio ao longo do eixo de simetria cilíndrica.64 

a) b) 
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O princípio desse analisador de massa consiste em criar trajetórias estáveis no interior 

do trap para os íons com uma determinada razão m/z ou em um intervalo de m/z por meio da 

aplicação de uma combinação de potenciais elétricos de corrente contínua e de radiofrequência 

entre os eletrodos.49 As espécies iônicas são mantidas aprisionadas em oscilações 

tridimensionais estáveis da mesma forma que uma bola pode ficar sem cair de uma sela de 

cavalo contanto que esta seja rotacionada a uma certa velocidade angular.62 De modo a atenuar 

o movimento dos íons, diminuindo a amplitude das oscilações e focalizando-os para o centro 

do trap, faz-se uso de um gás inerte como Hélio ou Argônio a uma pressão por volta de 0,1 Pa. 

Esse gás ajuda a mantê-los longe da superfície dos eletrodos, além de ser essencial para a 

utilização do equipamento para espectrometria de massas sequencial (MSn). 

O ajuste dos potenciais elétricos é capaz de remover espécies iônicas não desejadas com 

base na razão m/z ao desestabilizar suas trajetórias e fazê-las colidir com as paredes ou ejetá-

los axialmente do trap. É justamente essa ejeção axial, em direção ao detector, que possibilita 

a construção dos espectros de massas. Pode-se empregar uma voltagem de radiofrequência 

suplementar, com o intuito de entrar em ressonância e amplificar a oscilação no eixo z dos íons 

de uma m/z específica. Isso provoca a ejeção ressonante desses íons e sua detecção. Se se realiza 

uma varredura dessa radiofrequência suplementar, de forma a ejetar sequencialmente íons de 

m/z cada vez maiores, poder-se-á registrar o sinal do detector em função da radiofrequência 

aplicada e, por conseguinte, da razão massa/carga correspondente, obtendo-se, pois, o 

espectro.49 

A tecnologia do ion trap 3D pode não fornecer, no geral, uma resolução tão alta quanto 

um espectrômetro por tempo de voo ou um FT-ICR; não obstante, trata-se de um instrumento 

excelente tanto para o simples aprisionamento de íons como para a performance de 

espectrometria de massas, com resolução de massa variável, alta sensibilidade e considerável 

rapidez de análise. A notória adaptabilidade da técnica é, também, uma de suas grandes 

vantagens. É possível utilizar o instrumento para estudar reações dos íons com moléculas 

neutras introduzidas na cela ou para analisar fragmentações por colisões. Pode-se, ademais, 

associar temporalmente diversas etapas experimentais dentro do trap, como, por exemplo, 

isolamento de uma espécie, reação com neutro, isolamento do produto, fragmentação 

subsequente por colisões, e assim por diante. Essa sequência pode ser repetida facilmente 

dezenas de vezes em poucos segundos para fornecer resultados espectrais satisfatórios. 

Modificações estruturais também são viáveis; é o caso da realização de perfurações no eletrodo 
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do anel para a irradiação da nuvem de íons por lasers no ultravioleta ou no infravermelho, o 

que amplia sobremaneira as possibilidades analíticas do equipamento.65 

 

3.2.4 Espectrometria de massas sequencial e elucidação estrutural por 
fragmentação 

 

Uma capacidade extremamente relevante nos analisadores de massa atuais é a realização 

de espectrometria de massas sequencial (MS/MS ou MSn), também conhecida como 

espectrometria de massas em tandem. Essa técnica consiste no acoplamento espacial ou 

temporal de duas ou mais etapas de análise de massa consecutivas, o que permite a seleção de 

íons de acordo com sua razão m/z, sua ativação – para reação ou fragmentação – e a análise dos 

produtos iônicos igualmente pela m/z.49 A importância de tal acoplamento, por meio de diversos 

métodos de ativação dos íons, assiste na busca por mais informações estruturais a respeito das 

espécies, algo que por décadas era facilmente obtido em espectros de massas de ionização por 

elétrons, que apresentavam uma miríade de sinais de fragmentos. 

 

 

 

 

 

 

                                            MSn 

 
Figura 3.7. Sequência de etapas pelas quais as espécies iônicas passam na espectrometria de massas 

sequencial no tempo (MSn). 

 

O desenvolvimento de métodos de ionização branda foi deveras vantajoso ao permitir a 

transferência de íons praticamente intactos de analitos para a fase gasosa. Contudo, perdeu-se 

muito em informações a respeito da estrutura das espécies analisadas. Nesse cenário, a 

espectrometria de massas sequencial surge como uma alternativa para não dispensar os avanços 

dos novos métodos de ionização, ao mesmo tempo em que se continua a obter dados 

concernentes à fragmentação e à estrutura dos íons.49 Não apenas isso, a MSn abre espaço para 

variados estudos termodinâmicos, cinéticos e espectroscópicos envolvendo os íons isolados. 

Alguns equipamentos são capazes de fazer espectrometria de massas sequencial no 

espaço (“tandem no espaço”), ao se acoplar dois ou mais analisadores de massa um após o 

outro. É o caso, por exemplo, do espectrômetro triplo quadrupolo, em que se faz a 

Ionização Seleção 
Dissociação 

ou reação 

Análise de 

massa 
Detecção 
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seleção/isolamento dos íons no primeiro quadrupolo, a ativação no segundo e a análise dos 

produtos iônicos no terceiro. Há instrumentos, alternativamente, que substituem o terceiro 

quadrupolo por um analisador com maior resolução, como o de tempo de voo.66 Já outros 

equipamentos, cada vez mais comuns, são “tandem no tempo”, como é o caso do ion trap 

descrito na subseção anterior. A vantagem desse segundo tipo de montagem instrumental reside 

na capacidade de repetir as etapas de isolamento e de fragmentação ou reação diversas vezes, 

uma vez que todas as etapas ocorrem no mesmo analisador de massa, em sequência. Assim, é 

viável isolar uma espécie de interesse (precursor), fragmentá-la, analisar os produtos iônicos, 

selecionar algum dos produtos para isolar e realizar fragmentações ou reações subsequentes. 

No tocante à ativação dos íons para induzir a fragmentação ou alguma reação, há 

variados métodos desenvolvidos para fazê-la. O princípio-base resume-se em aumentar a 

energia interna dos íons de modo que atinjam o limiar de dissociação ou a energia de ativação 

da reação. A forma mais comum de ativação na espectrometria de massas é a dissociação 

induzida por colisão (CID – do inglês collision-induced dissociation), que permite a 

fragmentação de íons bastante estáveis no estado gasoso, sendo, pois, especialmente útil para o 

estudo de espécies de baixa energia interna como as geradas ou extraídas por métodos de 

ionização branda como o eletrospray.49 

A CID é geralmente realizada ao se passar um feixe de íons através de uma célula de 

colisão contendo um gás inerte como He, N2 ou Ar, a uma pressão consideravelmente acima da 

do alto vácuo estabelecido ao redor. Já em instrumentos do tipo ion trap, utilizam-se as 

radiofrequências aplicadas aos eletrodos para estimular oscilações de maior amplitude da 

nuvem de íons e fazê-los colidir com as moléculas neutras de gás já presentes na armadilha 

sem, todavia, excitá-los o suficiente para que sejam expelidos do trap. 

A alta energia translacional dos íons precursores (AB+), em função das múltiplas 

colisões com as moléculas ou os átomos neutros do gás (N), converte-se em energia interna 

vibracional e/ou eletrônica e forma a espécie ativada (AB+*). Em seguida, essa energia se 

distribui randomicamente pelos modos normais de vibração do íon, o que o leva a dissociar por 

alguma das vias de fragmentação acessíveis na hipersuperfície de energia potencial. Nesse 

processo, independentemente da via pela qual cada íon seguiu, uma espécie neutra é perdida 

(B) e um produto iônico é formado (A+), este último passível de detecção.49,67,68 O processo da 

CID pode, isso posto, ser resumido e generalizado nas duas seguintes etapas. 
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𝐴𝐵+  +  𝑁  ⇌   𝐴𝐵+∗  +  𝑁                                    (Equação 3.1) 

 

𝐴𝐵+∗   ⟶   𝐴+  +  𝐵                                          (Equação 3.2) 

 

Apesar da diferente natureza do processo, os espectros CID de íons moleculares estáveis 

exibem equivalências marcantes aos espectros obtidos por ionização por elétrons a 70 eV dos 

mesmos compostos.67 

Entre as informações obtidas em uma análise de espectrometria de massas sequencial, 

pode-se elencar as razões m/z dos fragmentos produzidos por CID – ou outro método de 

ativação –, as massas das espécies neutras perdidas no processo de fragmentação – a partir do 

deslocamento no espectro em relação ao precursor –, assim como as intensidades relativas dos 

fragmentos. A avaliação combinada desses dados permite não apenas investigar a estrutura das 

espécies iônicas, corroborando ou descartando propostas para a conectividade dos átomos e 

para a geometria, como também inferir mecanismos de fragmentação.69 Isso porque as maneiras 

como um íon fragmenta dependem intrinsecamente da sua configuração molecular e, inclusive, 

da sua conformação em menor grau. 

No que se refere à identificação de espécies isoméricas, por exemplo, é raro que dois 

isômeros gerem exatamente os mesmos fragmentos por MS/MS e com as mesmas intensidades, 

a menos que sejam muito similares ou apenas confôrmeros. Sendo assim, esse tipo de técnica 

é capaz de diferenciá-los e até quantificá-los separadamente. Em uma perspectiva mais 

analítica, para a detecção de compostos presentes em baixas concentrações, especialmente em 

matrizes complexas, a espectrometria de massas em tandem possibilita um aumento na 

detectabilidade, além de minimizar a interferência espectral de outros compostos da matriz. 

Assim, aumenta-se significativamente o grau de confiança na identificação de substâncias em 

relação à espectrometria de massas convencional ou a técnicas cromatográficas.66 

 

3.3. Espectroscopia IRMPD 
 

 

Embora seja uma excelente técnica analítica em questão de universalidade, 

sensibilidade e rapidez, a espectrometria de massas isoladamente, geralmente, não é capaz de 

fornecer muita informação além da razão m/z. É bem verdade que métodos de fragmentação 

como a CID podem dar informações estruturais, mas se se deseja determinar a conectividade e 

a conformação de uma espécie iônica, eles podem não ser suficientes. Nesse contexto, apesar 
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de a espectroscopia no infravermelho produzir esse tipo de dado, a baixa densidade de íons da 

cela do espectrômetro impede o uso de qualquer espectroscopia de absorção, uma vez que é 

insuficiente para resultar em um valor de absorbância adequado para ser detectado. 

A espectroscopia de dissociação por múltiplos fótons no infravermelho (IRMPD), por 

outro lado, consiste em uma espectroscopia de ação, que mede o efeito ocasionado pela 

absorção de radiação pelos íons, e não a mudança de intensidade em si. Por isso, o acoplamento 

dessa técnica à espectrometria de massas tem se mostrado cada vez mais promissor e poderoso 

no estudo estrutural de espécies de interesse, como, por exemplo, metabólitos e intermediários 

reativos. 

Nesta seção, portanto, serão discutidos os princípios básicos tanto do método de 

fragmentação subjacente como da técnica espectroscópica em si, assim como aspectos mais 

técnicos – fontes de radiação e correlação entre absorbância e eficiência de fotofragmentação. 

 

3.3.1 Princípios da fragmentação IRMPD 
 

A dissociação por múltiplos fótons no infravermelho (IRMPD – do inglês InfraRed 

Multiple Photon Dissociation) constitui, antes de ser uma técnica espectroscópica, um método 

de ativação e fragmentação de íons na espectrometria de massas em tandem, como é o caso da 

CID. Diferentemente, contudo, da dissociação induzida por colisão, a IRMPD consiste na 

fragmentação de íons a partir da absorção sequencial de múltiplos fótons na região do 

infravermelho. O processo inicia-se com a irradiação das espécies iônicas analisadas com uma 

fonte de radiação infravermelha, ajustada para uma frequência que esteja em ressonância com 

algum modo normal de vibração do íon. 

A princípio, pode-se imaginar que o processo ocorra por meio de excitações 

vibracionais consecutivas de um mesmo modo normal até a eventual fragmentação nessa 

mesma coordenada estrutural. Conquanto seja simples e direta, essa explicação é incompatível 

com o fenômeno observado e com a anarmonicidade de sistemas moleculares. Primeiramente, 

o que se detecta experimentalmente são os mesmos produtos de fragmentação qualquer que seja 

a frequência ressonante incidida e, por conseguinte, o modo normal excitado. Em segundo 

lugar, os desvios naturais conhecidos em relação a um oscilador harmônico fazem com que a 

transição 𝜈1 → 𝜈2 e todas as subsequentes envolvam quanta de energia cada vez menores em 

relação à primeira excitação vibracional 𝜈0 → 𝜈1. Logo, se a radiação for ressonante com a 
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transição a partir do estado fundamental, não o será com as demais transições, o que reduz 

significativamente a seção de choque para absorções consecutivas.15,70 

O mecanismo aceito, assim, para a IRMPD envolve um fenômeno denominado 

redistribuição vibracional intramolecular (IVR – do inglês intramolecular vibrational energy 

redistribution). Após a absorção do primeiro fóton pelo íon, se a energia não for perdida por 

emissão ou por colisões com moléculas de gás, ela se dissipará rapidamente pelo banho de graus 

de liberdade vibracionais do íon por meio da IVR, graças ao acoplamento entre os modos 

normais. Com o retorno do modo normal excitado (𝑣1) ao estado fundamental (𝑣0), a espécie 

estará novamente sujeita a outras absorções de fótons, seguidas de respectivas redistribuições 

intramoleculares.71,72 Esse processo tem como resultado o aumento paulatino da energia 

interna, ao mesmo tempo em que mantém o modo vibracional ressonante relaxado, o que 

termina por levar a espécie a ultrapassar algum dos limiares de dissociação e a se fragmentar.73 

 

 

Figura 3.8. Representação esquemática do mecanismo da dissociação multifotônica no infravermelho 

(IRMPD), ilustrando a sequência de absorções de fótons e redistribuições vibracionais 

intramoleculares que leva a energia interna do íon a aumentar até o limiar de dissociação.15 

 

Considerando-se o mecanismo apresentado, compreende-se o porquê de os fragmentos 

gerados independerem da frequência da radiação incidente – e, portanto, do modo vibracional 

estimulado. A energia não se concentra naquele modo específico, mas, sim, se dispersa por 

todos. Por conseguinte, o sistema simplesmente prosseguirá pela via de dissociação cuja 

barreira energética for mais baixa, tendo em vista o aumento gradual da energia interna. Assim, 

tipicamente é a ligação mais lábil que é quebrada para gerar os fragmentos, e os caminhos de 

fragmentação que requerem maior energia ficam inacessíveis.70 
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Tanto a ativação dos íons por colisões (CID) como a por fótons no infravermelho 

(IRMPD) são processos de várias etapas. Não é o caso da fotodissociação no ultravioleta 

(UVPD – do inglês Ultraviolet Photodissociation), conforme se vê na Figura 3.9. Como a 

energia dos fótons no ultravioleta é muito maior, da ordem de transições eletrônicas, o limiar 

de dissociação do íon precursor é facilmente atingido com a absorção de apenas um fóton UV. 

A depender da energia do fóton, então, a UVPD pode acessar múltiplas vias de fragmentação 

de diferentes barreiras energéticas, e não somente a mais baixa.73 

 

 

Figura 3.9. Esquema comparativo do incremento de energia na IRMPD, na CID e na UVPD. M+ 

representa o íon precursor, e Fn
+, os vários fragmentos com diferentes barreiras energéticas de 

dissociação para formação.74 

 

 

3.3.2 Espectroscopia vibracional de íons 
 

A aplicação da IRMPD estende-se para muito além da fragmentação de íons isolados 

na cela do espectrômetro de massas. Se se tem um laser monocromático continuamente 

sintonizável na faixa do espectro infravermelho, é possível utilizar a fragmentação ou não da 

espécie nos vários comprimentos de onda para inferir a absorbância da radiação e, assim, 

construir um espectro vibracional do íon. É o que se denomina espectroscopia IRMPD, e trata-

se de uma espectroscopia de ação, uma vez que não mede diretamente a absorção da radiação, 

mas sim um efeito provocado por ela.70 Nesse caso, o efeito é a dissociação, uma vez que os 

sinais dos íons-produto podem ser detectados por MS/MS. 

Para efetuar essa análise, uma determinada espécie iônica de interesse é isolada no 

espectrômetro e, em seguida, é irradiada pelo laser monocromático. Faz-se, então, uma 

varredura de comprimentos de onda da radiação no IV, enquanto se registra a eficiência de 

fotofragmentação ao longo da varredura. Nos momentos em que a frequência do laser coincidir 
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com algum dos modos normais de vibração molecular, a seção de choque de absorção 

aumentará e, outrossim, a intensidade de sinal de fragmentos produzidos. Já quando a 

frequência não for ressonante com alguma vibração do íon, a absorção será mínima ou nula e 

não se observará sinal de fragmentos no espectro de massas.73 Na parte superior da Figura 3.10, 

esse fenômeno é ilustrado em cinco espectros de massas registrados para diferentes números de 

onda (em cm-1) no infravermelho. No primeiro (𝜈𝐴) e no terceiro (𝜈𝐶), não há dissociação, e 

apenas o pico do precursor hipotético (lilás) é observado. Nos outros três, há absorção da 

radiação e consequente fragmentação, sendo que o quarto (𝜈𝐷) é o que exibe íons-produto em 

maior quantidade (picos laranja), o que indica para uma maior absortividade nessa condição. 

 

 

Figura 3.10. Metodologia de obtenção de espectros vibracionais de íons em fase gasosa (IRMPD).70 

 

Ao se registrar a eficiência de fotofragmentação em função do número de onda da 

radiação incidente, obtém-se o espectro vibracional do íon em fase gasosa, conforme é ilustrado 

na parte inferior da Figura 3.10, em que as bandas de absorção são destacadas em azul, 

vermelho e verde, cada uma correspondendo a um dos três espectros de massas acima em que 

são produzidos fragmentos. 

A respeito do espectro IRMPD, cabe destacar duas características importantes. A 

primeira se refere às intensidades das bandas. Não é esperado que as intensidades relativas, 
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referentes às eficiências de fotofragmentação, apresentem comportamento linear com a seção 

de choque de absorção da transição vibracional, tampouco com a potência do laser.15 Isso 

ocorre por conta do mecanismo de múltiplas etapas, precípuo desse método de ativação. 

Ademais, transições vibracionais pouco intensas (< ~40 km.mol-1) não costumam ser 

detectadas, haja vista a janela cinética do processo – com a absorção menos provável de fótons, 

a taxa de incremento de energia interna não é suficiente para atingir o limiar de dissociação 

antes de processos dissipativos esfriarem os íons.15 

A segunda característica relevante versa sobre a largura das bandas. Devido à 

distribuição térmica da população de íons analisada, o analito está presente no espectrômetro 

como uma mistura de diversas conformações, cada uma com frequências vibracionais 

ligeiramente diferentes entre si. Um espectro IRMPD será, pois, uma superposição das 

absorções dessas variedades do analito, o que resulta no alargamento das bandas. Por essa razão 

e também por conta do aquecimento dos íons durante a absorção por múltiplos fótons, as bandas 

do espectro costumam ter larguras a meia-altura maiores que 15 cm-1.70 

Abordagens de aprisionamento de íons, no que concerne à eficiência IRMPD, 

apresentam vantagens dignas de nota em comparação a metodologias de feixes de íons. Em um 

ion trap 3D, por exemplo, a mesma população iônica pode ser irradiada pelo laser de maneira 

mais prolongada, o que aumenta a eficiência de fotofragmentação e, consequentemente, a 

sensibilidade da técnica.15 Além disso, uma nuvem de íons mais concentrada espacialmente 

permite maior sobreposição do feixe do laser à nuvem e, assim, reduz a quantidade de pulsos 

necessários para promover a dissociação.17 

Localização da carga, sítio de protonação, presença ou ausência de grupos funcionais, 

simetria molecular, estrutura secundária polimérica, interações por ligação de Hidrogênio. 

Essas são algumas em meio a uma miríade de informações estruturais acerca de uma espécie 

química que os espectros vibracionais têm potencial para fornecer, muitas das quais são difíceis 

de se averiguar com outras técnicas analíticas.15 Nesse quadro, a relevância da espectroscopia 

IRMPD é enorme, posto que permite direcionar todo esse poder analítico para um sistema cujo 

estudo vibracional era outrora inviável: uma nuvem de íons de baixíssima densidade no alto 

vácuo de um espectrômetro de massas. Essa técnica é, pois, capaz de auxiliar no estudo 

estrutural de espécies químicas presentes apenas em quantidades-traço em amostras, como é o 

caso de contaminantes ou de intermediários reativos. Combinada, adicionalmente, a cálculos 

computacionais de estrutura eletrônica e de frequências vibracionais teóricas de geometrias 

putativas, tem-se uma metodologia ímpar e deveras robusta. 
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3.3.3 Cálculo da eficiência de fotofragmentação 
 

Supracitada diversas vezes, a eficiência de fotofragmentação é usada como intensidade 

(eixo das ordenadas) nos espectros IRMPD, para simular um espectro de absorção no 

infravermelho. Embora não haja, a priori, uma dependência linear entre a fotofragmentação e 

a absorbância, essa grandeza é largamente utilizada por possibilitar uma comparação mais 

direta e fidedigna com as intensidades de espectros de absorção teóricos calculados, além de 

permitir correções descomplicadas em função da potência do laser e dos tempos de irradiação 

dos íons.75 

Para garantir essas vantagens, a eficiência de fotofragmentação (EFF) a um determinado 

comprimento de onda é definida a partir da constante cinética da dissociação induzida por laser 

(𝑘𝜆). Ao se fazer algumas aproximações a respeito do complexo processo da IRMPD e ao se 

considerar que o rendimento do processo é limitado pela população inicial do íon precursor que 

é irradiada e pela potência do laser, pode-se atribuir à fotofragmentação uma cinética de 

pseudo-primeira ordem em relação à concentração e, por extensão, à intensidade do 

precursor.70,75 A lei de velocidade integrada do processo apresentará, logo, um perfil 

logarítmico, conforme se observa abaixo, em que se apresenta, simplificadamente, a 

fragmentação de um íon precursor P+/– ao ser irradiado a um comprimento de onda 𝜆, para 

formar um fragmento genérico F+/– e uma espécie neutra N. Nas equações, 𝑃𝜆 e 𝐹𝜆 representam, 

respectivamente, as intensidades do íon precursor e do íon fragmento no espectro de massas 

quando da irradiação da nuvem de íons por um certo tempo 𝑡. 

 

𝑃+/−
  𝜆  ,  𝑘𝜆  
→      𝐹+/− + 𝑁                              (Equação 3.3) 

 

𝑑𝑃𝜆
𝑑𝑡

= − 𝑘𝜆 ∙ 𝑃𝜆   ⟹   ∫
1

𝑃𝜆
𝑑𝑃𝜆

𝑃𝜆

𝑃0

= −∫𝑘𝜆

𝑡

0

𝑑𝑡  ⟹  𝑘𝜆 ∙ 𝑡 = −(ln𝑃𝜆 − ln𝑃0)   ⟹  𝑘𝜆 ∙ 𝑡 = − ln
𝑃𝜆
𝑃0

 

 

O tempo de irradiação depende de cada experimento realizado e, para não ser necessário 

incluir esse valor no cálculo, pode-se integrá-lo na definição da eficiência de fotofragmentação: 

𝐸𝐹𝐹𝜆  ≡  𝑘𝜆 ∙ 𝑡 . Levando em conta, ainda, que cada íon precursor dissociado forma apenas um 

íon fragmento, é possível escrever a intensidade inicial do precursor (𝑃0) em termos das 

intensidades finais – no tempo 𝑡 de detecção – tanto do precursor (𝑃𝜆) como do fragmento (𝐹𝜆). 

Assim, 𝑃0 = 𝑃𝜆 + 𝐹𝜆 . É bem verdade, no entanto, que não é incomum observar mais de um íon 
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fragmento diferente, devido ou à existência de mais de uma via de dissociação acessível na 

superfície de energia ou a fragmentações em sequência. Em vista disso, deve-se considerar o 

somatório das intensidades de todos esses fragmentos originados dos íons do precursor:        

𝑃0 = 𝑃𝜆 + ∑𝐹𝜆. 

Chega-se, enfim, à fórmula para calcular as intensidades utilizadas no espectro IRMPD, 

em função do comprimento ou do número de onda da radiação.70,75,76  

 

𝑬𝑭𝑭𝝀 = − 𝐥𝐧 (
𝑷𝝀

𝑷𝝀 + ∑𝑭𝝀
) 

(Equação 3.4) 

 

3.3.4 Fontes de radiação 
 

Métodos de fotodissociação de íons requerem dois aspectos vitais das fontes de radiação 

empregadas nos experimentos. Em primeiro lugar, elas precisam prover luz de alta intensidade 

para as espécies irradiadas, especialmente em processos envolvendo absorção de múltiplos 

fótons como a IRMPD. Por este motivo, é necessário a utilização de lasers. Adicionalmente, 

para que se possa registrar espectros de ação dos íons, a fonte de radiação também precisa ser 

continuamente sintonizável em toda a faixa espectral que se deseja investigar.77 Esse segundo 

requisito restringe sobremaneira as opções disponíveis. 

Para a espectroscopia IRMPD, portanto, é fundamental o emprego de um laser 

sintonizável ao longo da região do infravermelho, especialmente na faixa de frequências 

relativas às vibrações moleculares. A opção mais simples e factível nesse cenário são os 

osciladores/amplificadores óticos paramétricos (OPO/OPA), um sistema de bancada baseado 

em ótica não-linear.78–80  

Quando uma onda eletromagnética se propaga por um meio, a oscilação dos dipolos 

presentes ou criados no sistema gera efeitos de polarização, cuja dependência é, em primeira 

instância, linear em relação ao campo elétrico incidente. Entretanto, campos mais fortes como 

os de lasers intensificam efeitos de polarização não-lineares, de segunda ordem 

principalmente.77 Para acessar esses efeitos de maneira mais proeminente, um exemplo de 

material com propriedades óticas adequadas são os cristais de niobato de lítio (LiNbO3), que 

são não-centrossimétricos e têm alta transmissividade e alto limite de dano ótico.15  

Comumente, o sistema OPO/OPA produz radiação de alta intensidade no infravermelho 

a partir da irradiação de cristais de LiNbO3 com um laser de granada de ítrio alumínio dopada 
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com neodímio (Nd:YAG). Esse laser de estado sólido emite no comprimento de onda 

fundamental de 1064nm. De modo simplificado, esses fótons primários (𝜈𝑝), nos cristais, são 

aniquilados e convertidos em dois fótons denominados “sinal” (𝜈𝑠) e “ocioso” (𝜈𝑜). Nesse 

processo, a energia é conservada: ℎ𝜈𝑝 = ℎ𝜈𝑠 + ℎ𝜈𝑜. Mantendo-se a restrição dessa relação 

matemática, é possível sintonizar as duas frequências de saída de algumas formas: modificação 

da frequência de entrada ou da temperatura dos cristais ou, principalmente, ajuste dos ângulos 

de incidência nos cristais. 

No sistema supracitado, por meio de alterações na orientação espacial dos cristais, pode-

se produzir fótons “sinal” entre 1,38 e 2 𝜇m de comprimento de onda e fótons “ociosos” entre 

2,28 e 4,67 𝜇m. Em termos de número de onda, esses últimos valores equivalem à faixa de 2140 

a 4380 cm-1.15 OPO/OPAs bombeados por laser Nd:YAG são, dessa forma, eficientes em 

viabilizar a obtenção de espectros IRMPD justamente na região espectral correspondente à 

vibração de estiramento da maioria dos principais grupos funcionais das moléculas. Essa 

montagem experimental, contudo, não consegue cobrir toda a região dos grupos funcionais – 

carbonilas, nomeadamente, estão fora do intervalo de detecção – e tampouco alcança a região 

de impressão digital (650 – 1300 cm-1). 

Uma alternativa para expandir as frequências alcançáveis pelo OPO/OPA para a faixa 

de 1400 a 2100 cm-1 é acrescentar, na saída do conjunto de cristais, um outro cristal, de 

AgGaSe2.
81 Há, entretanto, a desvantagem da perda de potência acarretada pelo processo de 

conversão, obtendo-se uma ordem de magnitude a menos de energia por pulso de laser. Apesar 

de impedir a realização de espectroscopia IRMPD, essa opção ainda é útil, por exemplo, para 

estudos de pré-dissociação de complexos fracamente ligados (van-der-Waals tagging) em 

condições criogênicas, quando é necessária a absorção de apenas um fóton. 

Ampliando-se o campo de possibilidades para além dos osciladores óticos paramétricos, 

encontra-se o laser de elétrons livres (FEL – do inglês free-electron laser), extremamente 

conveniente para a espectroscopia vibracional de íons, haja vista a larga e contínua faixa 

espectral em que é sintonizável, somada à sua alta potência. O princípio básico de 

funcionamento de um FEL consiste na aceleração linear de um feixe de elétrons até velocidades 

relativísticas e sua posterior passagem por uma estrutura periódica de ímãs denominada 

ondulador.77,82 O movimento oscilatório dos elétrons livres no campo magnético variável da 

estrutura estimula-os a emitir fótons a cada mudança de direção. A frequência da radiação 

emitida pode ser continuamente ajustada por meio de dois parâmetros: a energia cinética do 

feixe de elétrons livres e a intensidade do campo magnético.15 Este segundo parâmetro é o que 
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garante a agilidade necessária para varrer uma extensa faixa de comprimentos de onda a tempo 

de se registrar um espectro IRMPD, uma vez que é possível utilizar motores para variar 

rapidamente a distância entre os ímãs e o feixe de elétrons relativísticos, mantendo-se sua 

energia cinética fixa. 

A restrição ao uso em larga escala desse tipo de laser está nas exigências de capital e de 

espaço para construir e manter a estrutura necessária, visto que o FEL está longe de ser um 

equipamento de bancada. Por conta disso, há poucas instalações no mundo que fazem uso dessa 

fonte de radiação para a realização de espectroscopia IRMPD. Dessas, apenas duas funcionam 

como instalações multiusuários, permitindo pesquisadores visitantes: o Centre Laser 

Infrarouge d’Orsay (CLIO),83 na França, e o Free Electron Laser for Infrared eXperiments 

(FELIX),84 nos Países Baixos. De maneira geral, esses FELs, a depender de ajustes internos, 

conseguem prover radiação de alta potência entre 500 e 2500 cm-1, cobrindo justamente uma 

região importante do espectro infravermelho a que o OPO/OPA não chega.15 

Por fim, vale também citar o laser de CO2. Essa fonte de radiação não é continuamente 

sintonizável no infravermelho como as outras duas apresentadas acima, uma vez que se 

restringe às linhas do espectro vibro-rotacional da molécula de dióxido de carbono (925–1085 

cm-1).15 No entanto, além de ter sido, historicamente, o primeiro tipo de laser a ser empregado 

em experimentos IRMPD com íons aprisionados,85 ele ainda pode ser utilizado atualmente em 

conjunção com o OPO/OPA para aquecer os íons até o limiar de dissociação por meio de 

excitação vibracional não-ressonante. Esse recurso costuma ser utilizado em casos de 

fragmentações mais difíceis, quando se combina a absorção ressonante da radiação do 

OPO/OPA com a não-ressonante do laser de CO2 para suprir o incremento de energia interna 

necessário para produzir os fragmentos. 

 

3.4. Cálculos Computacionais de Estrutura Eletrônica 
 

 

A Química Computacional constitui tanto um campo de pesquisa independente como 

um complemento substancial a estudos experimentais, que é o caso neste trabalho. Ela simula 

numericamente estruturas e reações químicas, baseando-se total ou parcialmente nas leis 

fundamentais da Física, e instrumentaliza cientistas para estudar fenômenos químicos ao efetuar 

cálculos em computadores (in silico) em vez de examiná-los experimentalmente. Alguns 

métodos são capazes, inclusive, de prover informações sobre moléculas e reações que seriam 
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impossíveis de se obter por meio da observação, uma vez que se podem modelar não apenas 

espécies estáveis, mas também intermediários instáveis e até estados de transição.86 

O uso de cálculos computacionais na presente pesquisa tem dois intuitos principais, 

complementares um ao outro: a obtenção de espectros vibracionais teóricos de estruturas e 

geometrias putativas e a modelagem de superfícies de energia potencial para os mecanismos de 

fragmentação propostos. Para tanto, nesta seção, serão discutidas, primeiramente, as 

metodologias de cálculo computacionais mais utilizadas e os princípios fundamentais da 

otimização de geometrias moleculares e do cálculo de frequências vibracionais teóricas. Em 

seguida, explicar-se-á como tais princípios permitem tanto comparações teórico-experimentais 

para avaliar propostas estruturais das espécies iônicas detectadas como estudos de perfis 

energéticos de mecanismos reacionais. 

 

3.4.1 Metodologias de cálculo computacional 
 

No campo da Química Computacional, há duas áreas gerais devotadas à descrição da 

estrutura e da reatividade de moléculas: Mecânica Molecular e Teoria da Estrutura Eletrônica. 

Ambas têm como base primária o cálculo da energia de uma determinada geometria molecular, 

isto é, um certo arranjo espacial de átomos – núcleos e elétrons. O que as diferencia justamente 

é a metodologia por meio da qual esse cálculo é realizado. 

A Mecânica Molecular faz uso das leis da Física clássica para predizer estruturas e 

propriedades das espécies químicas. As moléculas são tratadas a partir da posição e da interação 

entre os núcleos, mediada por campos de força que simulam implicitamente os efeitos 

eletrônicos. Esses campos de força são parametrizados – com variações entre diferentes 

métodos – a partir de dados empíricos como tipos de elemento, comprimentos, ângulos e forças 

de ligação, hibridização e carga.86 Apesar de ser pouco custosa computacionalmente e permitir 

a avaliação de sistemas extremamente grandes de milhares de átomos, esse arcabouço 

metodológico apresenta diversas limitações, definidas pela não-universalidade dos parâmetros 

utilizados para constituir o método e pela impossibilidade de lidar com efeitos eletrônicos 

explícitos, como, por exemplo, a quebra e a formação de ligações. 

Já os Métodos de Estrutura Eletrônica se servem das leis da mecânica quântica como 

alicerce para os cálculos. Assim, a energia de uma molécula ou de qualquer arranjo de átomos 

é obtida a partir da resolução da equação de Schrödinger: 
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[ −ℏ
2

2𝑚
∇2 + 𝑉(𝑟) ]Ψ(𝑟)  =  𝐸 Ψ(𝑟)                              (Equação 3.5) 

 

Como é bem sabido, no entanto, essa equação fundamental só pode ser resolvida 

analítica e exatamente para sistemas de apenas um elétron, em que não há o percalço 

matemático da correlação eletrônica – elétrons em um sistema molecular reagem às trajetórias 

uns dos outros. Os métodos variados são, então, caracterizados pelos diferentes artifícios 

matemático-conceituais que empregam para obter soluções aproximadas para a equação. 

Dentre esses métodos de estrutura eletrônica, podem-se destacar três grandes classes, 

apresentadas abaixo.86 

 

• Semiempíricos: utilizam parâmetros derivados de dados experimentais para 

simplificar e resolver uma forma aproximada da equação de Schrödinger. 

Empregam parâmetros diferentes a depender do sistema químico investigado. 

São exemplos AM1 e PM3. 

 

• Ab initio: diferentemente da Mecânica Molecular e dos semiempíricos, estes não 

utilizam nenhum dado experimental em suas computações; os únicos valores 

inseridos para resolver a equação e calcular a energia são constantes físicas 

universais (ℎ, 𝑐, 𝑒, 𝜀) e as massas das partículas subatômicas. Uma série de 

aproximações matemáticas rigorosas são aplicadas para chegar a uma solução. 

Os dois representantes mais conhecidos e utilizados dessa classe são os métodos 

Hartree-Fock (HF) e de perturbação Møller-Plesset (MP2, entre outros). 

 

• Teoria do funcional de densidade (DFT): constrói funções de um elétron para 

descrever a densidade eletrônica total e, assim, considerar indiretamente a 

correlação eletrônica. Oferece resultados mais aceitáveis e próximos aos de 

métodos ab initio mais dispendiosos computacionalmente, como o MP2, mas a 

um custo baixo, parecido ao do HF.87 Exemplos populares na comunidade 

científica da área são B3LYP e M06-2X. 

 

Nos cálculos de estrutura eletrônica, além da escolha do método mais adequado para o 

problema a ser estudado entre os diferentes níveis de teoria – quanto mais preciso, mais 

computacionalmente custoso –, há também que se definir o conjunto de base (basis set) a ser 
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usado para representar o sistema. Trata-se da representação matemática dos orbitais 

moleculares considerados para descrever a molécula. Pode-se interpretar o conjunto de base 

como uma delimitação de cada elétron a certa região do espaço ao redor dos núcleos. Sendo 

assim, quanto maior o conjunto, menos restrições matemáticas aos elétrons e, por conseguinte, 

mais próximo o cálculo estará da situação real.86 

 

3.4.2 Otimização de geometrias e cálculo de frequências vibracionais 
 

Quando se realiza o cálculo computacional de energia de alguma espécie química, é 

necessário fornecer uma geometria específica; isto é, as coordenadas cartesianas do núcleo de 

cada átomo constituinte. Entretanto, sabe-se que qualquer mudança estrutural em uma molécula 

acarreta alterações de energia, assim como de outras propriedades. A forma como a energia 

varia a depender da estrutura molecular pode ser representada matematicamente por uma 

hipersuperfície de energia potencial, em que se avalia a energia como função de cada um dos 

graus de liberdade – comprimentos de ligação, ângulos entre ligações, ângulos diedros etc. A 

Figura 3.11 ilustra essa superfície, com o eixo z (altura) representando a energia, e os eixos x e 

y, dois graus de liberdade da estrutura. 

 

 

Figura 3.11. Exemplo de superfície de energia potencial para uma espécie química hipotética, 

mostrando mínimos, máximos e pontos de sela (CC BY-NC; Ümit Kaya via LibreTexts; modificada). 

 

Cada ponto nessa superfície representa uma geometria particular do sistema, definida 

pelos valores de cada variável estrutural. As geometrias de equilíbrio, ao redor das quais o 
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sistema pode se estabilizar, são os pontos de mínimo, uma vez que qualquer mudança estrutural, 

independentemente da direção, leva a um aumento na energia do sistema e, por conseguinte, a 

uma força restaurativa de sentido oposto. Esses mínimos, a depender do sistema estudado, 

podem corresponder a confôrmeros, isômeros, reagentes ou produtos.  

Não se pode, contudo, assumir que a geometria dada como input para o cálculo de 

energia seja precisamente um ponto de mínimo e, portanto, represente uma das geometrias de 

equilíbrio do sistema. Então, uma etapa importante e igualmente custosa dos cálculos 

computacionais é a otimização de geometria, que consiste em se variar os parâmetros estruturais 

do sistema em busca de um mínimo de energia, que pode ser local ou global.  

Há alguns algoritmos desenvolvidos para encontrá-los, como, por exemplo, calcular a 

força resultante – o negativo da primeira derivada da energia em relação às coordenadas 

espaciais dos núcleos – e movimentar a molécula na sua direção. Mas, de maneira geral, o 

programa utilizado para fazer o cálculo alterará a geometria ao longo de vários pequenos passos, 

calculando a energia de cada um, até encontrar uma configuração espacial que satisfaça alguns 

critérios pré-estabelecidos; essencialmente, que as forças e o próximo passo de cálculo estejam 

abaixo de um certo valor, interpretado como zero. Satisfeitos os critérios, o programa considera 

a geometria otimizada e fornece sua energia e as coordenadas de todos os átomos.86 

O processo de otimização de geometria, todavia, não necessariamente localiza pontos 

de mínimo, mas, sim, pontos estacionários na superfície de energia potencial. Apesar de, na 

maioria dos casos, serem mínimos, deve-se confirmar que não se trata de um máximo ou de um 

ponto de sela (máximo em uma coordenada e mínimo nas demais). Esse é um dos motivos pelos 

quais também se tem o hábito de realizar cálculos de frequências vibracionais após a 

otimização. As frequências dos modos normais de vibração da espécie ou sistema químico 

permitem verificar se um ponto estacionário constitui um mínimo de energia, pois todas elas 

terão valores reais nesse caso. 

Se se toma a superfície de energia potencial como uma analogia mecânica, oscilações 

reais só são possíveis nos pontos de mínimo. Já nos pontos de sela, por exemplo, que são 

interpretados como os estados de transição, ter-se-á uma frequência imaginária e todas as outras 

frequências reais. O valor imaginário corresponde justamente a uma oscilação – impossível 

fisicamente – na coordenada estrutural em que o ponto é um máximo de energia. Essa 

interpretação pode ser demonstrada matematicamente a partir da função horária complexa 

(𝑓(𝑡)) para um movimento harmônico simples. 

 



  Referencial Teórico 

   

 

55 

𝑓(𝑡)  =  𝑒𝑖𝜔𝑡  =  𝑐𝑜𝑠 𝜔𝑡  +  𝑖 ∙ sen𝜔𝑡                           (Equação 3.6) 

𝜔 =  2𝜋𝜈 =  2𝜋𝑐𝜈                                         (Equação 3.7) 

 

A vibração é descrita pela parte real (𝑐𝑜𝑠 𝜔𝑡) da função exponencial complexa 𝑒𝑖𝜔𝑡, em 

que 𝜔 é a velocidade angular associada à oscilação. Essa grandeza será usada para simplificar 

a leitura, mas, como mostra a Equação 3.7, poder-se-ia substituí-la pela frequência 𝜈 ou pelo 

número de onda 𝜈, já que são todos diretamente proporcionais. Se a frequência for imaginária, 

𝜔 também o será e, assim, será possível escrevê-lo como 𝜔 =  𝑖 ∙ 𝑟, em que 𝑟 é um valor real. 

Isso posto, tem-se: 

 

𝑓(𝑡)  =  𝑒𝑖𝜔𝑡  =  𝑒𝑖∙𝑖∙𝑟∙𝑡 

𝒇(𝒕)  =  𝒆−𝒓𝒕                                              (Equação 3.8) 

 

Logo, na Equação 3.8, vê-se que a função horária se tornou apenas real. Ademais, o que 

era uma oscilação descrita por uma função trigonométrica converteu-se em uma exponencial 

decrescente, coerente com um sistema saindo de um ponto de máximo: ele não vai oscilar em 

torno dele, mas sim decair para algum mínimo local próximo. É assim que o cálculo de 

frequências auxilia na determinação da natureza dos pontos estacionários localizados. 

Há, adicionalmente, outras utilidades importantes para esse cálculo, dentre as quais vale 

destacar a obtenção de grandezas termodinâmicas, como a energia do ponto zero, a entalpia, a 

entropia e a energia de Gibbs por meio da função de partição vibro-rotacional e, principalmente, 

a predição de espectros infravermelho e Raman de absorção de moléculas. 

 

3.4.3 Comparações teórico-experimentais dos espectros vibracionais 
 

O principal objetivo para o cálculo de frequências neste trabalho de pesquisa assiste em 

construir espectros de absorção teóricos para as propostas estruturais das espécies identificadas 

por espectrometria de massas. Isso feito, a comparação destes com os espectros IRMPD obtidos 

experimentalmente permite a avaliação de quais estruturas putativas são corroboradas e quais 

precisam ser descartadas ou repensadas por estarem em desacordo com as bandas 

experimentais. É bem verdade que, para a região de grupos funcionais, pode nem ser necessária 

às vezes a comparação com cálculos computacionais. Porém, para aproveitar as informações 

da região do fingerprint no espectro IRMPD, os cálculos são de suma importância. 
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É preciso, no entanto, ponderar que o espectro de absorção fornecido pelos cálculos 

computacionais é para uma única geometria do íon isolado; não considera a mobilidade 

conformacional que existe naturalmente num conjunto de íons de uma espécie. No contexto do 

experimento, no espectrômetro, os íons estão isolados, mas têm energia térmica significativa, 

tanto antes como durante a excitação pelo laser, para que haja flutuações nas frequências 

ressonantes. Além disso, o cálculo de frequências também trata os modos de vibração do íon 

como osciladores perfeitamente harmônicos, o que não é exato. Há, pois, um alargamento e um 

redshift das bandas que deve ser levado em conta na comparação. O alargamento pode ser 

simulado por curvas Gaussianas, geralmente se estipulando uma largura a meia-altura de 20 

cm-1. Já com relação ao redshift, tem-se como costume multiplicar as frequências calculadas 

por fatores de escala pré-definidos para garantir o ajuste ao experimento. 

A comunidade de espectroscopia em fase gasosa aceita, de maneira geral, o uso de 

cálculos DFT B3LYP/6-31+G(d,p) para a predição de frequências, acompanhados da aplicação 

de fatores de correção duplos – valores diferentes para as região de alta e de baixa frequência.88 

Já um estudo mais recente mostrou que os níveis de teoria M06-2X/aug-cc-pVTZ e CAM-

B3LYP/6-311+G(d,p) podem oferecer resultados similares com melhor predição de geometria 

e energia.89 

 

3.4.4 Construção de superfícies de energia potencial para reações 
 

Outro uso importante dos cálculos computacionais, nesse contexto, consiste em 

construir superfícies de energia potencial para mecanismos de reação ou fragmentação. A partir 

da identificação das espécies presentes na amostra e de seus produtos, e da atribuição de 

estruturas putativas coerentes com o espectro IRMPD, propõem-se vias de fragmentação com 

o auxílio de intuição química e de mecanismos já conhecidos. Essas vias podem, então, ser 

modeladas por cálculos computacionais para a construção de suas superfícies de energia 

potencial. Isso feito, é possível avaliar a plausibilidade dos mecanismos em termos das energias 

de ativação calculadas. 

Assim como a termodinâmica usualmente nos dá informações sobre os estados inicial e 

final – em equilíbrio – de um processo, enquanto a cinética analisa o decorrer do processo em 

si, a espectroscopia IRMPD e a modelagem computacional têm uma relação análoga na 

presente pesquisa. A espectroscopia IRMPD garante acesso a dados experimentais a respeito 

de estrutura, geometria e energia de precursores e produtos. Já a modelagem dos mecanismos 
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reacionais traz um retrato teórico de como a fragmentação pode estar acontecendo e por que 

etapas. Nesse sentido, o passo mais importante é a otimização da geometria correta para os 

intermediários e, principalmente, para os estados de transição do mecanismo. 

Há alguns algoritmos para se encontrar o ponto de sela do estado de transição na 

superfície de energia potencial. A maioria envolve fornecer as geometrias dos mínimos locais 

do reagente e do produto – ou intermediário – para o programa computacional, de modo que 

ele analise a coordenada de reação que os conecta e proponha um ponto intermediário que possa 

ser otimizado. Também é possível incluir no input do cálculo uma geometria tentativa para o 

estado de transição a fim de auxiliar o programa a encontrar o ponto de sela buscado. Feito isso, 

é preciso confirmar que se trata efetivamente do estado de transição para a reação. Um modo 

comum de fazê-lo é avaliando o modo de vibração da frequência imaginária – a oscilação deve 

mostrar a quebra e a formação das ligações envolvidas na reação. 

Um método deveras recomendado para corroborar a geometria do estado de transição é, 

então, performar um cálculo IRC, que consiste em seguir o caminho de diminuição da energia 

em ambos os sentidos, partindo do ponto de sela, e otimizando a geometria do sistema 

molecular a cada pequeno passo.86 Assim, verifica-se se os mínimos locais conectados pelo 

estado de transição identificado são realmente as espécies envolvidas na reação que se deseja 

modelar. 

Construída a superfície de energia potencial para uma reação, além do cálculo da energia 

de ativação, pode-se obter outros dados termodinâmicos como as variações de entalpia, de 

entropia e de energia de Gibbs do processo. No caso de reações em solução, esses valores são 

mais úteis para analisar a plausibilidade do mecanismo proposto. Já em se tratando de reações 

em fase gasosa, como é o caso de fragmentações de íons no espectrômetro de massas, costuma-

se analisar apenas a energia eletrônica, somada à energia vibracional do ponto zero. 
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4. Metodologia 
 

4.1. Análises por espectrometria de massas sequencial (MSn) 
 

Para a realização das análises no espectrômetro de massas, as amostras foram 

preparadas a partir da ciclofosfamida sólida (Sigma-Aldrich CAS:6055-19-2). Prepararam-se 

soluções-estoque de 1 ∙ 10–3 mol/L em acetonitrila (Merck – LC/MS), que são mantidas no 

refrigerador para evitar possível degradação. Anteriormente às análises, recolhem-se alíquotas 

da solução-estoque, que são diluídas entre 100 e 1000 vezes em acetonitrila para produzir 

soluções de ciclofosfamida nas concentrações de 1 μM a 10 μM. Dependendo do experimento, 

também se adiciona de 1 μL a 3 μL de ácido fórmico para favorecer a formação da espécie 

protonada. Nos poucos casos em que se utilizou o nanospray, utilizou-se água como solvente e 

atingiram-se concentrações de até 20 μM. 

Os experimentos de espectrometria de massas e, também, os de espectroscopia IRMPD, 

descritos da próxima seção, foram performados num equipamento Bruker Daltonics AmaZon 

SL modificado.76 Seu método de ionização da amostra é o eletrospray (ESI), que extrai as 

espécies da solução com pouca ou nenhuma fragmentação. Esses íons são, em seguida, 

analisados em um ion trap 3D, que permite fragmentações e análises sequenciais (MSn). As 

modificações realizadas no equipamento consistem na confecção de dois orifícios 

diametralmente opostos no eletrodo do anel da armadilha de íons e a colocação de duas janelas 

(J) na carcaça do espectrômetro, para permitir a passagem da radiação do laser, além da 

instalação de dois espelhos (E) abaixo do ion trap para guiar os feixes. 

 

Figura 4.1. Esquema simplificado do espectrômetro de massas modificado utilizado nos 

experimentos. Adaptado da referência 76. 
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Os experimentos de ESI-MSn foram conduzidos em modo positivo, ou seja, com 

aplicação de um potencial da faixa de –4,5 kV, de modo que apenas íons positivos sejam 

ejetados da solução na direção da entrada do equipamento. Alguns parâmetros da fonte e do 

instrumento foram, naturalmente, alterados de uma análise para outra com o intuito de se 

otimizar o sinal dos íons de interesse a cada vez; porém, de maneira geral, as condições foram 

as seguintes: 

• Temperatura do gás de secagem: 180 °C 

• Pressão do gás de nebulização (N2): 7,25 psi 

• Fluxo do gás de secagem (N2): 4 L/min 

• Janela de varredura: m/z 100 – m/z 600 

• Média de 20 espectros para registro 

 

Nos momentos em que a fonte de nanoeletrospray foi usada no lugar da ESI comum, a 

voltagem aplicada ficou entre –2,5 e –3,5 kV, mantendo-se uma distância, entre o capilar com 

a amostra e a entrada do espectrômetro, de 0,9 a 1,1 cm. Para essa técnica, também foi 

necessário alterar a pressão do gás de nebulização e o fluxo do gás de secagem, para 2 psi e       

1 L/min respectivamente, haja vista a maior sensibilidade do spray formado no processo. 

Em se tratando da dissociação induzida por colisão (CID), as fragmentações são 

provocadas por colisões com o gás Hélio, presente na cela da armadilha de íons. Primeiramente, 

a espécie que se deseja estudar é isolada, com a ejeção das outras razões massa/carga. Em 

seguida, uma radiofrequência de excitação é aplicada nos eletrodos de forma que os íons dessa 

espécie oscilem e colidam com os átomos de He, acumulando energia para dissociarem. Por 

fim, é feita a varredura para registrar o espectro. Fazendo-se esse processo uma vez, tem-se um 

espectro MS(2) ou MS/MS. Se se realiza tal sequência duas vezes, para investigar como se 

quebra algum dos fragmentos primários do precursor, obtém-se um espectro MS(3); e assim 

por diante. 

Ao se variar a amplitude da radiofrequência aplicada nos experimentos de CID, é 

possível controlar a porcentagem de fragmentação da espécie precursora. Neste trabalho, as 

intensidades dos fragmentos foram, também, avaliadas, em função da amplitude CID, e os 

dados foram plotados e ajustados matematicamente no programa Origin 9.0,90 para gerar 

breakdown curves. Isso permite representar graficamente o efeito da amplitude de excitação e, 

por conseguinte, no caso de comparações com resultados de outros equipamentos com 

parâmetros diferentes, levá-lo em conta na análise. 
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4.2. Obtenção de espectros vibracionais de íons por IRMPD 
 

A espectroscopia IRMPD, por se tratar de uma técnica física e conceitualmente atrelada 

à espectrometria de massas, requer a conjugação dos sistemas de controle tanto das fontes de 

radiações como do espectrômetro. Informações mais detalhadas de como tal integração foi 

realizada podem ser encontradas na literatura.76  

Os experimentos foram estruturados de modo que a nuvem de íons seja irradiada pelo 

feixe do laser no período de operação do instrumento destinado à CID, após a etapa de 

isolamento. Isso feito, o sistema registra o espectro de massas [MS(2)] como se os íons 

estivessem sendo fragmentados com colisões com o gás Hélio; mas, em realidade, a amplitude 

da radiofrequência de excitação é zerada e o tempo é destinado à absorção dos fótons e eventual 

e subsequente dissociação. Ao se configurar o programa que controla os lasers para realizar a 

varredura de frequências no infravermelho, é possível compilar a sequência de espectros de 

massas, cada um obtido sob a irradiação de um comprimento de onda, na forma de um 

cromatograma de íons, para posterior tratamento de dados. 

Como já foi discutido, há algumas fontes de radiação que podem ser utilizadas nesse 

tipo de metodologia. Para este estudo, tinha-se disponível o laser de CO2 e o sistema OPO/OPA, 

ambos sistemas ópticos de bancada. O primeiro, cuja radiação monocromática em 10,6 μm é 

ocasionalmente empregada para aquecer os íons e promover maior ou alguma dissociação, não 

se mostrou necessário na maioria dos casos analisados do sistema químico de interesse. Já 

quando se requereu essa radiação extra para a fragmentação de alguma espécie investigada, não 

se obteve resultados significativamente melhores. 

No que concerne ao sistema OPO/OPA, usado para todos os espectros IRMPD deste 

trabalho, trata-se de um equipamento da Laservision, alimentado por um laser de estado sólido 

Nd:YAG (1064 nm, pulsado, 530 mJ/pulso, 10 Hz, 10 ns de largura do pulso), cujos cristais 

são de KTP e KTA – Potassium Titanyle Phosphate (KTiOPO4) e Potassium Titanyle Arsenate 

(KTiOAsO4). A óptica não-linear dos cristais e a variação mecânica dos ângulos de incidência 

são capazes de gerar radiação infravermelha continuamente sintonizável entre 2000 e             

4200 cm-1, com energia variando de 2 a 15 mJ por pulso, a depender do número de onda. 

Com o objetivo de ajustar a eficiência de fotofragmentação, para evitar a depleção 

completa do íon precursor, assim como para minimizar quebras de segunda ordem, alterou-se 

o número de pulsos da radiação para cada experimento. Em função da energia de dissociação 

de cada espécie estudada, variou-se a quantidade entre 5 e 25 por evento de fragmentação. Íons 
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mais estáveis e difíceis de dissociar requereram um número maior de pulsos do laser, para, 

então, absorverem mais fótons e conseguirem atingir a energia interna suficiente para produzir 

fragmentos. Na prática, o procedimento de ajuste resumia-se a controlar os tempos de duração 

da CID e de abertura do obturador para deixar passar apenas o número de pulsos desejado, 

levando-se em conta a frequência de 10 Hz. Por exemplo, 1500ms de irradiação da nuvem de 

íons equivalem a 15 pulsos. 

Referente à varredura de frequências da radiação, é necessário buscar uma conciliação 

entre melhor resolução das bandas e tempo adequado para registro do espectro vibracional. 

Nesse sentido, os parâmetros a serem ajustados são o intervalo espectral, o tamanho dos passos 

de varredura e a média de análises de massa por passo. Em geral, manteve-se a faixa de números 

de onda entre 2800 e 3800 cm-1, tendo em vista as vibrações características esperadas. Com 

relação ao tamanho dos passos, o padrão foi de 2 cm-1; isto é, após cada registro de massas, 

programou-se a radiação do laser para mudar de 2 em 2 unidades. Com passos maiores, perde-

se resolução; com menores, a duração para completar o experimento pode chegar a mais de 

uma hora, além de não necessariamente trazer melhora, uma vez considerada a limitação de 

resolução da própria saída do laser. Por fim, pode-se variar a média de quantas análises de 

massa são realizadas para cada passo. Via de regra, fez-se a média de 5 espectros. 

O resultado primário de um experimento de espectroscopia IRMPD é, como já 

mencionado, o cromatograma de íons, em que se registram as intensidades de todas as espécies 

iônicas detectadas ao longo do tempo de análise. Nesse caso, há também os valores temporais 

da frequência e da potência do laser, de extrema importância. O tratamento de dados inicia-se, 

então, pela extração das informações relevantes do arquivo, por meio de um script desenvolvido 

para organizar, em uma planilha, as intensidades de íons selecionados – precursor e todos os 

fragmentos – e o número de onda da radiação a cada passo da varredura. 

Em posse da planilha de dados extraídos, calcula-se a eficiência de fotofragmentação 

(𝐸𝐹𝐹𝜆), a partir da Equação 3.4. A construção da curva de intensidade, representada pela 𝐸𝐹𝐹𝜆, 

em função do número de onda (�̅�) irradiado gera, enfim, o espectro IRMPD da espécie iônica 

analisada. Esse processo é feito, neste trabalho, no programa gráfico Origin 9.090 e, com o 

intuito de melhorar a visualização das bandas e reduzir possíveis ruídos, utilizou-se algoritmos 

implementados no software para suavizar os dados (smoothing), geralmente a partir da média 

de 5 pontos. 
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4.3. Cálculos Computacionais 
 

Os cálculos teóricos de estrutura eletrônica e de frequências vibracionais foram 

incluídos neste estudo com o objetivo primordial de apoiar as atribuições de bandas dos 

espectros IRMPD. Então, propostas estruturais para os íons analisados nos experimentos 

puderam ser modeladas computacionalmente e ter seus espectros teóricos de absorção 

vibracional gerados e comparados aos dados empíricos de fotofragmentação. Executou-se esses 

cálculos usando o funcional de densidade B3LYP e o conjunto de bases 6-31+G(d,p). A escolha 

por tal metodologia e nível de teoria deveu-se à sua ampla adoção e aceitação em estudos de 

espectroscopia na fase gasosa, pela capacidade de prever corretamente frequências vibracionais 

quando combinadas a fatores de correção duplos – 0,98 para as frequências mais baixas (até 

2000 cm-1) e 0,95 para as mais altas.88,89 Neste caso, uma vez que os espectros IRMPD foram 

registrados na região mais alta, dos grupos funcionais, os valores foram corrigidos pelo fator 

0,95. 

As geometrias iniciais das estruturas putativas consideradas em cada análise foram 

desenhadas com base em intuição química e preparadas pelo software Chemcraft.91 Em seguida, 

efetuou-se as otimizações de geometrias e os cálculos termoquímicos e de vibrações 

harmônicas por meio do pacote computacional Gaussian09 (revisão D.01).92 Todas as 

geometrias resultantes desse procedimento foram, então, confirmadas como verdadeiros 

mínimos de energia na superfície de energia potencial – posições de equilíbrio com nenhuma 

frequência imaginária de oscilação. 

No que tange às comparações teórico-experimentais, resta um percalço a ser examinado. 

Uma vez que, dentre outros fatores, os cálculos computacionais realizados consideram uma 

única espécie química isolada, e não um conjunto de moléculas/íons com flutuações naturais 

de geometria, não se obtêm espectros de bandas vibracionais, mas sim de linhas. Portanto, como 

forma de facilitar a comparação visual do espectro IRMPD com os espectros teóricos, aplicou-

se a estes um alargamento artificial com uso de funções Gaussianas. As larguras a meia altura 

das bandas traçadas foram fixadas em 20 cm-1, para se assemelharem ao que se costuma obter 

nos experimentos. 

Outro fator apreciado nas análises comparativas das estruturas putativas foi a 

estabilidade termodinâmica. Os valores utilizados para as avaliações de plausibilidade das 

propostas correspondem à energia eletrônica (E) somada à energia de ponto zero (ZPE) sem 

correções. Optou-se por essa grandeza, em vez da entalpia ou da energia de Gibbs, por conta 



  Metodologia 

   

 

63 

de os sistemas descritos estarem em fase gasosa, na condição de alto-vácuo do espectrômetro 

de massas, apesar do objetivo de espelhar o comportamento em solução. As energias extraídas 

dos cálculos, inicialmente em Hartrees por partícula, foram convertidas para kcal ∙ mol-1 e 

apresentadas em conjunto com o respectivo espectro teórico da estrutura. 

A utilização do recurso dos cálculos computacionais teve, ademais, outros dois papéis 

neste trabalho: pontualmente, na análise da estabilização por solvatação, e, destacadamente, na 

construção da curva de energia potencial do mecanismo de fragmentação da ciclofosfamida. 

Em ambos os casos, não havia o objetivo de comparar as frequências vibracionais. Sendo assim, 

selecionou-se um funcional de densidade mais em voga em estudos recentes, além de um maior 

nível de teoria para uma descrição mais acertada das geometrias e, principalmente, das energias: 

M06-2X/aug-cc-pVDZ. 

Para os cálculos de solvatação, as interações com o solvente foram modeladas de 

maneira implícita com o método SMD.93 Trata-se o sistema como se a molécula ou íon estivesse 

envolto por um meio contínuo, de constante dielétrica dependente do solvente escolhido. A 

perturbação mútua advinda das polarizações de soluto e solvente é resolvida por meio da 

sistemática do Campo de Reação Autoconsistente (SCRF – do inglês Self-Consistent Reaction 

Field).86 

Já na modelagem da curva de energia potencial da via de fragmentação da 

ciclofosfamida, seguiu-se o procedimento explicado nas seções 3.4.2 e 3.4.4 para identificação 

de reagente, intermediário, estados de transição e produtos da reação. O mecanismo proposto 

para representar o processo químico foi desenhado e as coordenadas espaciais de todas as 

estruturas foram preparadas no Chemcraft.91 No caso das geometrias de equilíbrio – míninos 

de energia –, procedeu-se a otimização e o cálculo de energia no Gaussian09,92 similarmente à 

modelagem das estruturas putativas. Em se tratando dos estados de transição, contudo, é 

necessário localizar pontos de sela, e não mínimos. Para tanto, utilizam-se como opções 

computacionais de otimização os métodos TS, QST2 ou QST3, que se diferenciam no tocante 

à quantidade de informação estrutural fornecida ao programa a fim de encontrar a geometria de 

transição correta entre reagente e produto de cada etapa. 

Para conferir a validade da geometria dos estados de transição, verificou-se a existência 

de uma frequência vibracional imaginária, que representa a oscilação em torno de um ponto de 

máximo de energia. A visualização da movimentação da espécie nesse modo normal é um 

excelente indicativo para averiguar se ela está associada à etapa reacional modelada. Entretanto, 

para aumentar a segurança na identificação da geometria, realizam-se os cálculos de IRC, que 



Metodologia   

   

 

64 

seguem a curva de energia para ambos os lados, conectando cada estado de transição aos 

respectivos reagente e produto. 

Por fim, calculados os valores de energia de todos as geometrias presentes no 

mecanismo, organiza-se os dados num gráfico de E+ZPE em função dos passos na coordenada 

de reação e obtém-se a curva de energia potencial ao longo do processo de fragmentação. Vale 

ressaltar que, nesta metodologia da qual se fez uso, o que se modelou computacionalmente 

foram alguns pontos ao longo da superfície. O traçado que os conecta é um esboço de como se 

supõe que a curva de energia seja. 
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5. Resultados e Discussão 
 

 

5.1. Análise preliminar: identificação de espécies relevantes 
 

Em primeira instância, a solução de ciclofosfamida (CP) 1×10-5 mol/L em acetonitrila 

foi analisada por espectrometria de massas simples, de modo a verificar quais espécies iônicas 

podem ser detectadas na solução amostrada por eletrospray. 

  

 

Figura 5.1. Espectro de massas da amostra de ciclofosfamida (10 μM em acetonitrila) para análise 

preliminar de íons em solução. 

 

Na Figura 5.1, destacam-se algumas espécies relevantes na amostra, como a 

ciclofosfamida protonada (CP+H+ – m/z 261), seu aduto de sódio (CP+Na+ – m/z 283), assim 

como o aduto de potássio (CP+K+ – m/z 299). Já na região de massas mais altas, foram 

detectadas espécies diméricas da molécula-alvo, análogas às menores, a saber, o dímero 

protonado (2CP+H+ – m/z 521) e os adutos de sódio (2CP+Na+ – m/z 543) e de potássio 

(2CP+K+ – m/z 559). Todas as massas consideram a situação de dois átomos de Cl-35. 

Como elemento de verificação importante da atribuição dos picos, principalmente na 

presença de elementos como o Cloro, pode-se utilizar o padrão isotópico da espécie. Dessa 

forma, para a espécie protonada (CP+H+) e para o dímero sodiado (2CP+Na+), compararam-se 

os sinais obtidos no experimento com a expectativa teórica baseada na razão isotópica (Figura 

5.2 e Figura 5.3). Como se pode notar, a inequívoca correspondência permite comprovar a 

designação dos picos como sendo da ciclofosfamida. Inclusive, vale ressaltar que, no caso dos 

dímeros, por haver 4 átomos de Cloro, a massa mais provável para 2CP+Na+ não é m/z 543, 

correspondente a quatro átomos Cl-35, mas sim m/z 545, referente a três átomos Cl-35 e a um 

átomo Cl-37.
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Figura 5.2. Comparação do padrão isotópico 

experimental (vermelho) e teórico (cinza) para 

CP+H+. Fórmula: (C7H15Cl2N2O2P)H+ 

 

 

Figura 5.3. Comparação do padrão isotópico 

experimental (vermelho) e teórico (cinza) para 

2CP+Na+. Fórmula: (C7H15Cl2N2O2P)2Na+ 

 

Essa primeira análise, além de confirmar a presença e a prevalência da droga a ser 

estudada na amostra, sem fragmentação significativa, também permitiu identificar as principais 

formas catiônicas nas quais ela foi extraída da solução. Trata-se de um conhecimento essencial 

para a proposição de análises subsequentes, uma vez que é por meio dessas informações que 

será possível selecionar as razões massa/carga de interesse. Ademais, sob a ótica de análises 

clínicas e ambientais, quanto mais sinais espectrais relativos ao analito forem detectados e 

atribuídos, maior tenderá a ser a eficiência da metodologia, tanto qualitativa como quantitativa. 

 

 

5.2. Espectros IRMPD da ciclofosfamida 
 

Antes de avaliar as fragmentações das principais espécies iônicas associadas à 

ciclofosfamida, coube primeiramente estudar a própria molécula intacta presente em solução. 

Fez-se uso da espectroscopia vibracional de íons em fase gasosa (IRMPD), na região de grupos 

funcionais, de forma a investigar dados estruturais da ciclofosfamida nas suas formas protonada 

(CP+H+) e sodiada (CP+Na+). Para isso, cada uma foi isolada na armadilha de íons para a 

realização da fragmentação induzida pelo laser no infravermelho. Os resultados e as discussões 

adjacentes destas análises vibracionais são apresentados a seguir. 

 

     

     

     

               

                   

     
  

     
  

     
  

     
       

  

                                         
   

   

   

   

   

   

    

 ntens 

 

   

    

    

    

                        m z

          

     

     

     

     

     

     
     

                   

     
  

     
  

     
  

     
  

     
  

     
       

  

                                             
   

   

   

   

   

   

    

 ntens 

 

   

    

    

    

                           m z



  Resultados e Discussão 

   

 

67 

5.2.1 Análise vibracional de CP+Na+ 
 

Conforme se nota na Figura 5.1, os adutos de sódio são as espécies com maior 

intensidade detectadas, tanto com uma como com duas moléculas de ciclofosfamida. Isso posto, 

foram registrados os espectros IRMPD das espécies de m/z 283 (CP+Na+) e m/z 543 (2CP+Na+). 

Esses espectros são mostrados abaixo, comparados ao espectro teórico esperado para a 

ciclofosfamida neutra, com base em cálculos de estrutura eletrônica e vibracionais utilizando a 

metodologia B3LYP/6-31+G(d,p). As comparações foram feitas com a molécula neutra, sem 

considerar a presença do cátion Na+, justamente para avaliar a validade desse procedimento, 

que se mostrou profícuo. Conforme se nota, os espectros analisados evidenciaram que a 

interação eletrostática, ao menos no sistema estudado, não alterou de forma perceptível as 

bandas vibracionais esperadas. 
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Figura 5.4. Espectro vibracional IRMPD do aduto de sódio da ciclofosfamida (m/z 283) com 17 

pulsos do laser, comparado ao espectro teórico da molécula. Frequências teóricas corrigidas pelo fator 

de escala 0,95. 

 

A análise da Figura 5.4 mostra uma boa concordância entre as frequências vibracionais 

calculadas para a espécie e as bandas experimentais do espectro IRMPD. A banda em             
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3410 cm-1 corresponde ao estiramento N–H endocíclico, e as bandas de 2870 a 3030 cm-1 

referem-se aos vários estiramentos C–H da molécula. 

Como já se comentou na seção de metodologia, as frequências teóricas são corrigidas 

por um fator de escala, em função da anarmonicidade das vibrações não considerada nos 

cálculos, de modo a proporcionar melhor predição experimental. Já no que tange às intensidades 

de absorção previstas teoricamente, vale enfatizar que não se pode esperar uma concordância 

com as intensidades das bandas dos espectros IRMPD. Os cálculos são desenvolvidos para 

tentar prever a absortividade da espécie em diferentes frequências; contudo, a dissociação 

multifotônica no infravermelho envolve, além das absorções subsequentes de fótons, vários 

outros processos, como as redistribuições intramoleculares da energia vibracional e a eventual 

concentração da energia no modo vibracional mais lábil para levar à fragmentação. Ao 

ignorarem as questões estatísticas desses outros processos, os cálculos são ineficientes em 

prever as intensidades para essa técnica de análise espectroscópica, o que, todavia, não 

compromete o mais importante – a comparação das frequências das bandas. 
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Figura 5.5. Espectro vibracional IRMPD do dímero da ciclofosfamida sodiada (m/z 543) com 5 pulsos 

do laser, comparado ao espectro teórico da molécula. Frequências teóricas corrigidas pelo fator de 

escala 0,95. 
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No caso da Figura 5.5, que apresenta o espectro IRMPD do dímero 2CP+Na+, 

observam-se as mesmas bandas presentes na Figura 5.4, uma vez que se trata da mesma 

molécula. As bandas experimentais, não obstante, mostraram-se significativamente mais 

intensas, resultado de maior eficiência de fotofragmentação, haja vista a menor energia de 

dissociação do dímero – não covalentemente ligado –, que facilmente se fragmenta para formar 

CP+Na+.  

A observação dessas bandas mais definidas e intensas melhora de maneira notória o 

ajuste com o espectro teórico da CP, sendo possível atribuir até bandas menores de estiramento 

C–H. Mais relevante ainda é a confirmação de uma banda única de estiramento N–H, conforme 

esperado. No espectro IRMPD do aduto de m/z 283, parecia haver mais de uma banda na região 

de 3400 cm-1; porém, pode-se inferir que se tratava apenas de um artefato do experimento em 

função da baixa eficiência de fragmentação. Essa observação é digna de nota, uma vez que há 

outras espécies com alta energia de dissociação no sistema estudado em que esses artefatos 

podem aparecer. 

Além de corroborarem a atribuição do íon identificado como sendo da ciclofosfamida, 

esses primeiros espectros IRMPD são importantes para validar a efetividade do método 

espectroscópico em fornecer elementos extras de análise estrutural, que serão úteis 

sobremaneira na elucidação dos fragmentos nas próximas seções do presente trabalho. 

 

5.2.2 Análise vibracional de CP+H+ 
 

No que tange à espécie protonada (CP+H+), a situação torna-se mais complexa. 

Diferentemente dos adutos de sódio, a protonação da molécula pode alterar as vibrações 

observadas no espectro, ao formar uma nova ligação química. No caso da ciclofosfamida, 

consideraram-se três sítios principais passíveis de protonação – o Nitrogênio endocíclico, o 

Nitrogênio exocíclico e o Oxigênio do grupo P=O –, e cada uma das três espécies produziriam 

bandas diferentes. A entrada de H+ no N endocíclico formaria o grupo –NH2, que seria 

identificado pelos estiramentos simétrico e antissimétrico que lhe são característicos. Já a 

protonação no N exocíclico levaria ao surgimento de uma banda de estiramento N–H, em uma 

frequência significativamente diferente do N–H já presente nativamente na molécula, devido à 

carga positiva no Nitrogênio. Por fim, protonação no Oxigênio daria origem a uma banda de 

estiramento O–H na região de 3600 cm-1. A seguir, na Figura 5.6, constam as estruturas para as 

três possibilidades de CP+H+. 



Resultados e Discussão   

   

 

70 

 

Figura 5.6. Três estruturas possíveis para a ciclofosfamida protonada, diferentes pelo sítio de 

protonação. (A) – protonação no N endocíclico; (B) – protonação no N exocíclico; (C) – protonação 

no O exocíclico. 
 

Considerando-se as características distintas de cada espécie, ao se registrar o espectro 

IRMPD da ciclofosfamida protonada, esperava-se que os dados obtidos permitissem determinar 

claramente o sítio de protonação. Os resultados, no entanto, não foram tão inequívocos, 

conforme se pode notar na Figura 5.7. 

 

 

Figura 5.7. Espectro vibracional IRMPD da ciclofosfamida protonada (m/z 261) com 20 pulsos do 

laser, comparado aos espectros teóricos das estruturas putativas. Frequências teóricas corrigidas pelo 

fator de escala 0,95. Energias das geometrias calculadas no nível de teoria B3LYP/6-31+G(d,p), em 

fase gasosa, em relação ao menor valor do conjunto.  
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A expectativa inicial era de que, em comparação com o espectro do aduto de sódio, o 

espectro IRMPD da CP protonada apresentasse uma banda a mais, porém o que ocorreu foi o 

desaparecimento da banda de estiramento C–H – o que não era inesperado, já que ela é 

dificilmente observável por meio desta técnica. Além disso, houve um alargamento da banda e 

um pequeno redshift do estiramento N–H já presente na molécula neutra. O fato de não terem 

surgido evidências empíricas definitivas para alguma das três estruturas propostas faz com que 

não se possa afirmar, com segurança, onde é o sítio de protonação preferencial da 

ciclofosfamida, apesar da maior estabilidade energética da proposta 261C.  

Há que se levar em conta, todavia, que os valores de energia na Figura 5.7 foram 

calculados considerando as espécies em fase gasosa – como elas estão no espectrômetro – e não 

solvatadas – como elas são extraídas da amostra. Então, se se incluir a estabilização por 

solvatação, seria possível que essa diferença energética entre os protômeros (isômeros de 

protonação) diminuísse. Foram, pois, realizados mais cálculos de estrutura eletrônica das 

estruturas propostas para a CP+H+ tanto em fase gasosa como solvatadas em água, etanol e 

acetonitrila, no nível de teoria M06-2X/aug-cc-pVDZ, cujos resultados são apresentados na 

Tabela 5-1. Para os cálculos de solvatação, as interações com o solvente foram modeladas por 

meio da metodologia SCRF, na variação SMD.  

 

Tabela 5-1. Energia eletrônica somada à energia do ponto zero (E+ZPE), em kcal/mol, dos protômeros 

da ciclofosfamida 261A (protonação no N endocíclico), 261B (protonação no N exocíclico) e 261C 

(protonação no O). Energias relativas ao menor valor do conjunto. 

Protômero 
E+ZPE 

(fase gasosa) 

E+ZPE 

(em água) 

E+ZPE 

(em etanol) 

E+ZPE 

(em acetonitrila) 

261A 11,09 0,03 0,76 0,00 

261B 9,98 2,86 4,04 3,22 

261C 0,00 0,00 0,00 0,27 

 

Em comparação às energias em fase gasosa, é notório que a solvatação das espécies 

reduz consideravelmente o espaçamento energético entre elas. Tal constatação torna plausível 

que haja uma mistura de isômeros coexistindo em solução e que, ao serem extraídas para a fase 

gasosa pelo eletrospray, poderiam se manter intactas, a depender das energias de ativação para 

a migração do próton entre os sítios.  

Persiste, não obstante, o impasse de o espectro IRMPD da CP+H+ da Figura 5.7 não 

apresentar qualquer banda característica de diferenciação dos isômeros, apenas a banda original 
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de N–H. Uma explicação estaria relacionada à maior resistência dessa espécie em sofrer 

dissociação, tanto por CID como por IRMPD, o que pode ser evidenciado pela baixa eficiência 

de fotofragmentação observada. Devido a essa baixa eficiência, que pode também resultar de 

outros fatores relacionados à IVR, bandas de absorção menos intensas podem não estar sendo 

detectadas. 

Para aumentar a fotofragmentação e, assim, tentar visualizar mais bandas no espectro 

vibracional, foram utilizados alguns recursos. O mais simples é aumentar o número de pulsos 

do laser para fornecer mais energia para a fragmentação, além de modificar parâmetros do ion 

trap para diminuir a dissipação de energia por colisão. Apesar de esses recursos melhorarem a 

qualidade do espectro IRMPD, não foram suficientes para a visualização de outras bandas.  

Outro recurso a que se recorreu foi a mudança da fonte de ionização da amostra para 

aumentar a quantidade de íons extraídos da solução e, por conseguinte, aumentar o sinal dos 

fragmentos gerados no experimento. Nesse âmbito, usou-se a fonte de nanospray no lugar da 

já tradicional ionização por eletrospray. Esse novo tipo de fonte é conhecido por produzir 

gotículas de aerossol menores, o que a torna mais eficiente em concentrar o analito durante o 

processo e, portanto, aumenta a sensibilidade da técnica. Essa tentativa obteve um bom 

resultado, ao aumentar significativamente o sinal da ciclofosfamida protonada, o que, 

combinado com um número elevado de pulsos do laser, permitiu a visualização de outras 

bandas, como se pode verificar na Figura 5.8 e na Figura 5.9. 

 

 

Figura 5.8. Espectro vibracional IRMPD da 

CP+H+ (m/z 261) com 25 pulsos do laser, obtido 

por ionização por nanospray de uma solução 2 μM 

de ciclofosfamida em água/metanol (8:2). 

 

Figura 5.9. Espectro vibracional IRMPD da 

CP+H+ (m/z 261) com 25 pulsos do laser, 

obtido por ionização por nanospray de uma 

solução 20 μM de ciclofosfamida em água. 
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Nesses espectros registrados, é possível reparar pequenas bandas vibracionais tanto na 

região de estiramento O–H como na região de estiramento N–H, além da banda principal, 

conquanto tenha sido necessário, para tal, aumentar muito o número de pulsos, o que 

potencializa a diminuição geral do sinal. Na comparação com os espectros teóricos 

apresentados na Figura 5.7, esses dados corroboram a proposta de que deve haver uma mistura 

de protômeros (isômeros de protonação), com uma fração das moléculas protonadas no 

Oxigênio e outra fração com protonação no Nitrogênio exocíclico. 

 Para confirmar essa inferência, poder-se-ia, futuramente, realizar experimentos de 

mobilidade iônica de modo a separar os isômeros e obter seus espectros IRMPD separadamente. 

Ademais, experimentos de espectroscopia IRPD por pré-dissociação também permitiriam 

aumentar significativamente a eficiência de fotofragmentação, uma vez que a dissociação a ser 

avaliada nesse caso não é da molécula em si, mas sim de uma interação não-covalente dela com 

uma molécula neutra pequena como água ou até átomos de He. Entretanto, no momento, ainda 

não é possível realizar esses experimentos localmente. Tentou-se obter a espécie iônica 

hidratada por nanospray para realizar a pré-dissociação, mas tal espécie não foi observada. 

 

5.3. Padrões de fragmentação 
 

O principal enfoque deste trabalho, como já apresentado, é o estudo das principais vias 

de fragmentação da ciclofosfamida com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre as espécies 

que a droga pode gerar na espectrometria de massas. Já existem dados na literatura que 

apresentam as massas e as fórmulas moleculares das espécies produzidas por CID a partir deste 

fármaco,35 mas ainda há bastante espaço para complementação, principalmente no que se refere 

a informações estruturais dos fragmentos e a modelagens dos mecanismos de reação. 

Em um primeiro momento, é preciso avaliar de quais espécies iônicas detectadas no 

espectro de massas da amostra vale investigar o padrão de fragmentação. Com relação aos íons 

diméricos, a dissociação ocorre conforme já antecipado, com a formação da espécie 

monomérica análoga, a exemplo do que se vê na equação simplificada abaixo. Depois, as vias 

de fragmentação seguem, evidentemente, da mesma forma que as das espécies monoméricas.  

 

 (2CP+Na)+   
   𝑪𝑰𝑫   
→        (CP+Na)+   +   CP                         (Equação 5.1) 

                                          m/z 543                      m/z 283                            
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A partir disso, escolheu-se, portanto, restringir a análise às duas principais formas 

contendo apenas uma molécula de ciclofosfamida: a protonada (CP+H+) e a sodiada (CP+Na+). 

A seguir, os produtos de fragmentação são apresentados de dois modos diferentes e 

complementares. Primeiramente, com os espectros MS(2) e, posteriormente, por meio de 

gráficos denominados breakdown curves. 

 

5.3.1 Espectros MS/MS 
 

A primeira característica que se notou nesta fase do estudo foi a diferença considerável 

entre o padrão da ciclofosfamida protonada e o do aduto de sódio, que formam íons-filho bem 

distintos e, por isso, serão discutidos separadamente nas próximas seções. A Figura 5.10 e a 

Figura 5.11 apresentam os espectros de massas MS(2) gerados a partir do isolamento e da 

fragmentação por CID dos íons de m/z 261 e de m/z 283 respectivamente. 

 

 

Figura 5.10. Espectro de massas MS(2) da ciclofosfamida protonada, CP+H+ (m/z 261). 

 

 

 

Figura 5.11. Espectro de massas MS(2) do aduto de sódio da ciclofosfamida, CP+Na+ (m/z 283). 

 

 

Para melhor observar as perdas de massa nas fragmentações e as propostas de 

interpretação para essas perdas, organizaram-se os dados na Tabela 5-2. 
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Tabela 5-2. Principais fragmentos detectados para CP+H+ e CP+Na+ 

CP+H+       m/z 261  CP+Na+       m/z 283 

Massa do 

fragmento 
Perda de 

massa 
Proposta 

química 
 

Massa do 

fragmento 
Perda de 

massa 
Proposta 

química 

m/z 233 M – 28 M – C2H4  m/z 225 M – 58 M – NaCl 

m/z 142 M – 119 M – C3H6O2NP  m/z 197 M – 86 M – (NaCl+C2H4) 

m/z 140 M – 121 M – C3H8O2NP     

m/z 106 M – 155 M – (C3H8O2NP+HCl)     

 

 

 

5.3.2 Breakdown curves 
 

Em geral, estudos de espectrometria de massas sequencial restringiriam suas análises ao 

que foi apresentado acima. Entretanto, também é possível, antes da análise por espectroscopia 

IRMPD, construir o que se conhece como breakdown curves, gráficos que apresentam a 

intensidade relativa das espécies iônicas – precursor e fragmentos – em função da voltagem 

aplicada ao ion trap no momento da dissociação induzida por colisão (CID). Tal experimento 

foi realizado para ambos os íons isolados da ciclofosfamida, e as curvas da Figura 5.12 

apresentam os resultados. 

 

 

Figura 5.12. Fragmentação de (a) CP+H+ (m/z 261) e (b) CP+Na+ (m/z 283) em função da amplitude 

da radiofrequência de excitação para a CID. 
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A análise dessas curvas permite, inicialmente, determinar a distribuição de intensidades 

dos produtos de dissociação. Considerando-se vias concorrentes de fragmentação, pode-se 

inferir, a partir da maior intensidade de um produto, menor energia de ativação do caminho para 

formá-lo. Além disso, quanto mais deslocada a inflexão da curva do precursor estiver para a 

direita, entende-se que ele é mais resistente à fragmentação. Neste caso, os dois íons da CP 

parecem ter tendências similares, com os pontos de inflexões ao redor de 0,3 V de amplitude, 

apesar de vias reacionais distintas. 

Com essas curvas, esperava-se, também, diferenciar os fragmentos de 1ª e de 2ª ordem 

de cada um dos precursores. Seria possível fazê-lo ao comparar, para cada fragmento, a posição 

no eixo x do ponto em que a intensidade relativa é metade da máxima – desvios para a direita 

poderiam indicar íons produzidos em fragmentações subsequentes à inicial. No caso da 

ciclofosfamida, todavia, não houve elementos experimentais para fazer essa diferenciação. 

Faria sentido supor, por exemplo, que o produto de m/z 197 seja um fragmento de 2ª ordem, 

gerado a partir do íon de m/z 225, como será discutido e proposto posteriormente; mas a 

intensidade mais baixa dificulta verificar esse fato pela curva da Figura 5.12(b). 

Um outro passo, para extrair mais informações desses dados, seria traduzir a voltagem 

da cela para a energia fornecida ao íon pela CID. Assim, seria possível construir espectros de 

massas resolvidos em função da energia interna da espécie. Mas, devido a especificidades de 

cada espécie e de cada equipamento utilizado, essa conversão de um parâmetro do 

espectrômetro para um dado energético dos íons não é trivial. 

Nas próximas duas seções de resultados, as vias de fragmentação de ambas as espécies 

catiônicas da ciclofosfamida serão analisadas mais a fundo, por meio da elucidação estrutural 

dos produtos de dissociação e, em um dos casos, da modelagem computacional do mecanismo 

reacional proposto. Tal estudo foi conduzido, como já explicitado, pela integração da 

espectroscopia IRMPD com os cálculos computacionais de estrutura eletrônica e frequências 

vibracionais. 
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5.4. Fragmentação da ciclofosfamida protonada (CP+H+) 
 

O esquema da Figura 5.13 apresenta o padrão de fragmentação detectado para a 

ciclofosfamida protonada. Esta proposta foi construída com base nas informações reunidas por 

fragmentações sequenciais [MS(3)], espectros IRMPD das espécies e cálculos teóricos de 

estruturas putativas. A discussão que segue é referente ao processo de construção desse 

esquema, em que se eliminou ou se corroborou propostas estruturais a partir das evidências 

experimentais. 

 

 

Figura 5.13. Padrão de fragmentação proposto para a ciclofosfamida protonada (CP+H+). 

 

No espectro de CP+H+, na Figura 5.10, observa-se que os íons-filho correspondem a 

perdas de massa de 28 Da, 119 Da, 121 Da e 155 Da, conforme também organizado na Tabela 

5-2. 

Por uma questão de facilidade para a discussão, a análise será iniciada pelos íons de m/z 

140 e m/z 142. Preliminarmente, imaginou-se que seriam as espécies da Figura 5.14, formadas 

pela perda da parte cíclica da molécula. A existência de dois íons seria devida ao padrão 

isotópico do Cloro. No entanto, ao se tentar verificar essa hipótese, isolando apenas a 

ciclofosfamida protonada com dois Cl-35 para dissociar, notou-se que ambos os fragmentos 
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continuavam sendo formados, o que não se esperava, pois não se poderia explicar o surgimento 

de um Cl-37. 

 

 

Figura 5.14. Propostas estruturais iniciais dos fragmentos de m/z 140 e m/z 142. 

 

Para, então, confirmar-se que não se tratava de padrão isotópico, procedeu-se o 

isolamento e a fragmentação da espécie de m/z 265 – CP+H+ com dois Cl-37 –, a qual originou 

o espectro MS(2) a seguir. 

 

 

Figura 5.15. Espectro de massas MS(2) da ciclofosfamida protonada, CP+H+, com dois Cl-37 (m/z 

265). 

 

Neste experimento, foram obtidos, como fragmentos análogos aos anteriormente 

discutidos, os íons de m/z 144 e m/z 146. Tal observação demonstra inequivocamente que não 

se trata apenas do padrão isotópico, uma vez que, trocando os dois Cl-35 por dois Cl-37, ter-

se-ia, no máximo, uma diferença de massas entre as espécies de 4 Da. Portanto, a detecção do 

íon de m/z 146, com uma massa 6 Da a mais que a do íon de menor massa (m/z 140), mostra 

que são realmente espécies diferentes. Sendo assim, uma outra proposta para explicar esses 

fragmentos é apresentada abaixo, voltando a considerar apenas o isótopo Cl-35. Neste caso, a 

diferença entre as duas espécies seria dois átomos de Hidrogênio. 
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Figura 5.16. Propostas estruturais atuais dos fragmentos de m/z 140 e m/z 142. 

 

Para esses dois íons, não se observou dissociação suficiente para prover qualquer 

informação estrutural, mesmo se combinando o laser de CO2 com o OPO/OPA para promover 

o aquecimento dos íons. Assim, como não foi possível registrar seus espectros IRMPD, o teste 

dessas estruturas putativas, especificamente, foi realizado por meio unicamente de seu padrão 

de fragmentação CID. 

Os íons de m/z 140 e m/z 142 foram, pois, isolados e fragmentados no espectrômetro e 

seus espectros de massas MS(3) são mostrados a seguir, na Figura 5.17 e na Figura 5.18. 

Também são apresentados esquemas das fragmentações, que expõem as proposições estruturais 

para os íons-filho e corroboram as estruturas 140B e 142B como as mais plausíveis no âmbito 

dos dados que se pôde obter. A proposta de formação do cátion aziridínio concomitante à saída 

do neutro HCl inspirou-se e embasou-se nas características químicas da atuação da droga no 

DNA (Figura 1.2). 

 

 

Figura 5.17. Espectro de massas MS(3) da sequência de íons m/z 261 → m/z 140. 

 

 

Figura 5.18. Espectro de massas MS(3) da sequência de íons m/z 261 → m/z 142. 
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Para ambos os íons, nota-se que o padrão de fragmentação é evidentemente análogo, 

formando espécies com diferença de massa de 2 Da. Ou seja, para ambos, as perdas de neutros 

são as mesmas: 28 Da, referente ao C2H4, e 36 Da, referente ao HCl. 

Dentre os fragmentos mostrados acima, cabe salientar um, em específico, que já fora 

observado no espectro inicial da Figura 5.10: m/z 106. Além de ser um fragmento secundário 

da ciclofosfamida protonada, com a espécie de m/z 142 como intermediário, ele se mostrou 

outrossim originário diretamente de CP+H+, algo sugerido para curva de fragmentação da 

Figura 5.12a. Para, mais uma vez, corroborar a estrutura proposta, cabe apresentar seu padrão 

de fragmentação. Na Figura 5.19, consta o espectro de massas que mostra os produtos CID do 

íon de m/z 106. As recorrentes perdas de C2H4 e de HCl continuam sendo observadas. 

 

 

Figura 5.19. Espectro de massas MS(3) da sequência de íons m/z 261 → m/z 106. 

 

Apesar de não ter sido viável obter espectros vibracionais das espécies anteriores, em 

se tratando deste fragmento, foi possível registrar o espectro IRMPD. O íon mostrou-se mais 

facilmente dissociável pelos pulsos do laser, enquanto também foi o único dessa faixa de 

massas – abaixo de 140 Da – a aparecer já em MS(2). A Figura 5.20 contém o espectro 

experimental do íon isolado, junto dos espectros vibracionais teóricos de duas estruturas 

propostas para ele. 

Inicialmente, e por considerável parte deste trabalho, tinha-se o cátion aziridínio como 

a única estrutura putativa para o íon de m/z 106, a qual foi modelada computacionalmente. 

Entretanto, estudos recentes propuseram outras possibilidades, como uma que envolve uma 

migração de H– e o estabelecimento de uma dupla ligação N=C para a formação do cátion 

imínio.94,95 Logo, essas outras propostas foram também calculadas e incluídas na comparação 

com o espectro IRMPD. 
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Figura 5.20. Espectro vibracional IRMPD do fragmento de m/z 106 com 15 pulsos do laser, 

comparado aos espectros teóricos das estruturas putativas. Frequências teóricas corrigidas pelo fator 

de escala 0,95. Energias das geometrias calculadas no nível de teoria B3LYP/6-31+G(d,p), em fase 

gasosa, em relação ao menor valor do conjunto. 

 

A banda principal detectada no experimento é a do estiramento N–H em 3300 cm-1, que 

mostra um razoável ajuste com as estruturas 106A e 106B. Este estiramento normalmente 

aparece na faixa de 3400 cm-1, porém a carga positiva no Nitrogênio enfraquece um pouco a 

ligação, o que acarreta a diminuição da frequência vibracional. No tocante à proposta 106C, a 

presença do grupo -NH2 faz com que haja duas vibrações de estiramento, a simétrica e a 

antissimétrica, observáveis no respectivo espectro teórico. Essas bandas características, 

contudo, não estão presentes no espectro experimental, ausência esta que restringe as 

possibilidades de atribuição estrutural do íon às duas primeiras. 

Quanto às propostas 106A e 106B, a primeira, do cátion aziridínio, apresenta uma 

energia quase 22 kcal/mol maior que a segunda. A forma aberta, do íon imínio, (106B) é, pois, 

a mais plausível energeticamente, além de ter um bom ajuste à banda experimental. Por isso, 
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trocou-se as estruturas putativas inicialmente consideradas para os íons m/z 104 e m/z 106 

(Figura 5.17 e Figura 5.18), da forma cíclica para a forma aberta. No entanto, é importante 

ressalvar que valeria, em eventual prosseguimento desta pesquisa, avaliar as energias de 

ativação para a formação das espécies 106A e 106B, para se ter o elemento cinético além do 

termodinâmico. Apesar da menor energia da estrutura 106B, o mecanismo para sua formação, 

em primeira análise, parece mais complexo e, possivelmente, teria uma barreira energética 

maior, com uma migração de H–. 

 

Em se tratando da formação do íon de maior massa (m/z 233) no espectro da Figura 

5.10, a fragmentação poderia se referir à perda de CO ou de C2H4, sendo esta segunda 

possibilidade mais provável, se se considera a estrutura da molécula e o que já foi estudado até 

então. Em um primeiro momento, imaginou-se que a perda de C2H4 seria, como nos diversos 

casos anteriores, da parte não-cíclica da molécula, que está relacionada à ação antineoplásica. 

A Figura 5.21 apresenta, assim, a proposta inicial de estrutura para essa espécie. 

 

 

Figura 5.21. Proposta estrutural inicial do fragmento de m/z 233. 

 

Apesar de a proposta acima ser muito plausível, ela não se sustentou no decorrer do 

estudo, uma vez que o fragmento que este íon gera não poderia ser explicado a partir da estrutura 

233_I, como se observa no espectro abaixo. 

 

 

Figura 5.22. Espectro de massas MS(3) da sequência de íons m/z 261 → m/z 233. 
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A fragmentação do íon produz a espécie de m/z 140, já discutida aqui anteriormente, e 

isso contradiz a proposta 233_I, visto que, para formar este íon-filho, não seria possível que o 

íon de m/z 233 tivesse perdido etileno da parte não-cíclica. Assim, a outra possibilidade seria a 

saída de C2H4 do ciclo, formando um ciclo com quatro membros (Figura 5.23). Esta não 

aparenta ser a estrutura mais estável que se poderia propor, mas, em realidade, tem uma energia 

um pouco mais baixa que a 233_I – menos de 1 kcal/mol. Apesar de não se ter ainda 

informações sobre a barreira energética, sabendo-se do comportamento na dissociação, essa é 

a proposta que se considera a mais plausível. 

 

 

Figura 5.23. Proposta estrutural atual do fragmento de m/z 233. 

 

Com base em publicação recente, mais possibilidades foram incorporadas na análise 

vibracional comparativa, incluindo-se uma dupla ligação N=C em vez de um anel fechado, e 

variando-se a posição da protonação.95 Em todas as estruturas propostas, o que se procurou 

manter foi o grupo O–H, pois se notou a presença desse estiramento no experimento.   

Abaixo, apresenta-se o espectro IRMPD da espécie, juntamente aos espectros teóricos 

das três propostas estruturais e suas respectivas energias relativas. 
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Figura 5.24. Espectro vibracional IRMPD do fragmento de m/z 233 com 5 pulsos do laser, 

comparado aos espectros teóricos das estruturas putativas. Frequências teóricas corrigidas pelo fator 

de escala 0,95. Energias das geometrias calculadas no nível de teoria B3LYP/6-31+G(d,p), em fase 

gasosa, em relação ao menor valor do conjunto. 

 

Neste resultado, detectaram-se tanto a banda de estiramento N–H, em 3440 cm-1, como 

a de estiramento O–H, em 3620 cm-1. Enquanto a banda da hidroxila é bastante similar para as 

três estruturas, a banda de N–H já permite diferenciá-las bem mais quanto ao ajuste ao espectro 

experimental. No caso da 233A, trata-se de um grupo NH com carga formal zero no Nitrogênio, 

que costuma absorver radiação com número de onda acima de 3400 cm-1. Já as outras propostas 

apresentam o Nitrogênio protonado com carga positiva, o que enfraquece a ligação química em 

relação à 233A e, por conseguinte, diminui a frequência de vibração do estiramento.  

O que difere as estruturas 233B e 233C é o sítio de protonação e a hibridização do 

Nitrogênio em cada um, o que interfere também na frequência. Na 233B, a vibração N–H 

envolve um N sp2, o que resulta em uma constante de força maior para a ligação em relação ao 
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mesmo estiramento da estrutura 233C, cuja protonação se dá no Nitrogênio sp3 ligado às 

cloroetilas. Por esse motivo, o número de onda dessa banda na última estrutura é ainda menor. 

Quando se considera o fator energético, a estrutura 233B pode parecer a mais plausível, 

por ser a mais estável termodinamicamente. Entretanto, as diferenças de energia são pouco 

significativas – abaixo de 10 kcal/mol –, e o mais importante a se considerar é a correspondência 

ao espectro experimental. Como tudo em Ciências da Natureza, a base deve ser a evidência 

experimental. Nesse aspecto, nota-se um ajuste claramente melhor para a proposta 233A, com 

o anel de 4 membros. Portanto, para este estudo, considerou-se esta a estrutura putativa mais 

plausível. 

Discutidos todos os fragmentos detectados na dissociação da ciclofosfamida protonada, 

construiu-se o esquema já apresentado na Figura 5.13. 

 

 

5.5. Fragmentação da ciclofosfamida sodiada (CP+Na+) 
 

O trabalho volta-se, por fim, ao padrão de fragmentação do aduto de sódio da 

ciclofosfamida (CP+Na+), evidenciado no espectro de massas sequencial da Figura 5.11. 

Devido à maior simplicidade deste sistema em relação às diversas vias de dissociação da 

CP+H+, neste caso, foi viável ir além da elucidação estrutural dos fragmentos por meio da 

espectroscopia IRMPD. Também foi realizada a modelagem computacional da curva de energia 

potencial do mecanismo proposto, de modo a avaliar a plausibilidade cinética da via. Ambas as 

análises são apresentadas nas próximas subseções. 

 

5.5.1 Elucidação estrutural dos fragmentos 
 

A partir da análise do espectro de massas MS(2) de CP+Na+, verificou-se que o padrão 

de fragmentação da espécie consiste nas perdas de massa de 58 Da e 86 Da, as quais se referem 

à saída de NaCl e à de C2H4 e NaCl respectivamente. Com base na metodologia já explicitada 

previamente, a proposta apresentada na Figura 5.25, abaixo, foi construída para a estrutura dos 

fragmentos. A discussão que segue explica o processo que levou a tal conclusão. 
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Figura 5.25. Padrão de fragmentação proposto para a ciclofosfamida sodiada (CP+Na+). 

 

Com relação à formação da espécie de m/z 225 a partir da perda de NaCl, uma primeira 

proposta foi considerar a carga positiva mantendo-se no Carbono que estava diretamente ligado 

ao Cloro que sai, para formar um carbocátion primário, conforme a estrutura da Figura 5.26. 

 

 

Figura 5.26. Proposta estrutural inicial para o fragmento de m/z 225. 

 

Entretanto, como já se poderia supor, esta não é uma configuração das mais estáveis; 

tanto que o próprio cálculo teórico, na otimização da sua geometria para um mínimo local da 

superfície de energia, indicou outra possibilidade. Ocorreria, na dissociação da ciclofosfamida, 

uma N-alquilação intramolecular no Nitrogênio exocíclico, com a formação do cátion 

aziridínio, que é visto na proposta 225B da Figura 5.27. Essa estrutura, que surgiu naturalmente 

do cálculo computacional, mimetizou um comportamento correlato ao que acontece com a 

molécula na formação das ligações cruzadas no DNA (Figura 1.2), o que chamou bastante 

atenção. É, inclusive, em função desta observação do resultado teórico e de sua similaridade à 

atuação bioquímica da droga que o cátion aziridínio foi proposto mais vezes na presente 

pesquisa, na seção 5.4, que trata dos fragmentos de CP+H+. 

Motivado pela discussão da N-alquilação semelhante ao comportamento bioquímico da 

CP, decidiu-se, outrossim, propor uma outra possibilidade estrutural para o íon, em que também 



  Resultados e Discussão 

   

 

87 

haveria uma N-alquilação intramolecular, mas no Nitrogênio endocíclico, deixando ali a carga 

positiva e formando um biciclo – estrutura 225A. Seria uma forma alternativa de estabilização 

da carga positiva, inspirada no mecanismo proposto na literatura para o processo de hidrólise 

da ciclofosfamida (Figura 3.3). Nesse caso, observar-se-ia uma alteração no espectro 

vibracional, com o redshift da banda de estiramento N–H, em decorrência da carga formal não-

nula nesse grupo, como já se discutiu na avaliação do íon de m/z 233 anteriormente.  

 

 

Figura 5.27. Propostas estruturais atuais para o fragmento de m/z 225. 

 

 

No que concerne à proposta 225C, trata-se de uma alternativa ao cátion aziridínio, 

instigada pela análise de literatura recente que gerou o impasse na atribuição do íon de m/z 

106.94 

Contando com essas três possibilidades, o espectro IRMPD do fragmento de m/z 225 

foi comparado aos espectros teóricos, o que se mostra na Figura 5.28. 

 



Resultados e Discussão   

   

 

88 

 

Figura 5.28. Espectro vibracional IRMPD do fragmento de m/z 225 com 15 pulsos do laser, 

comparado aos espectros teóricos das estruturas putativas. Frequências teóricas corrigidas pelo fator 

de escala 0,95. Energias das geometrias calculadas no nível de teoria B3LYP/6-31+G(d,p), em fase 

gasosa, em relação ao menor valor do conjunto. 

 

Avaliando-se os resultados no tocante às frequências vibracionais, é possível eliminar a 

estrutura 225A, do biciclo, haja vista o desacordo da frequência do estiramento N–H. Não 

houve o redshift esperado para essa proposta; a banda experimental manteve-se em 3420 cm-1. 

Restaram, pois, as alternativas 225B e 225C, para as quais houve o ajuste entre experimento e 

teoria. Nesse contexto, é pertinente utilizar o valor de energia para definir a estrutura mais 

plausível; no caso, seria a 225C, com o íon imínio em vez do aziridínio, visto que é 23 kcal/mol 

mais estável que a 225B. 

Conquanto a estabilidade energética seja um fator deveras relevante, há que se levar em 

conta, ademais, a viabilidade de formação da espécie – mecanismo e energias de ativação – e a 

adequação ao prosseguimento da via de fragmentação. Nesse sentido, depara-se com uma 

questão similar à do íon de m/z 106, porque a estrutura 225C tem menor energia, mas propor e 
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explicar as etapas reacionais que levam à subsequente perda de etileno (C2H4) observada 

experimentalmente é muito mais intrincado. Teria de envolver, entre outras etapas, a quebra de 

uma ligação dupla (𝜋 e 𝜎) de alguma forma. Por isso, escolheu-se por atribuir a 225B, do cátion 

aziridínio, como a estrutura putativa do íon, mesmo que ainda haja espaço para futuras 

investigações. 

 

Já no que se refere ao outro fragmento (m/z 197), formado a partir da posterior perda de 

etileno (C2H4), considerou-se plausível que a quebra ocorreria na estrutura do cátion aziridínio 

e que a carga positiva ficaria no Nitrogênio. Entretanto, a carga em um Nitrogênio elétron-

deficiente – íon nitrênio –, sabe-se não ser muito estável; há evidências do papel desse íon como 

intermediário reativo na literatura.96 Logo, propôs-se uma alternativa, com a migração de um 

próton para o Oxigênio exocíclico e a formação de uma ligação dupla C=N para estabilizar o 

Nitrogênio. Na Figura 5.29, evidenciam-se as duas estruturas propostas, assim como seu 

mecanismo de formação. 

 

Figura 5.29. Propostas estruturais do fragmento de m/z 197, juntamente aos mecanismos de formação. 

 

Em relação às frequências vibracionais, as duas estruturas seriam claramente diferentes, 

visto que a 197A manteria apenas o estiramento N–H, enquanto a 197B teria os estiramentos 

N–H e O–H. Isso pode ser visualizado a seguir, na comparação do espectro IRMPD do 

fragmento de m/z 197 com os espectros teóricos. 
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Figura 5.30. Espectro vibracional IRMPD do fragmento de m/z 197 com 5 pulsos do laser, 

comparado aos espectros teóricos das estruturas putativas. Frequências teóricas corrigidas pelo fator 

de escala 0,95. Energias das geometrias calculadas no nível de teoria B3LYP/6-31+G(d,p), em fase 

gasosa, em relação ao menor valor do conjunto. 

 

Como pode ser visto na Figura 5.30, a estrutura plausível para este fragmento é a 197B, 

uma vez que foram observados os dois modos de estiramento esperados para essa espécie. Além 

disso, a 197B é quase 70 kcal/mol mais estável que a 197A, como já se esperava 

qualitativamente. 

 

Nestas análises do padrão de fragmentação CID da ciclofosfamida, é notória a essencial 

contribuição da técnica de espectroscopia IRMPD na elucidação das estruturas das espécies 

formadas. Apenas com a razão massa-carga dos íons, podem-se fazer inferências. Não obstante, 

muitas estruturas distintas têm a mesma massa, e é nesse momento que a espectroscopia 

vibracional se apresenta para proporcionar outra dimensão ortogonal de análise.  

Embora essa metodologia seja excelente, há a possibilidade de aprimorar ainda mais a 

descrição dos sistemas químicos por meio da modelagem computacional dos mecanismos de 

reação. Assim, o estudo não fica delimitado à avaliação termodinâmica das posições de 

equilíbrio e pode evidenciar o perfil energético do caminho proposto para a fragmentação – 

abordagem cinética. Isso traria mais um elemento para descartar ou corroborar propostas para 

as estruturas dos íons detectados. No caso da fragmentação de CP+Na+, mais simples, como já 

exposto, houve a possibilidade de realizar esse estudo cinético teórico, discutido a seguir. 
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5.5.2 Modelagem computacional do mecanismo de fragmentação 
 

Foi realizada a modelagem da superfície de energia potencial do mecanismo de 

fragmentação proposto para CP+Na+, a partir dos resultados dos espectros IRMPD dos 

fragmentos e da comparação com as frequências teóricas das estruturas putativas. O mecanismo 

considerado envolve duas etapas: a perda do par iônico NaCl para formação do cátion aziridínio 

e a subsequente perda de etileno, concomitante à migração de um próton para a formação de 

uma ligação 𝜋 entre N e C. Pode-se visualizá-lo na Figura 5.31. 

Como, nesta etapa da pesquisa, não mais se objetivava gerar espectros vibracionais 

teóricos, os cálculos foram performados com outra metodologia e nível de teoria, mais 

adequados para previsões de valores de energia eletrônica: M06-2X/aug-cc-pVDZ. Também se 

manteve o cálculo em fase gasosa, em vista de ser essa a condição da dissociação na cela do 

espectrômetro. 

 

 

Figura 5.31. Mecanismo de fragmentação proposto para a ciclofosfamida sodiada (CP+Na+). 

 

As geometrias e energias obtidas por cálculos computacionais referem-se aos mínimos 

locais de reagente (R), intermediário (I), produto (P) e dos neutros NaCl e C2H4, além dos 

pontos de cela do primeiro e do segundo estados de transição (TS1 e TS2). Em se tratando do 

TS2, muitos cálculos foram performados na busca do processo concertado de saída de C2H4 e 

de migração do próton. Contudo, não foi possível localizá-lo exatamente; o TS2 apresentado se 

refere apenas à migração do próton para o Oxigênio, sem que seja observada a saída de etileno. 

Pode-se, pois, esperar que haja alguma pequena diferença de energia, provavelmente para 

baixo, para o TS2 exato do processo. 

A seguir, são apresentadas as principais geometrias otimizadas e as energias eletrônicas 

somadas à energia do ponto zero (E+ZPE), na Figura 5.32 e na Tabela 5-3 respectivamente. 
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Nelas, a notação “I --- NaCl” indica o fragmento intermediário I interagindo com o neutro NaCl 

que acabou de ser perdido na dissociação; a notação “I + NaCl” significa que as espécies já 

estão completamente separadas, e a energia foi obtida a partir da soma de dois cálculos 

independentes. 

 

 
 

Figura 5.32. Principais geometrias otimizadas para o mecanismo de fragmentação de CP+Na+. 
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Tabela 5-3. Energia eletrônica somada à energia do ponto zero para a construção da superfície de 

energia potencial (PES) da fragmentação de CP+Na+. Valores relativos à geometria do íon-pai 

(reagente). 

Pontos na PES E+ZPE  /  kcal . mol-1 

R 0,00 

TS1 12,25 

I --- NaCl –0,95 

I  +  NaCl 19,94 

TS2  +  NaCl 74,69 

P --- C2H4  +  NaCl 26,23 

P  +  C2H4  +  NaCl 30,53 

 

A seguir, apresenta-se uma ilustração gráfica da curva de energia para o mecanismo de 

fragmentação. 

 

 

Figura 5.33. Variação da energia (E+ZPE) ao longo da coordenada de reação para a fragmentação da 

CP+Na+. 
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A análise da primeira etapa do mecanismo evidencia uma energia de ativação 

relativamente baixa, de 12,25 kcal/mol. Além disso, apesar da discussão prévia sobre o cátion 

aziridínio ter energia mais alta do que a outra proposta estrutural do íon de m/z 225 (Figura 

5.28), nota-se que a energia do complexo do intermediário (I---NaCl) é muito próxima e até um 

pouco abaixo da do complexo do reagente (R = CP---Na+). Isso posto, confere-se maior 

credibilidade a essa proposta estrutural: ela é facilmente alcançada a partir da CP sodiada, ao 

ter uma barreira reacional baixa e estar próxima desse precursor em energia e em coordenadas 

estruturais.  

Não basta que a energia do mínimo local da estrutura proposta seja a mais baixa, como 

é o caso da 225C na Figura 5.27. É necessário que este mínimo esteja próximo do precursor na 

superfície de energia potencial (PES), de maneira a tornar a via de fragmentação factível – 

viabilidade de o sistema percorrer o caminho reacional. Nesse sentido, a proposta 225B do 

aziridínio, modelada aqui, mostra-se bastante coerente, o que, contudo, ainda poderia ser 

reforçado pela modelagem e comparação com o perfil energético do mecanismo de dissociação 

considerando a outra estrutura, do íon imínio. 

Já em se tratando da segunda etapa, antes se considera a separação do complexo com o 

par iônico NaCl, para formar “I”. Em seguida, tem-se a migração de H+ para o Oxigênio, 

passando por TS2, e a saída de etileno para formar o produto, com uma energia de ativação de 

54,75 kcal/mol. Há, portanto, uma barreira energética significativamente maior que a primeira, 

o que não é de todo um impeditivo para a dissociação. Essa alta energia de ativação pode, 

inclusive, explicar as intensidades relativas do espectro de massas MS(2) do aduto de sódio 

(Figura 5.11), no qual o sinal do fragmento secundário “P”, de m/z 197, apresenta intensidade 

ínfima frente aos outros. Poucos íons do intermediário (m/z 225) se formariam, na CID, com 

energia suficiente para ultrapassar o TS2 e formar “P”. 
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6. Conclusões 

 

No desenvolvimento deste projeto, realizou-se o estudo da ciclofosfamida por 

espectrometria de massas sequencial e espectroscopia IRMPD para identificá-la e caracterizá-

la, tanto por sua assinatura vibracional como por seu padrão de fragmentação. Nesse sentido, 

procedeu-se uma investigação mais minuciosa de cada um dos fragmentos formados, com o 

intuito de ampliar o conhecimento a respeito da molécula e de seu comportamento. Procurou-

se, também, analisar o sítio de protonação do medicamento por meio das frequências 

vibracionais, o que indicou a presença de uma mistura de isômeros de protonação, inferência 

esta corroborada por cálculos de solvatação. 

A elucidação dos fragmentos, tanto da ciclofosfamida protonada como do aduto de 

sódio, foi empreendida por dissociação induzida por colisão (CID) e, principalmente, por 

espectroscopia IRMPD. Os dados empíricos providos por essas técnicas ou embasaram 

propostas estruturais já existentes ou, ao contrário, descartaram propostas que se acreditavam 

muito plausíveis. No que concerne ao padrão de quebra da molécula, algumas vias mostraram-

se bastante recorrentes, como a perda de HCl – ou NaCl no caso do aduto de sódio. Defende-

se que essa via possa levar à formação do cátion aziridínio, um comportamento deveras 

interessante, tendo em vista a notória correlação com o que ocorre na ação do metabólito da 

droga no DNA. Outra fragmentação comum é a perda de C2H4, geralmente proveniente dos 

grupos cloroetilas e podendo ser resultado da quebra do cátion aziridínio. 

Nesse contexto, vale salientar a relevância da utilização de cálculos teóricos de 

otimização de geometria e de frequências vibracionais. Embora seja possível obter algumas 

informações a partir de espectros vibracionais sem o auxílio dos cálculos de estrutura, uma 

análise mais aprofundada, que preze pela diferenciação de estruturas similares e confôrmeros, 

requererá a comparação a espectros vibracionais teóricos de propostas estruturais para extrair 

conclusões mais acertadas. 

O conhecimento adquirido das vias comuns de fragmentação da ciclofosfamida é algo 

importante de se ressaltar, pois auxilia na previsão de como essa molécula pode agir em outros 

contextos. Tendo isso em vista, decidiu-se aprofundar a descrição de uma dessas vias ao 

modelar computacionalmente a superfície de energia potencial do mecanismo da reação.  

O presente projeto finaliza-se com uma descrição significativamente aprofundada a 

respeito da estrutura da ciclofosfamida e de seu comportamento em fase gasosa no 

espectrômetro de massas, o que será útil no aperfeiçoamento de técnicas analíticas para detectar 
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e quantificar este fármaco em diferentes contextos amostrais. Há, contudo, bastante espaço para 

prosseguir a pesquisa desse sistema químico, como foi já demonstrado. Poder-se-á, por 

exemplo, realizar a modelagem teórica dos mecanismos para outras vias de fragmentação, 

estudar computacionalmente o processo de dissociação dos íons por meio de dinâmica 

molecular, performar experimentos de espectroscopia IRMPD na região do fingerprint e IRPD 

criogênico por pré-dissociação para aumentar a robustez dos dados empíricos. Ademais, 

eventuais outras estruturas putativas podem surgir e serem consideradas para avaliação. Este 

trabalho não é, pois, definitivo, nem se encerra em si mesmo, similarmente a todo o conjunto 

de conhecimento científico até hoje construído. 
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7. Considerações finais 

 

Seria ingenuidade de um cientista achar que encontrará respostas completas e definitivas 

para suas perguntas de pesquisa. Essa ilusão, todavia, costuma ser bastante difundida na 

comunidade científica, por uma tendência cultural e histórica de adesão à visão indutivista do 

fazer ciência. A noção de indução como o método de construção do conhecimento, proposta 

por Francis Bacon (séc. XVII) e John Stuart Mill (séc. XIX), pode ser resumida à busca de 

conclusões e verdades universais por meio de inferências a partir do acúmulo imparcial de fatos 

experimentais, sem hipóteses prévias. À época, tratava-se de uma tentativa de contraponto à 

preponderância de especulações metafísicas e abstratas, com a busca pela objetividade e pela 

valorização do conhecimento empírico.97 

O ideal indutivista, porém, é falho em descrever uma metodologia verossímil para a 

ciência e para como ela lida com a investigação do mundo natural; além de ser ineficaz para, 

logicamente, alcançar asserções universais.98 Cientistas têm, irremediavelmente, um viés 

teórico ao escolherem quais observações fazer e quais experimentos planejar e executar. Não 

existindo, assim, imparcialidade na coleta de dados empíricos, já que sempre há uma 

preconcepção direcionando as investigações científicas. Ademais, a maioria das teorias e 

hipóteses formuladas descrevem a natureza em termos abstratos, não identificáveis diretamente 

na simples descrição de eventos observados, como é o caso da seleção natural, da gravidade e 

do magnetismo. Não é possível, por indução, extrair essas teorias de observações e 

experimentos, uma vez que não são meras generalizações; são modelos, criações da mente, 

propostas intuitivas de como o mundo possivelmente funciona.97 

Uma descrição mais fidedigna do modus operandi da ciência assiste no método 

hipotético-dedutivista, cujo expoente defensor é Karl Popper.99 Nesse modelo, essencialmente, 

a busca por asserções de validade universal e inequívoca é abandonada, e o avanço do 

conhecimento científico se dá pela formulação de hipóteses a respeito de algum fenômeno ou 

característica do mundo natural. Essas conjecturas, obtidas de maneira heurística e por um 

processo lógico denominado abdução, devem ser, então, testadas quanto à sua plausibilidade 

teórica e ao seu poder explicativo e, principalmente, preditivo no campo experimental.  

Na epistemologia popperiana, o princípio fundamental do método científico seria a 

refutação. A partir de uma hipótese a ser investigada, extraem-se previsões por meio da 

dedução, que são, por sua vez, contrastadas com os resultados de experimentos desenhados para 

colocá-la à prova. Isso posto, se os dados empíricos coletados não correspondem à previsão 
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deduzida, a hipótese é falseada, e é necessário buscar outra para dar conta de explicar o 

fenômeno. Se, no entanto, os resultados confirmam a previsão, não se pode dizer que a 

conjectura está correta, mas sim que ela, até o momento, continua plausível e coerente com os 

fatos. O conhecimento científico é, pois, um arcabouço de teorias que não podem ser 

efetivamente comprovadas como verdadeiras e que se sustentam, em suma, pela funcionalidade 

e eficácia em explicar o mundo. A demarcação de ciência para esse filósofo é justamente que 

as hipóteses sejam passíveis de refutação por observação e experimentação (falseabilidade); se 

não há essa possibilidade, um conhecimento não seria científico.98 

Essa discussão filosófica pode parecer supérflua no dia a dia da pesquisa acadêmica em 

Ciências da Natureza, porém está longe de sê-lo. O trabalho relatado nesta dissertação conta 

com diversos indícios desse intricado processo de construção de conhecimento. As massas das 

espécies iônicas e as de seus fragmentos e as bandas vibracionais dos espectros IRMPD 

constituem os dados empíricos do estudo. A partir deles, são propostas as hipóteses a respeito 

das estruturas dessas espécies. É bem verdade que se tem como pilares as observações 

experimentais, mas há, também, uma contribuição humana interpretativa e inventiva na 

formulação. Essas conjecturas estruturais são, então, utilizadas para deduzir, por modelagem 

teórica, previsões vibracionais e termodinâmicas que possam, por sua vez, ser contrastadas com 

os espectros para refutação ou corroboração. Não se tratam, de todo, de conclusões indiscutíveis 

advindas da análise neutra dos fatos, mas, sim, de um movimento lógico hipotético-dedutivo, 

conquanto muitos acreditem ser indutivo.  

O caráter humano e o contorno sócio-histórico-cultural a que o conhecimento científico 

está submetido é evidente. O solene trabalho de Thomas Kuhn em Filosofia da Ciência aborda 

habilmente tal complexidade, de como evolui o sistema de crenças da comunidade científica. 

Na maioria do tempo, a pesquisa se caracterizaria pelo esforço contumaz e leal de forçar a 

natureza e as observações a se adequarem aos paradigmas teóricos que os cientistas da época 

foram moldados a acreditar e defender.100 Não se pode, entretanto, afirmar que as posições da 

Ciência equivalem a crenças sem embasamento empírico como astrologia ou homeopatia. 

Existe um lastro na realidade, nos fatos observáveis, que coloca o método científico em outro 

patamar de credibilidade. Nesse sentido, vale citar outro filósofo, Imre Lakatos, que propõe um 

modelo bastante estruturado para melhor descrever essa dialética, em sua obra A Metodologia 

dos Programas de Pesquisa Científicos.101 

O reconhecimento da complexidade epistemológica envolvida no fazer ciência é 

essencial aos membros da comunidade acadêmica. Ao compreendermos que há uma incerteza 
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precípua de qualquer conhecimento, por mais estabelecido, corroborado e estruturado que seja, 

estaremos mais preparados para lidar com correções e para nos permitirmos considerar 

paradigmas teóricos diversos do nosso próprio.  

Mais primordial ainda, principalmente na atualidade, é o entendimento, mesmo que 

basal, dessas noções filosóficas pelo público geral. Quando se lhe explicita o poder e, 

igualmente, os limites da Ciência, fortalece-se o combate a pseudociências e a movimentos 

anticientíficos. Isso pode ser parcialmente efetivado pela divulgação mais ativa e inteligível, 

por parte das instituições de pesquisa, dos conhecimentos produzidos para fora de seus muros; 

mas o campo central de empenho e de transformação é a educação básica. Se se alcança uma 

alfabetização científica verdadeiramente civilizatória, que faça frente a visões equivocadas a 

respeito da construção dos saberes humanos, os futuros adultos constituirão uma sociedade que 

admite que todo conhecimento pode ser questionado, modificado ou complementado, mas que 

também entenda de que forma isso deve proceder. 
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