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Resumo

O objectivo deste trabalho é estudar o padrdo de fragmentacdo da glicina, por colisdes atomo
(K) — molécula (glicina). O padrdo de fragmentacdo é ditado ndo s6 pela estrutura da molécula alvo mas
também pela energia de colisdo e pela presenca de um terceiro corpo, ido K*, no complexo de colisdo. A
fragmentacdo da glicina, no presente caso, resulta da interaccdo de um feixe neutro de dtomos de
potassio (K), a diferentes energias de colisdo, com um alvo molecular, glicina. Os fragmentos anidnicos
produzidos por transferéncia de electrdao sao analisados por espectrometria de massa do tipo tempo de

voo (TOF-Time of Flight).

Neste trabalho é estudada a transferéncia de electrdo em colisGes de potdssio com o
aminodacido mais simples, a glicina, para energias de colisdo entre os 20 e os 100 eV. A decomposi¢do
unimolecular dos padrées de fragmentac¢do obtidos por este método, é diferente dos resultantes pelo
método de captura electrdnica dissociativa. A peculiaridade mais relevante é a diminui¢do relativa do
anido molecular progenitor desidrogenado relativamente ao anido hidrogénio a medida que a energia
de colisdo aumenta. Para baixas energias de colisdo este fendmeno pode ser explicado pela inibicdo
daautolibertagdo electrdonica enquanto para altas energias, o ido molecular negativo pode ser formado
com um excesso de energia interna que podera conduzira fragmentag¢do. Uma possivel explicacdo para a
formacao dos trés fragmentos anidnicos, 12 u.m.a. 12,5 u.m.a e 25 u.m.a., é o decaimento metastdavel. E
ainda discutidaa relagdo entre a energia disponivel durante o processo de tranferéncia de electrdo e a

respectiva formagdo dos fragmentos isobaricos com massas 15 u.m.a., 16 u.m.a. e 26 u.m.a.



Abstract

The aim of this work is to study the fragmentation pattern of the simplest aminoacid glycine, by
atom-molecule collisions. The fragmentation pattern of glycine derived from atom-molecule collisions
depends not only on the target molecule structure but on the collision energy and also on the presence
of the third body (K*)in the collision complex.In this case, the glycine fragmentation pattern results from
the interaction of a neutral K beam at different collision energies with the molecular target. The anionic

fragments produced by electron transfer are Time of Flight (TOF) mass analysed.

This study has been investigated in the energy range from 20 to 100 eV. In the unimolecular
decomposition, fragmentation patterns obtained through TOF mass spectometry show peculiar
differences in comparison with dissociative electron attachment measurements. The most prominent
feature in the collision regime is the relative decrease of the dehydrogenated parent anion signal with

respect to the hydrogen anion as the collision energy increases.

For low collision energies this can be rationalized in terms of autodetachment inhibition,
whereas at higher collision energies, the negative molecular ion can be formed with an excess of
internal energy which might even result in fragmentation. Metastable decay is here suggested to play a
particular role leading to the formation of three anions, 12 a.m.u., 12,5 a.m.u. and 25 a.m.u., assigned
in the light of recent dissociative electron attachment studies. The formation of isobaric fragments with
masses 15, 16 and 26 a.m.u. is also discussed on the basis of the energy available in the electron transfer

process.
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Enquadramento, objectivos e estrutura da
dissertacao

No meio biolégico existem vdrios tipos de moléculas e compostos moleculares. Estas
diferenciam-se pela sua constituicdo e fun¢do. Como exemplo temos os lipidos, nomeadamente os
fosfolipidos como componentes essenciais das membranas biolégicas,as enzimas como catalizadores de
reaccOes quimicas, os polissacarideos que armazenam energia quimica, os acidos nucleicos que
armazenam a informacdo hereditaria e as proteinas responsaveis por reac¢des quimicas especificas. As
proteinas tem como unidades estruturais os aminodcidos,sendo a glicina o mais simples. O estudo fisico-
guimico desta molécula é entdo de vital importancia, ndo sé pela sua propria importancia por sero mais
simples aminoacido mas também, por poder ser usado como modelo para o estudo de outros
aminoacidos mais complexos ou eventualmente de proteinas. Neste trabalho em particular, o enfoque é
colocado no padrdo de fragamentacdo da glicina apds transferéncia de electrdo por colisdo atomo (K) —
molécula (glicina). Desde logo,esta informacdo é de critica importancia para a compreensdo dos
mecanismos de captagdo de electrdes por parte da glicina. E de notar que a informacao obtida por este
estudo pode ser extensivel ao estudo de outras moléculas de interesse biolégico, das quais a glicina

pode servir como modelo.

De forma a contextualizar a importancia do estudo das espécies anidnicas de moléculas
bioldgicas, pode-se invocar o estudo pioneiro de Sanche et al ™. Neste estudo foi demonstrado quea
interaccdo de electrdes secundarios, criados indirectamente pela radiacdo ionizante incidente, pode
provocar danos ao nivel do DNA. Por cada 1 MeV de radiacdo incidente em ambiente bioldgico sdo
produzidos cerca de 5x10” electrdes secundarios™.Recentemente descobriu-se que a radiacdo ionizante
tem papel activo na destruicdo de células ndo soé directa como indirectamente devido a produgdo de
electroes secundarios de baixa energia(EBE). Estes EBE com distribuicdo de energia entre os 0 e os 20 eV
tém a capacidade de quebrar ligacdes simples e duplas da cadeia de ADN, mesmo a energias abaixo do
limiar de ionizago, que é cerca de 11 eV, Contudo em meio fisioldgico ndo exitem electrdes “livres”
pelo que o mecanismo de degradagao podera ser devido a interacgdo de um electrao “ligado” com uma
estrutura atémica e/oumolecular. Assim, os processos de transferéncia electrénica em meio bioldgico

parecem mais ajustados em deterimento dos de captura electrénica dissociativa.
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A andlise do efeito dos fragmentos anidnicos, na estrutura celular tem relevancia uma vez que o
estudo do padrdo de fragmentagcdo dos aminoacidos permite ndo so prever os fragmentos anidnicos
resultantes da interacgdo de electrdes de baixa energia produzidos pela radiacdo incidente mas também

precaver possiveis alteracGes nas proteinas e consequentemente na actividade bioldgica.

O trabalho apresentado nesta tese tem entdo por objectivo o estudo do padrao de
fragmentacdo da glicinapor transferéncia de electrdao em colisbes atdmo molécula. A glicina é o
aminodacido mais simples do corpo humano. A importancia deste estudoreside na obteng¢do dos valores
de energia incidenteque originam quebras de ligagdes especificas na glicina, o que podera ser util para
terapia radiativa®.Outra informagdo importante que obtemos com este trabalho éa previsio dos
fragmentos neutros resultantes, quepoderdo apresentar caracter reactivo e desta forma interagir com
outras moléculas e consequentemente desencadear quebra de ligagdes em constituintes moleculares

bioldgicos relevantes.

Esta tese é composta poruma introducdo, que aborda os pressupostos tedricos do trabalho
experimental. Na introdugdo sdo discutidas algumas nocdes de fisica atdmica e molecular e por fim é
apresentado o contexto dos estudos de decomposi¢do deste aminodcido disponiveis na literatura. Esta
ultima parte da introducdo proporciona ao leitor uma actualizacdo de resultados cientificos,
relativamente ao padrdo de fragmentacdo da glicina, realizados noutros laboratérios, nomeadamente
em Innsbruck, Austria e em Berlim, Alemanha. Nestes estudos, o processo que provoca a
fragmentagdoda glicina, é a captura electrdnica dissociativa. Por fim, encontram-se as notas finais no
ambito de conclusdo da introdugdo. O capitulo Il consiste na descrigdo do equipamento experimental,
seguido do capitulo de andlise de resultados, Capitulo Ill, no qual se faz a andlise dos fragmentos

obtidos. Por fim, conclui-se este estudo com sugestdo de futuras linhas de investigagao.
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Introducao tedrica

1.1. Fisica molecular e o seu papel na biomedicina

No contexto de compreender a dinamica do corpo humano, a quimica, a fisica e a biologia
tiveram um papel relevante para a compreensdo a nivel molecular.O seu contributo proporcionou um
avanc¢o em varias areas da medicina, nomeadamente melhoramentos a nivel de diagndstico, bem como

prevencdo e tratamento de inimeras patologias.

Interdisciplinaridade

A fisica atémica e molecular é uma area de investigacdo intimamente relacionada com a
radiacdo nas suas diversas formas. O estudo da interac¢do desta radiacdo com a matéria é
efectivamente um dos grandes focos de investigacdo na fisica atdmica e molecular, cujo conhecimento
obtido tem-se revelado fundamental para muitas areas da quimica e da biologia celular.Existem
inimeros exemplos desta sinergia. Os processos quimicos e fisicos estdo por norma
correlacionados.Temos o exemplo do mecanismo da bomba sddio-potdssio, a ac¢do enzimdtica, e
muitos outros processos bioldgicos nos quais um fendmeno fisico/quimico provoca outro fisico/quimico.
E necessario um grande controlo das moléculas e dos seus principios activos para o tratamento quimico

dos pacientes.

Avanco tecnoldgico e os seus inconvenientes

Hoje em dia, com o avanco tecnoldgico, assiste-se a um aumento da exposicdo a radiagdo. Quer
passivamente, como no caso de radiagdo solar, da exposicdo ao “banho” electromagnético que nos
rodeia, quer na perspectiva de tratamentos de cariz radiativo, como é o caso da radioterapia usada no
tratamento oncoldgico.Existem efeitos secunddrios que advém da exposicdo dos pacientes a esses

tratamentos, que podem ser desencadeados por electrées de baixa energia.
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Assim, de forma a compreender os efeitos da exposicdo a radiacdo, surge a necessidade de
estudar ao nivel fundamental a interac¢do da radiagcdo com as unidades estruturais do nosso organismo,
isto &, a nivel celular. No caso do tratamento das patologias oncoldgicas, a radiagdo tem por finalidade
destruir unidades estruturais com anomalias através de quebras de ligacGes das mesmas, evitando

assim a reproducao celular dessas espécies.

Devido a eficdcia da radiacdo em danificar tecidos bioldgicos, o interesse pratico de estudos
feitos nesta area apresenta duas vertentes. Por um lado, estes estudos permitem encontrar modos de
minimizar o dano indesejado mas, por outro lado, estes mesmos estudos podem também fornecer

meios de potenciar o dano efectuado, algo bastante util em radioterapia.

A questdo coloca-se na eficadcia com que esses objectivos sao cumpridos. Esta energia pode
favorecer quebras de liga¢Bes indesejadas, reagir com outras espécies bioldgicas e/ou criar radicais

livres que sdo altamente nocivos para o organismo.

Tendéncia cientifica na area de fisica atomica e molecular

Existe um ramo da fisica molecular que incide no estudo da reaccdo de certos elementos
estruturais perante a incidéncia de radiacdo ou perante uma reaccdo de transferéncia de carga

resultante de uma acgao indirecta de absorcao radiativa.

Neste ambito, o grupo de estudo de Lisboa do Laboratério de ColisGes Atémicas e Moleculares
do CEFITEC, estuda padrdes de fragmentagdode moléculas apds transferéncia de um electrdo

proveniente de um dtomo neutroacelerado.

O estudo das colisdes atomo—molécula simula o processo de transferéncia de electrdo para uma

molécula alvo, de forma a se observar a resposta da mesma para varias energias de colisao.

E de extrema relevincia a capacidade de uma carga electrénica induzir alteragdes t3o
significativas na molécula ao ponto de a fragmentar. Com oequipamento experimental utilizado e,que
serd descrito na secgdo 3, é possivel obter os padrdes de fragmentacdo da glicina para diferentes
energias cinéticas de colisdo, o que nos permite obter informacdo sobre o padrdo de fragmentacdo da

glicina apds transferéncia de electrao.
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Este estudo enquadra-se na Engenharia Biomédicauma vez que incide na interaccdo entre
constituintes moleculares bioldgicos e radiacdo. O conhecimento dos fragmentos que resultam para
energias de colisdo conhecidas pode ser utilizado para quebrar ligacGes especificas de estruturas

moleculares.

O tema de interac¢do da radiacdo com a matéria é indiscutivelmente uma area de interesse e

em desenvolvimento nas ciéncias biomédicas.

1.2.Glicina

Os aminoacidos sdo moléculas organicas que existem no nosso corpo. Esta classe de moléculas
caracteriza-se por possuir um grupo amina, um grupo carboxilico e uma cadeia lateral especifica para
cada aminoacido. Existem dois tipos de aminoacidos no nosso organismo, os essenciais e 0s ndo
essenciais. Os primeiros sdo os que ndo sdo produzidos pelo corpo humano estando a sua acessibilidade
dependente da ingestdao dos mesmos. Por sua vez, os aminoacidos ndo essenciais, sdo aqueles que o
organismo consegue sintetizar. Nesta ultima classe de aminoacidos insere-se a glicina. Este é o
aminodacido nao essencial mais simples e encontra-se presente no nosso organismo por biossintese e

ingestao.
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Figura 1.1 Esquema estrutural da glicina.

A glicina, apresentada estruturalmente na Figura 1.1, é composta por um grupo amina e um
grupo carboxilico, de estrutura NH,— CH, — COOH e de massa molar 75,06 gmol’l. A sua cadeia lateral é
composta por um atomo de hidrogénio apenas, o que confere a ndo quiralidade a molécula. Como
consequéncia este é o Unico aminoacido que n3o apresenta actividade 6ptica. E um dos aminodacidos
produzidos pelo nosso organismo a partir do aminodcido serina numa reacgdo catalisada pela enzima
serina hidroximetiltransferase.Na Figura 1.2 apresentam-se os 64 tripletes resultantes das combinacdes
das unidades elementares do ARN, em que cada um codifica um aminodcido especifico no nosso

organismo: Alanina (Ala), Arginina (Arg), ..., Tirosina (Tyr) e Valina (Val).
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Figura 1.2 Aminodcidos que existem no nosso corpo.
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1.2.1. Glicina: perspectiva estrutural

Como unidade estrutural, devido a sua simplicidade,a glicinatende a ser conservadaem
proteinas como o citocromo ¢, a mioglobina e a hemoglobina. A maioria das proteinas possui pequenas
quantidades de glicina[4'5]. O colagénio é uma excepcdo, uma vez que a glicina constitui cerca de um
terco da sua estrutura primaria.Esta moléculatem também relevancia na formag¢do da camada de
peptidoglicano na parede celular das bactérias Gram — positivas, pois forma a pentaglicina que é
importante na ligacdo entre residuos de acido N-acetilmuramico. Constitui também a glutaniona, que é

um tripéptido essencial na manutengdo do equilibrio redox intracelular.

Comercialmente, esta molécula apresenta-se no estado sélido como um pdé branco cristalino,

bastante soldvel em agua.

1.2.2. Glicina: perspectiva funcional

.. . , ;. . s . 4 .
A glicina intervém em virios processos biolégicos™?!, entre os quais:

[J Intermediacdo de algumas biossinteses: aglicina esta presente indirectamente em diversas

biossinteses;

[J Participa da sintese de purinas, responsaveis por exemplo pelos acidos nucleicos e de

biomoléculas como Adenosina Monofosfato;
[1 Precursora da fosfocreatina quando se liga inicialmente com a arginina;
[J Formacao do oxalato (equilibrio acido-base);

[1 Pode ser degradada em piruvato, um importante composto de vias metabdlicas energéticas;
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[J  Actua também como neurotransmissor, que é uma biosubstancia produzida para estimular a
despolarizacdo dos neurdnios e gerar potenciais de ac¢do, o que causa uma inibicdo do

neurdnio, através da entrada de ides de cloro na célula;

[J Possui também importdncia na formacdo estrutural de algumas regibes através das suas

ligagdes com outros aminodcidos.
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Figura 1.3 Formagao da treonina: exemplo de processo onde a glicina intervém!®.

1.2.3. Outras areas onde a glicina esta presente

A glicina é também usada na industria farmacéutica e dermatoldégica. Na
Figura 1., pode-se visualizar a glicina numa perspectiva comercial onde esta é promovida como

guimico industrial.
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Figura 1.4 Glicina comercial.

E interessante realgar os seguintes aspectos:

Uso

A glicina é usada no campo farmacéutico como um componente de medicamentos dermatoldgicos para eczemas e dermatites, agentes
hepdticos e antizléragicos, & em elaboracdes integrais de aminodcidos. Na nutricdo clinica, € usado como componente para nutricdo enteral
g parenteral. Para alimentos processados, a glicing € usada como condimento e também como aditivo que garante melhor conservacdo do
alimento por conta de sua acio antbacteriana. E usada em grandes quantidades como um aminodcido essencial em nutricio de frangos.
Outras aplicagies incluem seu uso como matéria-prima na produgdo de surfactantes e herbicidas.

METABOLISMO

Aminoacido glicogénico e ndo essencial. Existem wvarias vias para o catabolismo da glicina. A civagem da glicina no complexo da
mitocdndriz é considerada o mais importante entre os mamiferos. Nesta via, a glicing é descarboxilada em didxido de carbono e N3, N10-
acido metilenotetrahidrofdlico (N5, M10-THF) pela glicina sintase. Esta reacdo é reversivel. Por outro lado, a glicing é reversivelmente
convertida em serina pela serina hidroximetittransferase e subsegilientemente pode fazer o caminho envolvendo sua metabolizacdo em
acido pirdvico. A glicina é metilada para formar sarcosina (N-monometilglicing) e betaina (MN-trimetilglicina). Esta reacdo também representa
um precursor da creating, que tem um profundo envelvimento na contracio muscular. E também um componente da glutationa, que &
um importante antioxidante no organismo.

. .. . . 6
Figura 1.5 Glicina na vertente comercial: uso e metabolismo'®.

No ramo nutricional, esta é também utilizada como conservante, devido a sua acg¢do

antibacteriana e como agente optimizador de sabor. E encontrada na alimentagio humana, por norma
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em derivados animais. A titulo de exemplo, em 100g de carne vermelha e ovos, existe aproximadamente

1679mg e 467mg de glicina, respectivamente.

[J Curiosidade: A gelatina é obtida mediante uma hidrdlise controlada do colagenio de proteinas
fibrosas insollveis. Por ser uma proteina, a gelatina estd composta por uma sequéncia Unica de
aminodacidos. As caracteristicas da gelatina estdo relacionadas com o seu alto conteldo

emaminodcidos de glicina, prolina e hidroxiprolina.

Também na drea dos biomateriais podera ser relevante contribui¢ao da glicina pois o colagénio
é uma proteina muito popular na cirurgia estética e um terco da sua composi¢do é glicina. O colagénio é
utilizado muito frequentemente como biomaterial e é responsavel pela modula¢do das forgas externas e
internas exercidas dentro do organismo. As diferentes propriedades dos tecidos sdo em parte devido ao
resultado de diferentes organiza¢des das fibras de colagénio. Uma caracteristica importante é a
formacdo de fibras insolUveis com grande resisténcia a traccdo. Além do seu papel estrutural nos
tecidos, o colagénio possui também outras caracteristicas. Este apresenta a funcdo de orientar os

tecidos em desenvolvimento, que é altamente compativel com a sua utilizagdo como biomaterial.
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Figura 1.6 Estrutura do colagénio: (a) forma de triplete presente nas matrizes colagénicas; (b) tropocolagénio; (c)
hélice tripla; (d) Modelo do quarto alternado pentafibrilar proposto por Smith!.
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1.3. Processos de transferéncia de carga

Os processos de dissociacgdo molecular podem ser desencadeados por mecanismos de
transferéncia de electrdao ou captura electrénica. Considere-se A um atomo neutro e BC uma molécula

neutra, onde o mecanismo de transferéncia de electrdo pode ser representado por:

A+ BC — A" +BC~ (1.1)

A+BC —>AY+BC+ e (1.2)

1.3.1. Captura Electrénica (CE)

A captura de electrdes livres é um processo que pode gerar a formagdo de um ido transiente
negativo (TNI). Dependendo do tempo de vida do TNI relativamente a auto-libertagdo electrénica, o

referido ido pode decair para fragmentos anidnicos e para fragmentos neutros.

Esta interacgao pode ser dividida em duas classes: dispersao directa e dispersdo ressonante. Na
dispersao directa o electrdo incidente colide com a molécula alvo sendo, eventualmente, desviado da
sua trajectdria original. Na dispersdao ressonante o electrdo fica retido por um periodo de tempo
significativamente longo (10*? a 10™ s) na vizinhanga da molécula, formando um anido transiente
negativo. A captura electrdnica sé pode acontecer se a energia do electrdo incidente for a mesma do
estado electronico que gera o supra referido ido e o seu tempo de vida depende da energia da
ressonancia e da dimensdo espacial da molécula. Esta variacdo vai desde alguns periodos vibracionais
(10™s) até alguns microssegundos no caso de moléculas poliatémicas. De acordo com o principio de
incerteza de Heisenberg, o tempo de vida de um TNlesta relacionado com a largura de energia, e é dado
por:

(1.4)

=1 S

ondeh = % = 6.6 - 107 1%eVe T representa a largura a meia altura

11
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A captura de electrdo pela molécula expressa por :

e~ 4+ BC — BC~ (1.5)

Originaa formagdo de umido transiente negativo, o qual pode decair por trés processos diferentes:

(BC™)* — (BC)* + e~ (1.6)
(CB™)* — (BC)™ + hv (1.7)
(BC™)* — B+ C~ou(BC)* =B~ +C (1.8)

Neste caso temos representada a auto-libertacdo electronica (equagdo 1.6), a estabilizagdo

radiativa (equacdo 1.7) e a captura electrdnica dissociativa, CED (equacdo 1.8).

Em reacgles do tipo (1.6), a molécula ndo sofre qualquer tipo de dissociagdo, voltando a ficar
neutra. No entanto, devido ao tempo de permanéncia do electrdo extra, a molécula neutra pode ficar

num estado vibracional excitado.

Em reacgGes do tipo (1.7), o electrdo liga-se a molécula, mas o excesso de energia interna do
sistema provoca a libertacdo de um fotdo com energia igual ao excesso. Como os tempos de vida
radiativos s3o da ordem dos 10° — 10®s, as reac¢des do tipo (1.7) s3o mais lentas comparativamente as

7 por

reac¢Oes (1.6) e (1.8), o que faz com que este processo ndo seja competitivo com os restantes
ultimo, a captura electrénica dissociativa (equacd01.8) possui tempos de reaccdo da ordemdos 10™ e
105", levando & decomposicdo do TNI. Esta decomposicio égeradapela instabilidade provocada pela
presenca temporaria de um electrdo extra. Estudos efectuados por Sanche et al.”demonstraram que as
energias para as quais os electrdes de baixa energia tém capacidade de induzir danos ao nivel do ADN
coincidem com as energias as quais a CED produz dissociagdo molecular nos seus constituintes

elementares - asbases. Se o canal da captura dissociativa estiver acessivel, este vai competir fortemente

12



Degradagéo da glicina por transferéncia de electrdo em colisdes &tomo molécula 2012

com o processo de auto-libertacdo electrdnica e os electrbes produzidos pela radiagdo primaria (raios-
X, B, particulas a) podem induzirCED em locais especificos da dupla hélice do ADN, formando TNI que ao
decair podem produzir radicais e outros iGes estaveis. S3o0 muitas vezes as espécies reactivas que

provocam dano nas estruturas adjacentes na hélice de ADN.

No entanto, nem todos os processos colisionais que ocorrem no ADN s3o explicados por captura

electrdnica, existem outros processos, como é o caso da transferéncia por electrdes.

1.3.2. Transferéncia de electroes

Em meio bioldgico ndo existem electrées livres. Apds sofrerem diversos mecanismos de perda
de energia cinética, os electres sdo termalizados e eventualmente atingindo um estado de pré-e/ou
solvatagdo. Assim, processos de captura electrénica (CE) revelam-se pouco adequados para modelo
explicativo dos fendmenos de degradagcdo do ADN. Deste modo, o estudo de mecanismos de
transferéncia de electrdo (TE) em moléculas bioldgicas pode revelar-se de grande importancia,pois
permite descrever o tipo de interac¢do de forma mais fiel ao que se passaemmeio bioldgico, usando
electrdes que se encontram previamente ligados a estruturas atdmicas ou moleculares. Mecanismos de
transferéncia de electrdo permitem aceder a estados electronicos ndo acessiveis por electrdes livres
uma vez que através de colisdes dtomo-molécula é possivel aceder a estados com afinidades

electrdnicas positivas.

Os processos de ionizagdo por colisdo incluem todas as interacgdes entre particulas neutras nas
quais se verifica um processo de transferéncia de electrdo. As expressdes (1.9) a (1.17) resumem os
diferentes tipos de processos de transferéncia de electrdao observados entre atomos e moléculas no
estado fundamental.Estes sdo a ionizagdo ndo dissociativa (expressdo 1.9 e 1.10), a ionizagdo
dissociativa (1.11), ionizagdo do “projéctil” (1.12), ionizagdo quimica reactiva (1.13, 1.14 e 1.15),

ionizagdo quimica associativa (1.16) e dissociagdo polar induzida por colisdo (1.17).

A+ BC — AY + BC™ (1.9)

A+BC —> A+ BC* (1.10)

13
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A+BC > At+B +C (1.11)
A+BC —> AT+ (B+C)+e” (1.12)
A+BC —> ABT+C+e” (1.13)
A+BC —> AB+Ct+e~ (1.14)
A+BC — ABT +C~ (1.15)
A+ BC — ABCY + e~ (1.16)
A+BC — A+B*+C~ (1.17)

Uma forma de proceder a transferéncia de electrdes é usar um datomo dador de electrdes, ou
seja, um atomo que devido a sua estrutura electréonica tem grandes probabilidades de transferir o seu
electrdo de valéncia para a molécula alvo. Um exemplo deste tipo de atomos sdo os metais alcalinos (K,
Na, Cs por exemplo). No caso do estudo realizado no dmbito desta dissertacdo o atomo dador de
electrGes, como ja foi referido anteriormente, é o potassio (K). A energia de ionizagdo do potassio é
relativamente baixa (cerca de 4,34 eV), o que significa que o potdssio pode ser um bom dador de
electroes.A capacidade de um atomo ou molécula formar termodinamicamente um anido estavel é

representada pela Afinidade Electrdnica (AE) (equacdo 1.18):

AE(BC) = E(BC) — E(BC™) (1.18)
A AE é definida pela diferenca de energia entre o estado fundamental de um atomo ou molécula
neutra e o estado fundamental do seu anido. A AE é negativa se a energia do estado de BC for
superiorado estado neutro BC, e é positiva se for inferior. Um valor positivo da AE indicia a provavel

formagao de um anido estavel.

14
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1.4. Teoria de colisdao e formacdo de pares de ides

1.4.1. Modelo da colisio

Neste modelo considera-se que a rotagdo e a vibragdo da molécula ndo sdo relevantes e por
conseguinte é possivel aproximar-se a um sistema de colisdo atomo-atomo. Isto em primeira
aproximacao é valido uma vez que os tempos de rotagdo e vibragao podem ser muito inferiores que os
tempos de colisdo. Deste modo, a molécula pode ser considerada como rigida e o movimento interno da
molécula ou do ido molecular durante o processo de colisdio e o movimento do dtomo alcalinosdo

considerados independentes. Este modelo é utilizado para energias elevadas®®.

1.4.2. Tempo de colisao

O estudo do tempo de colisdo é crucial para a andlise de sistemas com transi¢cdes vibracionais
durante a respectiva colisdao. O tempo de colisdoencontra-se dependente da energia, sendo tanto menor

guanto maior for a energia 18],

1.4.3. Formalismo de Landau-Zener e probabilidade de transi¢iao nao adiabatica de Landau-

Zener

Para colisGes entre dtomos alcalinos e moléculas halogenadas a secgao eficaz total relativa a
formacgao de pares de iGes na regido das altas velocidades pode ser avaliada pelo formalismo de Landau-

Zener.

Este formalismo foi apresentado por Landau e Zener numa perspectiva muito geral de encontrar
uma probabilidade de transicdo ndo adiabatica entre dois estados de energia. A férmula de Landau-
Zener é uma solucdo analitica para as equagdes de movimento que regem a dinamica de transi¢cdo de
um sistema de mecanica quantica composto por duas particulas, com um Hamiltoniano dependente do

tempo®.

De acordo com a descricdo do modelo a dois estados, iénico e covalente, a transicdo entre eles

é possivel se o principio da adiabaticidade for satisfeito, ou seja, se as particulas se aproximarem
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lentamente. Nesta situacdo os electrées tém tempo suficiente para, de uma forma continuada, se
ajustarem a variacdo da separacdo internuclear que ocorre durante uma colisdo. Este ajuste resulta
numa transicdo do electrdo de valéncia do atomo alcalino para a molécula. Se, por outro lado a distancia
internuclear variar rapidamente, numa perspectiva diabatica, o electrdo de valéncia tem uma
probabilidade de ndo transitar. Neste caso o sistema mantém-se com a mesma configuracdo
electrdnica. Existem dois pontos de cruzamento, o primeiro é atravessado na aproximacao do potdssioa
molécula e o segundo quando este se afasta da mesma. De seguida podemos visualizar o processo de

interaccdo entre duas particulas, neste casoparao atomo de potassio e a molécula em estudo.

A transferéncia de electrdo em colisdes atomo-molécula é geralmente mediada pelo

cruzamento das superficies de energia potencial do complexo neutro (A+B) e idnico (A"+B").

Para grandes distancias entre &tomo e molécula, a curva da energia potencial idnica esta acima

da covalente, como podemos observar na Figura 1. e na Figura 1..

cov

AT+ B

HR

R

Figura 1.7 Curvas diabaticas, idnica e covalente, representando a colisdo entre dois 4tomos consoante a distancia

. 9
internuclear®.

1.%%n0 complexo de colisdo [A+B—]* existe um ponto de cruzamento no qual

Segundo Kleyn et a
as duas curvas tomam o mesmo valor devido ao potencial que é maioritariamente de Coulomb. Esta
interaccdo leva a formacdo de um ido positivo e um anido molecular, o que permite o acesso a estados

moleculares que ndo sdo acessiveis por captura electrdnica de electrdes livres.
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Durante o processo de formacdo de ides negativos moleculares, a distancia internuclear de
equilibrioé em geral sempre superior a distdncia de equilibrio da molécula neutra. Este fendmeno deve-

se a captura de um electrdo extra que vai afectar a energia de ligacdo, tornando-a mais fraca.

Numa colisdo quando se da a transferéncia do electrdo de valéncia do atomo alcalino para a
molécula, o ido negativo é formado numa zona repulsiva do potencial. Contudo se durante a colisdo
houver lugar a uma variacdo da distancia intramolecular, a este fenédmeno denominamos por extensao
da ligacdo (bond-stretching). Assim, a EA(R,,), ou seja a afinidade electrénica em relagdo ao centro de

massa da molécula, aumenta assim como a expansdo da distancia de cruzamento, Rc.

No contexto de uma colisdo dtomo-atomo, a equagdo 1.19 descreve a dependéncia da afinidade

electrénica com R, e explica o consequente acréscimo da distancia de cruzamento'®:

A e? 14.41 (1.19)
(A~ 7p = El-AE(R,,)

Se assumirmos que a transicdo que ocorre a R, onde a velocidade radial, v,, é constante
(trajectdria rectilinea) e igual para os dois estados electrénicos, a probabilidade de transicdo nao-

adiabatica de Landau-Zener, p, é determinada porlg]:

*

_1
B ( v ) B v* 1 b2 /2
p = exp v = exp o RE (1.20)

onde, b é o parametro de impacto e v é a velocidade reduzida..

2
Sendo v*= 2rH%,R%, e Ur =7 (1 - Rb_cz)l/2

Existem quatro trajectdrias possiveis durante uma colisdo como poderemos observar na Figura
1.. Seja p, a probabilidade de a cada cruzamento ocorrer transicdo ndo-adiabatica e (1-p) a
probabilidade de se continuar na mesma curva de potencial adiabatica, e assumindo que para um
sistema de dois dtomos, a probabilidade de cruzamento p ndo varia entre o primeiro e o segundo
cruzamento; duas trajectdrias com duas transi¢des adiabdticas ou duas transicdes nao-adiabaticas,
conduzem a uma dispersdo elastica, enquanto que as outras duas trajectérias, que consistem numa
transicdo adiabatica e numa ndo-adiabatica, com probabilidades p(1-p) ou (1-p)p, respectivamente,

conduzem a formacdo de pares de iGes.
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“Covalent” path

Figura 1.8 Representacdo das trajectérias envolvidas numa colisdo entre um atomo alcalino e uma molécula. O raio

, . i . . . . . q].
de cruzamento corresponde ao circulo exterior e a regidao repulsiva dos potenciais estd representada pelo circulo interno el

Assim, a probabilidade total para a formacgao de pares de iGes numa colisdo el

P=pA-p)+ (1-p)p=2p(1-p) (1.21)

O estudo de colisdes entre atomos e moléculas neutras com formagao de pares de ides revela-
se extremamente importante, pois permite através da transferéncia de electrao, o estudo da formagao
dos ides negativos. Numa tentativa de descrigdo dos processos a nivel molecular e de aproximagdo aos
processos que ocorrem no meio fisiolégico que envolvem electrdoes, é Uutil estudar este tipo de

mecanismos, sendo assim possivel simular os processos de transferéncia de electrdo, que levam a
degradacdo de moléculas bioldgicas.

1.4.4. Aproximacao de Born-Oppenheimer

Os sistemas moleculares poliatdmicos ndo tém solugdes exactas para a equacao de Schrodinger

A aproximacdo de Born-Oppenheimer, estabelece que os nucleos estdo fixos em relagdo aos electroes.
Esta teoria baseia-se no facto dos nucleos serem muito mais pesados que os electrdes. Deste modo, o

movimento electrénico pode ser tratado separadamente do movimento nuclear e consequentemente
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resolver-se a equacdo de Schrodinger onde os valores proprios sdo considerados potenciais
intermoleculares (para 2 corpos) e superficies de energia potencial (para 3 ou mais corpos) que por sua
vez determinam o movimento nuclear’®. Abaixo encontram-se potenciais intermoleculares para a
estrutura neutra e anidnica de uma molécula diatdmica genérica AB. Pode ver-se AE (AB) como sendo a
afinidade electrénica adiabdtica. A afinidade electrénica vertical vai variar conforme a extensdo da
ligacdo A-B aquando da captura do electrdo. Para o caso em que a distancia A-B é a distancia de

equilibrio, a afinidade electrdnica vertical vai ser ligeiramente positiva.

Energia
(=V)

Distincia R (A)

Figura 1.9 Curvas de energias potenciais de Born-Oppenheimer, ilustrando a afinidade electrénicaadiabatica (AE) e a
afinidade electronica vertical (AEy) adaptada de.

1.4.5. Colisao atomo-atomo

Quando dois atomos no estado fundamental colidem podem ocorrer dois processos. Um é
denominado dispersdo eldstica, onde apds a colisdo, ambos os atomos permanecem no estado
fundamental, ambas as espécies se mantém neutras e a energia cinética total do sistema é
conservada.O outro denomina-se dispersao ineldstica, na qual ocorre troca de carga entre os atomos

durante a colisdo e estes passam para o estado idnico, ndo havendo conservagao de energia cinética.
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Este processo é de extrema relevancia para este estudo, uma vez que retrata a formacdo de iGes

negativos por transferéncia de electrdes®.

Para caracterizar o processo de transferéncia de electrdo numa colisdo “dtomo-atomo”

podemos simular a colisdo de um atomo alcalino e de outro 4tomo do grupo dos halogénios.

A+B>A"+B (1.22)

Esquematicamente os estados diabaticos covalente (A + B) e idnico (A" + B" ) tém curvas de
potencial que estdo representados na Figura 1.7. O ponto de cruzamento das curvas diabaticas é o ja
referido Rc. Considerando que ambos os estados tém a mesma simetria, as curvas de potencial
adiabaticas correspondentes vao evitar um ponto de cruzamento Rc, devido ao Principio de Exclusdo de

Pauli, conforme esta apresentado na Figura 1..

. ~ . ) « an P 9
Figura 1.10 Curvas da evolugdo dos estados adiabaticos dependendo da distdncia internuclear, sendo a curva azul a
correspondente ao estado adiabatico covalente e a curva vermelha a correspondente ao estado adiabatico idnico. As curvas a
tracejado representam o estado diabatico iénico(vermelha) e o estado diabaticoidnico(azul).

Estas curvas representam a distancia entre as duas particulas (o dtomo dador e atomo
aceitador) e os seus estados correspondentes. Comecando pela direita do grafico, podemos simular a

aproximacdo do atomodador ao dtomo aceitadorpela curva azul até atingir o primeiro ponto de
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cruzamento. O segundo ponto de cruzamento é simulado observando o grafico da esquerda para a

direita.

Para grandes distancias entre os dois atomos, a separa¢do entre o potencial covalente e o
idnico, é dado pela endoergicidade, AE (diferenca entre a energia de ionizagdo de um atomo e a
electroafinidade do outro). Considerando que o ponto de cruzamento se localiza a grandes distancias
internucleares, podemos desprezar as for¢as de indugao e as forcas de Van der Waals e considerar que o

potencial covalente é nulo e o potencial idnico é puramente de Coulomb.

1.4.6. Colisao atomo-molécula

Comparativamente as colisGes atomo-atomo no estado fundamental, as colisGes atomo-
molécula para as mesmas condi¢cdes exigem uma analise com acrescida complexidade devido ao
aumento de complexidade estrutural da molécula. Processos estes como a excitacdo rotacional,
excitagdo vibracional, dissociagdo induzida por colisdo, excitagdo electrénica ou a combinagdo de todos
estes processos. A descri¢do das colisdes &tomo-molécula é interpretada por curvas de potencial multi-
dimensionais, ao invés das curvas de potencial de uma dimensdo utilizadas para as colisdes atomo-
atomo. Neste contexto deve ter-se em conta os tempos associados a movimentos rotacionais e
vibracionais da molécula. O tempo de rota¢do da prépria molécula é um processo relativamente lento
guando comparado com o tempo de colisao, razao pela qual se despreza. No entanto, os tempos de
vibracao podem ter a mesma ordem de grandeza dos tempo de colisdao, o que nos leva a considerar os

efeitos da vibracdo molecular no referido processo'.

Existem varias aproximacGes desenvolvidas com o objectivo de descrever electronicamente as
colisdes atomo-molécula ineldsticas (processos ndo adiabaticos). Na perspectiva classica, o movimento
do nucleo é descrito desprezando os efeitos de interferéncia e as probabilidades de transicdo sdo

calculadas utilizando métodos de mecanica quantica.

1.4.7. Colisdo de duas particulas e formacao de pares de ides

Considerando que duas particulas no estado covalente (A+B) se estdo a aproximar, ao chegarem
ao ponto de cruzamento Rc (conforme a Figura 1.8), pode acontecer uma de duas situagdes. Se o ponto

de cruzamento, designado por 12 cruzamento, é atravessado adiabaticamente, o electrdao é transferido
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de uma particula para outra, o que ira alterar as configuracGes destes intervenientes de modo a
promover a “formac3o de pares de ides” (A" + B). Por outro lado, se este ponto é atravessado
diabaticamente, entdo ndo existe transferéncia de electrdo e ambos os interveniente permanecem no
estado covalente. No entanto, recorrendo novamente a Figura 1.8, o atomo dador de electrdo ao 29
cruzamento tem novamente a possibilidade de recapturar o electrdo i.e., dd-se uma reneutralizacdo,
i.e., transi¢cdo para o estado covalente. No caso de ndo ter existido transferéncia de electrdo no primeiro
cruzamento, entdo pode haver transicdo deste no segundo cruzamento, o que implica uma transi¢ao

para o estado idnico. Resumindo, existem entdo quatrotrajectdriaspossiveis.

Apds o primeiro cruzamento, as particulas permanecem juntas até voltarem a separar-se. Nessa
altura o ponto de cruzamento é outra vez atravessado.Neste segundo momento, se ambas as particulas
apresentarem num estado covalente, poderdao atravessa-lo diabdticamente, mantendo a configuragdo
original de ambos, ou poder3o atravessa-lo adiabaticamente originando a formac3o de pares ( A" + B).
Por outro lado, se estas particulas estdo no estado idnico ao passar este ponto de cruzamento pela
segunda vez, podem atravessa-lo diabaticamente ou adiabaticamente. Na primeira situacdo os atomos
mantém o seu caracter idnico, sendo que na segunda estes poderdo voltar a ficar neutros, passando

para o estado covalente (A+B)[9].

Podemos concluir que apds a colisdo, os atomos podem gerar formacdo de pares de ides se
houver uma transicdo adiabatica, aquando uma das passagens pelo ponto de cruzamento, promovendo

a alteragdo do estado covalente para o idnico.

1.5. Estado de arte

A descoberta da relagdo entre electrées de baixa energia e a degradagdao do ADN, suscitou um

interesse crescente no estudo dos padrdes de fragmentacdo de moléculas bioldgicas™

O padrao de fragmentagdo da glicina ja foi extensivamente estudado por diversos grupos ao

longo dos anos através de processos de CED™*>*3**%3] 0 | CAM recorre ao processo de TE para o estudo
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de padrdes de fragmentacao de diferentes alvos moleculares, nomeadamente constituintes de

proteinas e DNA / RNA.

Para compreender e prever a fragmentacdo do TNI, é preciso ter em conta a termodinamica dos
processos moleculares assim como os conceitos de CED e TE. Na CED o electrdo adicional fornecido a

molécula alvo provém de um feixe de electrdes "2,

Neste contexto cria-se um ido transiente negativo, que é uma estrutura ressonante que
acomoda um electrdo extra. Ao acomodar um electrdo, durante o tempo de vida do TNI apresentado na
equacdo 1.4, existe competicdao entre a autolibertacdo do electrdo e a fragmentagdo da estrutura devido
a presenca do referido electrdo. No segundo caso os fragmentos idnicos podem ser detectados por

espectrometria do tipo TOF.

Em estudos de CED, é interessante notar que apesar de se utilizar a mesma técnica, com
condicBes e parametros experimentais muito parecidos, existem diferencas nos resultados obtidos.
Estudos efectuados por Ptasinska et al.™ e Gohlke et al.*?, onde a diferenca apenas reside no gas
calibrante(CCl, e SF¢ respectivamente) e na diferenca subtil de pressGes, demonstram algumas
diferencas no que diz respeito ao padrao de fragmentacdo da glicina.

[11-18]

Estudos de CED foram também elaborados para varios aminodacidos ou moléculas com

[19-22] [23,24]

semelhantes grupos funcionais, como o acido férmico , acido acético . De um ponto de vista

[25,26]

tedrico, contribuicdes tais como calculos tedricos da Teoria de Funcionais de Densidade , Hartree —

Fock®!e o método multicanal de Schwinger?” foram também realizados.

O grupo de Lisboa tem realizado diversos estudos no sentido de averiguar o perfil de fragmentag¢do por
processo de transferéncia de electrdao de um feixe de potassio com biomoléculas, como a Timina, Uracilo

e Glicina'[3’7'9'28’29’3°] .

Nas colisdes potassio-molécula, a transferéncia de electrdo que gera a formagdo de pares de

ides, s6 ocorre se a energia de colisdo for superior a endoergicidade, AE.

A grande diferenca entre a metodologia do estudo de TEe CED, para além da utilizacdo do feixe
de potassio em vez do feixe de electrGes, consiste na inibicdo daautolibertacdo electrdnica por um
intervalo tempo maior que no CED, devido as forcas coloumbianas que se estabelecem quando o catido

de potassio esta proximo da glicina, o que podera favorecer outros canais de fragmentacao, inacessiveis
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por CED. Se o método de transferéncia de electrdo for o processo que descreve mais fielmente o que se
passa em meio bioldgico, entdo é de referir que deste resulta no caso da colisdo potassio-glicina a baixas
energias (~30 eV) a produg¢do maioritaria de um radical de HEY, Este pormenor tem toda a relevancia,
uma vez que o hidrogénio radicalar é bastante reactivo e tem grande mobilidade, ou seja, facilmente se
liga a outras estruturas bioldgicas quando em contacto com estas. Deste modo pode haver inducdo de

guebras de ligagdes e consequente dissociagdo molecular, o que pode afecta a integridade bioldgica.

1.6. Notas finais

O estudo da degradacdo da glicina, efectuado no ambito desta dissertagcdo, tem como objectivo
tentar compreender quais os fendmenos e como ocorrem na molécula de glicina, quando é sujeita a
interaccdo com um atomo dador de electrdo, potdssio. Deste modo simula-se a interac¢dao de espécies
secundarias (ex. electrGes) provenientes da ac¢do da radiagdo em meio fisioldgico. A importancia deste
estudo deve-se a capacidade dos electrées de baixa energia induzirem degradagdo ao nivel dos
aminodacidos e consequentemente proteinas. Estas alteragdes irreversiveis sdo iniciadas pela formagao
de estados electrénicos associados a um ido transiente negativo, o qual, ao se dissociar, produz outros

fragmentos anidnicos e neutros que podem apresentar um caracter acrescido de reactividade.
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Montagem Experimental

Neste capitulo descreve-se o equipamento experimental utilizado para efectuar os estudos de

transferéncia de electrdao em colisdes de potassio com glicina.

2.1. Descrigao Geral

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de ColisGes Atdmicas e Moleculares

(LCAM), da linha 2 do CEFITEC, no aparelho de feixes moleculares cruzados, apresentado naFigura 2.3.

Figura 2.3Fotografia do aparelho de feixes moleculares cruzados onde a) camara de colisdes; b) camara de troca de
carga; c) bombas de alto-vacuo; d) zona de extracgdo; e) tubo de tempo de voo.

Este aparelho de feixes moleculares cruzados, consiste num feixe de potassio neutro acelerado

gue cruza ortogonalmente com um feixe molecular na zona de colisdo. Os fragmentos idnicos formados

apods interac¢do de ambos os feixes sdo analisados em massanum espectrometro do tipo tempo de

25



Degradagéo da glicina por transferéncia de electrdo em colisdes &tomo molécula 2012

voo(TOF). E constituido por duas cdmaras de alto vécuo, sendo que este é assegurado por bombas
difusoras que por sua vez estdo ligadas a bombas rotatdrias. Estas camaras tém bombeamento
independente e estdo ligadas entre si por uma valvula intercdmaras. A monitorizacdo do vacuo é
efectuada em diversos locais com o auxilio de medidores de pressdo.Na camara (b) ocorre a criagdo do
feixe de potassio neutro hipertérmico através de um processo de troca de carga ressonante. O referido
feixe é monitorizado na cdmara adjacente, camara a)por um detector do tipo Langmuir-
Taylor.Ortogonalmente é produzido um feixe molecular neutro através de uma fenda de 1 mm de
didametro. Ambos os feixes cruzam na zona de colisdo onde ocorre a troca de carga.A zona de colisdo
estd localizada entre dois pratos paralelos com 1,2cm de afastamento. Os iGes resultantes da colisdo dos
dois feixes sdo extraidos através de um campo eléctrico na direc¢do normal ao plano de cruzamento.
Estes ides sdo direccionados para o tubo de tempo de voo atravessando um sistema de lentes Einzel e

posteriormente sdo detectados através de um detector de particulas carregadas do tipo canaltrao.

Com o intuito de obter padrées de fragmentacdo da glicina para diferentes energias, em
colisdes atomo molécula, faz-se colidir o feixe de potdssio neutroacelerado a diferentes energias, com o

feixe de glicina, promovendo a transferéncia de electrdo e consequente formacdo de iGes negativos.

Esquematicamente, o processo anteriormente descrito pode ser simplificado em

Geracdo de feixe de Potassio

(DFOCGSSO gue ocorre na cdmara de troca de carga)

1L

Colisdo entre feixe de Potassio e feixe molecular

(processo que ocorre na camara de colisGes)

11

Formacao e posterior extracgdo de ides devido a
um campo eléctrico

1L

Deteccdo dos fragmentos 26

(através do espectrémetro de massa do tipo TOF)
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Sistema

de lentes™
Einzel °
Forno de
Zona de Potassio
colisdo

Figura 2.4 Esquema representativo do equipamento experimental

2.2. Primeira camara - produgao de feixe de potassio neutro

2.2.1. Sistema de troca de carga

No sistema de troca de carga é criado um feixe neutro acelerado de potdssio hipertérmico.Este
sistema é constituido por um forno, uma camara de troca de carga e uma fonte de iGes de
potéssio,K,:'yper que devido a um processo de troca de carga ressonante produz um feixe de potdssio

neutro aceIerado,K,?yper.
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Figura 2.5 Esquema representativo do sistema de troca de cargam.

O sistema de troca de carga possui uma fonte de ides de potdssio (K,fyper) que sao acelerados
até passarem por uma fenda circular onde interagem com atomos de potassio neutros aquecidos
provenientes do forno. Este forno é um dispositivo de acido inox que permite o aquecimento do
potdssio sélido a uma temperatura de 420K. Deste modo os ides Kﬁ'yper provenientes da fonte de ides,
entramem contacto com os atomos de potassio neutro erecebem um electrdo dos dtomos K.,
originando a saida da cdmara de troca de carga um feixe neutro acelerado K,?ypere um feixe i6nico com

energia térmica K.

O processo de troca de carga pode ser expresso através da seguinte equagao:

Ktoher + Kijiper - Ki?iper + K;P—ler (2-1)

Os ides K{yper sdo acelerados por aplicagdo de uma diferenga de potencial aos terminais da
fonte de potéssio (pastilha), originando um feixe K* acelerado com a energia cinética pretendida. A
camara de troca de carga é aquecida através de duas resisténcias a uma temperatura tipica de 440 K. A

temperatura da cdmara de troca de carga é superior a do forno, de modo aevitar a
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eventualcondensacgdo da potassio no seu interior. As fendas sdo circulares, de 1,5mm de didmetro e sdo
importantes para assegurar a densidade e colimacdo do feixe.As resisténcias de aquecimento e o
medidor de temperatura sdo controlados exteriormente por um controlador PID (Proportional-

Integrator-Derivative).

2.2.2. Placas deflectoras de ioes ou “Tira-ioes”

Com o objectivo de assegurar um feixe de &tomos neutros de potdssio, uma vez que nem todos
os ides produzidos pela fonte idnica sofrem troca de cargaressonante,existem duas placas rectangulares,

uma com potencial positivo em relagdo a outra que permite a deflexdo das particulas idnicas.

Lz

e

Figura 2.6 Esquema representativo da deflexdo de ides.

A placa colectora estd ligada a um electrémetro e é usada para a medigdo de corrente idnica, o

que permite monitorizar a taxa de produg3o de ides K"
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2.3. Segunda camara- camara de colisoes

2.3.1 Detector de ionizacio do tipo Langmuir-Taylor

Este detector permite a monitorizagdo da corrente de potassio neutro que chega a zona de

colisoes.

O detector Langmuir-Taylorconsiste num colector cilindrico, que possui ao longo do seu eixo
central um filamento ionizador de Iridio (0,125 mm de espessura, pureza > 99%). Possui duas aberturas
para permitir a passagem do feixe de potassio neutro para a zona de colisdes. O filamento de Iridio
encontra-se acima do eixo central da fenda para ndo interferir com a passagem do feixe enquanto

permite a sua medicao.

[N
"

‘O@“

S—

¢

§\.I

Figura 2.7.Imagem referente a localizagdo do filamento de iridio.

Para medir a corrente idnica num electrdmetro,aplica-se ao filamento uma corrente tipica de
0,630 A e uma tensdo de deflexdo de +60 V. A corrente mede-se em relagdo ao colector, criando-se um
campo eléctrico entre o filamento e o colector deflectindo os iGes provenientes da ionizagdo dos dtomos

neutros K,?l-per. Deste modo produz-se uma corrente no colector, proporcional a intensidade do feixe
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neutro acelerado. Torna-se entdo possivel monitorizara corrente de Kﬁiper que entra na camara de

colisdes.

2.3.2. Forno de moléculas solidas

O forno é uma estrutura cilindrica em cobre é onde se colocam as amostras sélidas a aquecer e

vaporizar, permitindo assim gerar um feixe efusivo de moléculas neutras.

O controlo da temperatura do forno é efectuado porum sensor de temperatura do tipo
termopar com uma juncdo crémo-alimel. O termopar do tipo K utilizado apresenta uma incerteza de

2,5% entre 230 K e 600 K.

Apds o aquecimento da amostra e criacdo do feixe efusivo de moléculas de glicina, este é

direccionado para a zona de colisdo através de uma fenda de colimag¢do de 1 mm de diametro.

2.4. Tecnologia do vacuo

O sistema de vacuo é constituido por trés bombas rotatdrias, duas bombas difusoras e uma
bomba turbomolecular. Cada camara tem associada uma bomba rotatéria de dois estagios e uma
bomba difusora de modo a ser possivel a obtencdo de alto-vacuo. A zona onde esta situado o canaltrdo
é bombeada por uma bomba turbomolecular e a zona de introdugdo de amostras estd equipada com

uma terceira bomba rotatoria.

2.4.1. Bombas rotatorias

As bombas rotatdrias sdo responsdveis pela extrac¢ao dos gases do sistema, langando-os para a

atmosfera. As bombas rotatdrias atingem, tipicamente, valores de 102 mbar.
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2.4.2. Bomba difusora

A bomba difusora, por sua vez, é constituida por um invélucro cilindrico, dentro do qual existe
um conjunto de ejectores para o éleo da bomba e entre estes uma chaminé que conduz o vapor aos
varios andares de ejectores. As moléculas do vapor de dleo, ao sairem dos ejectores, arrastam as
moléculas do gds existentes dentro da bomba para baixo e em direcgao as suas paredes. Como estas sao
arrefecidas, por circulacdo de agua externa, ocorre condensag¢do do fluido que posteriormente regressa
ao vaporizador. O gds arrastado é comprimido na parte inferior, de onde é retirado pela bomba
rotatdria associada a bomba de difusdo. A pressdo final dos gases permanentes é tdo baixa que o vacuo
atingido sé é determinado pela tensdo de vapor do dleo da bomba. Estas bombas baixam a pressdo para

valores na ordem dos 10 'mbar-10®mbarY.

2.4.3. Valvula electromagnética

Entre cada uma das bombas rotatérias e respectivas bombas difusoras existe, uma valvula
electromagnética de isolamento e um condensador — trapa de zedlitos, que previne a migracdo do dleo
da bomba rotatéria para a zona de baixa pressdo, ou seja, para o sistema. Este tipo de condensadores
permitem grandes velocidades no bombeamento do vapor de agua e de vapores de dleo provenientes

da bomba rotatdria devido ao seu poder de absorgao.

2.4.4. Alto-vacuo

Sendo o livre percurso médio uma grandeza da distancia média percorrida por um atomo, ou

molécula, entre duas colisdes sucessivas, este pode ser descrito pela seguinte expressao:

7x1073 (2.2)

A [cm]

IR

Ptrabalho (mbar)

Utilizando a expressdo 2.1 e, tendo em consideragdo as pressdes utilizadas, na ordem de 3.107
mbar, o livre percurso médio calculado é, aproximadamente, 233 m. Uma vez que a distancia entre o
local de produgdo do feixe de potdssio e o local de formacdo de iGes é de cerca de 50cm, é possivel

constatar que a colisdo atomo-molécula que ocorre é uma colisdo de caracteritica binaria.
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O controlo do vacuo primdrio é efectuado por um sensor do tipo pirani, enquanto na gama de

alto-vacuo este é conseguido por um sensor do tipo “penning”.

O tubo de tempo de voo é bombeado por uma bomba turbomolecular que permite um
bombeamento de base da ordem dos 10®mbar. As bombas turbomoleculares baseiam-se na
transferéncia de momento linear de um rotor a grande velocidade para as moléculas de gas situadas
entre o rotor e o estator, conferindo-se movimento as moléculas de modo que estas saiam do sistema a

bombear.

2.5. Sistema de detecgdo de particulas

O espectrémetro de massa do tipo tempo de voo (TOF — “Time of Flight”) é composto por duas
fendas de colimacdo, um prato de extrac¢do, duas redes, um sistema de lentes Einzel, uma zona livre de
campo, um detector de particulas carregadas do tipo canaltrdo e possui um tubo de tempo de voo de

comprimento efectivo com 1,4 m.

Extrachon System Drfi Tube Datector
- M - e

G ] EinmlLems Def Plates

Acel Gnd

Figura 2.8 Esquema ilucidativo do sistema de extragdo e detecgﬁo[gl.

2.5.1. Lentes Einzel

As lentes de Einzel sdo um sistema de trés cilindros que mantém a trajectéria das particulas

carregadas (que foram extraidas apds colisdo) no sentido ascendente e permite a convergéncia das
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mesmas para a entrada do detector do tipo canaltrao, permitindo assim optimizar a sua detec¢do. Na
configuracdo actual do espectrémetro TOF, é aplicada uma tensdo de 1,5kV na segunda lente e OV na

primeira e terceira lentes.

2.5.2. Detector do tipo canaltrao

Este detector é um dispositivo multiplicador de electrbes, que permite que as particulas
carregadas que cheguem a sua entrada e colidirem com as paredes internas produzirem a emissdo de
electrdoes secunddrios. Devido a diferenca de tensdo de 2000V entre as extremidades do detector,
oselectrdes secundarios gerados no seu interior,vao ser acelerados e ao embater outra vez nas paredes

do detector vao produzir mais electrées promovendo um efeito de multiplicagdo em cascata.

Sinal

Figura 2.9 Esquema do pulso na detecgdo de ides negativos.

A deteccdo de um ido corresponde a um impulso negativo de duracdo aproximada de 8 us e
amplitude de -20mV. O tempo entre cada impulso consecutivo é de 80 us. O impulso obtido é isolado,

amplificado e discriminado.
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2.5.3 Espectros de massa

2.5.3.1. Espectrometro do massa do tipo Tempo de Voo

Na zona de colisdo, apds a interac¢do de um feixe de atomos neutros com um alvo molecular
gasoso da-se a formacgdo de um grupo de iGes. Este grupo de iGes é acelerado por campos eléctricos e
projectado através de um espaco livre de campo em direc¢do ao detector. O tempo de voo de um ido é
proporcional a (m/q)¥? , assim, se o sinal detectado é em funcdo do tempo, observa-se uma série de

picos, cada um representando os ides de um determinado valor m/q.

Zona da
Pratode  ‘iceleracho (s2) Colector
extraceio e, de idez
I I Zona livre
[ | de campo (s3)
| |
| |_
'~_“__-'
Zona ds
Colizio (51)

Figura 2.8. Esquema genérico de um sistema de tempo de voo de dois estagios.

a) b)
| |
Figura 2.9. Representagdo esquematica da zona de extracgdo. a) ido negativo numa zona sem campo extractor. b) ido
negativo é acelerado na direcgdo do eléctrodo positivo. c¢) o ido passa pela grelha de extrac¢do, entrando na zona de
aceleragdo.

L]
St
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Tomemos como exemplo um ido negativo, este vai ser acelerado na direccdo do eléctrodo
positivo. Se o eléctrodo positivo for substituido por uma grelha, o ido ird passar através dela e saira da
zona de colisdo. Essa grelha é chamada de grelha de extraccdo. O eléctrodo oposto ao da grelha de

extraccao repele os ides.

Num espectrometro do tipo tempo de voo (TOF-Time of Flight) com um s6 campo extractor, se
dois iGes comegcarem com velocidades axiais de igual magnitude, mas em sentidos opostos, o ido
ejectado no sentido contrario ao campo aplicado sera desacelerado, e o ido que é ejectado na direc¢ao
do campo é acelerado em direccdo ao detector. O ido que inicialmente se movia contrariamente ao
campo aplicado, passard no plano de origem com a mesma velocidade que o ido que vai no sentido do
campo, mas com um atraso temporal que irad persistir ao longo de todo o percurso até ao detector. Este
atraso deve ser menor que a diferenga de tempo entre duas massas adjacentes. Este defeito pode ser
parcialmente corrigido com a introducdo de mais um campo (acelerador) no espectrometro TOF. Deste
modo, os ides que possuem velocidade menor vao permanecer na zona de aceleragdao mais tempo,

adquirindo assim maior acelerag¢do e diminuindo o tempo de atraso (figura 2.10).

Os ides formados na zona de colisdo sdo retirados pelo primeiro campo eléctrico E1, sendo em
seguida acelerados pelo segundo campo E2 antes de entrarem no tubo de voo (que ndo tem qualquer

campo aplicado), chegando ao detector.

—p

E]' b}
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c) d)

Figura 2.10. Representagdo da aceleragao ganha pelos iGes na zona de aceleragdo

Tendo em conta as notagGes da figura 2.8., vamos proceder ao cdlculo dos tempos de voo tgq,
ts, e ty3 para os trés percursossy, S, e s3. Considerando que a particula se encontra sobre o eixo dos xx,

comecemos pelo calculo do tempo de voo na zona s;:
Equagdo do movimento,

1, (2.3)
X = xo + votsl + Ealtsl

Visto que s; é a distancia entre as placas,s; = x — x, logo, a expressdo anterior toma a forma:

2.4
Ealtgl + votsl - Sl = 0 ( )

Através da energia cinética inicial, podemos calcular a velocidade inicial da particula:

- ” (2.5)
W0=§mv0 @U():i T

Onde W, é a energia cinética inicial de um ido (fragmento). Tanto a solu¢do positiva como a
negativa sdo validas. Os sinais (—) e (+) na equacdo 2.5 referem-se aos componentes da velocidade inicial

orientados na direc¢do contraria e favoravel ao detector, respectivamente.

Resolvendo a expressdo 2.4:
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—vy £ V& + 2a,.5, (2.6)
ts1 =

aq

Substituindo a, e v, pelas expressdes 2.2 e 2.5, respectivamente

+ ’%i ,%+229E151 (2.7)
_ m m m

ts1 = zeE,

m

Temos assim quatro solugBes possiveis analiticamente, duas positivas e duas negativas. No
entanto, apenas fazem sentido as solugdes positivas, visto estarmos a calcular um tempo. Assim, o

tempo de voo na zona s; (zona de extraccao) é:

_(em)r/?

zeE;

_ ] (2.8)

[(W0 + zeEys)Y? + W,

~ . ~ - 1/2 . . L
Para esta equacdo existem duas solugdes possiveis. Quando W}, /2 g positivo tg; é maior do que

1/2, . . .f , . . .
quando %/ é negativo, o que significa que as particulas que inicialmente se movem no sentido

7. ~ 1/2 . . . 7.
contrario ao campo extractor tem um VVO/ positivo, o seu tempo de voo é maior. Ao contrario, as

. . ~ A 1/2 . ,
particulas que se movem na direcgao do campo extractor tém um W}, / negativo, o seu tempo de voo é
menor. Sdo assim obtidos os valores do maximo e minimo (velocidade e aceleragédo) de tempo de voo
para duas particulas iguais que tenham sido criadas no mesmo ponto do espago, mas nao possuem a

mesma energia cinética inicial.

Passemos ao calculo do tempo de voo na zona s, (zona de aceleragdo). Tanto a aceleragdo como

a equac¢ao do movimento sdao semelhantes a da zona de extracgao s;:

F  zeE, (2.9)
aZ = — =
m m

2.10
x=x2+172t52 +Ea2t§2 ( )
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tendo em conta que a distancia entre as duas placas é dada por s, = x — x,,

1
Ea2t§ + vyt —d =0 (2.11)

sabendo que energia total de um ido é dada pela soma das energias em cada zona:

W = WO + W]_ + WZ = WO + ZeE]_Sl + ZeEzsz (212)

Sendo,
W — energia inicial da particula
W — energia adquirida na zona de extracg¢do

W, — energia adquirida na zona de aceleragdo

A energia total, W é independente da orientagao inicial do vector velocidade visto que os ides
gue se movem na direc¢do directa e inversa deixam a regido de aceleragdo com a mesma energia

cinética. Entdo, a energia da particula ao entrar na zona de acelerag¢do é dada por:

W — W2 = WO + W1 (2.13)

Sabe-se ainda que nesta zona a particula adquire a energia:

WZ = ZeEzsz (214)

A velocidade de uma particula que se move na zona de aceleragdo pode assim ser calculada por:

2W, + Wy) (2.15)

1
WO+W1=§mv22=)v2= —
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Apesar de serem possiveis duas solu¢des em (2.15), apenas serdo consideradas as velocidades
positivas. Tal deve-se ao facto de na zona de extraccdo ser aplicado um campo com o mesmo sentido do

campo aplicado na zona de aceleragao, o que garante uma velocidade positiva.

Resolvendo a equagdo (2.11) e substituindo os valores da velocidade v, e da aceleracdo a,

obtidos nas expressdes (2.15) e (2.9):

’ , 2.16
_ 2(W0+W1)i\/2 WO+W1+q_EZSZ ( )
m m m

ts2 = zeE,
m

Apesar de a expressdo (2.16) apresentar duas solugGes, apenas a positiva é fisicamente possivel,

visto t, > 0,

1/2
= —(Zm) [_\/(Wo + W) + \/Wo +W; + qEZSZJ 2:17)

s2 zeE,
Assim, substituindo (2.12) e (2.13) na equacdo anterior temos a expressdo que permite calcular
o tempo de voo de uma particula na zona de aceleracgéo:

_ (2m)'/? (2.18)

A (W2 — (W, + zeEys,)"?]

s2

Falta agora calcular o tempo de voo na zona livre de campo, s;. O procedimento a efectuar é

igual ao efectuado para os outros dois casos. Neste caso ndo havera a componente da aceleragao, visto
nenhum campo estar a ser aplicado. O tempo de voo na zona livre de campo sera dado pela razdo entre
a distancia percorrida pela particula até a zona livre de campo, x — x, e a velocidade que a particula

tem ao entrar nesta zona, vp:

£y = X—X3_S3 (2.19)
U3 U3
Calculando v,
W 1 _ 4 2W
B HECRRGCEE N (2.20)

e substituindo v; obtido em (2.20) em (2.19):
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3 (2m)1/?s, (2.21)
tS3 - 2W1/2

Sabendo que o tempo total de voo de uma particula é dado por tyor = t; + t, + t3, temos:

m S3 2(J Wy + zesEy £ Wy  2(WW — /W, + zes  E;
tTOF = — X + +
2 Wy + zesy

E; + zes,E, zeE; zeE,

(2.22)

No caso ideal, onde todos os ides come¢am a deslocar-se no plano situado a uma distancia s;
com uma energia cinética de zero, W, = 0, o tempo total de voo tror = t; + t, + t3, pode ser escrito

na forma:

m \1/2 2k1/2%s, (2.23)
tror = (37 <2"”251 tarat )

sendo k uma constante definida como,

I = Eis1 + Eys, (2.24)
Eisq

A diferenca entre os tempos de voo de duas massas consecutivas m e m+1 é chamada de
resolucdo em massa. Assumindo que as particulas foram criadas com o mesmo valor em médulo de s e

W,, a resolucdo em massa pode ser calculada do seguinte modo:

ATy, = tper — ty = | 2kY/? +%+ L( +1)Y2 —m?/?
m=Utm+1 —lm = S1 k172 +1 S3 (2W)1/2 m m (2.25)

Esta expressdo pode ainda ser simplificada, visto que k é uma constante, ou seja analisando
(2.24), significa considerar os campos eléctricos das zonas de extraccdo E; e da zona de aceleragdo E,
como sendo constantes, assim como as distancias s; e s,. Reescrevendo (2.25) e assumindo algumas

aproximacgoes, temos:
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k 1 1
ATm=Wm/2 (m+—) -1l=t, (m+—) -1l =~ —

(2.26)
Através da expressdo anterior podemos afirmar que a medida que as massas dos fragmentos a

analisar aumentam, a capacidade que um aparelho possui para as distinguir diminui.

A seguinte figura apresenta as tensdes eléctricas tipicas utilizadas no sistema de extracao TOF.

-35000W

400

Figura 2.11 TensGes aplicadas no sistema de extracgdo TOF®!,
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Resultados e discussao

Este trabalho tem como objectivo o estudo e andlise do padrdo de fragmentacdo da glicina apds
transferéncia de electrdao, através do processo de troca de carga em colisGes de dtomos (K) com
moléculas (glicina). Como foi descrito anteriormente, electrées de baixa energia levam a degradacdo de
sistemas moleculares como o ADN. Varios sdo os estudos publicados da fragmentagdo da glicina por

CED, contudo, este é o primeiro estudo recorrendo a TE.

3.1. CondigGes experimentais

A energia cinéticano centro de massa é dada pela seguinte expressao:

Maivo (3.27

Ecu = Vaceteragao X 0.9 X
¢do .
Mavo + mprojéctil

Onde m,,, refere-se a massa da glicina e My refere-se a massa do potassio, que sdo

respectivamente 75g mol™ e 39g mol™.

Para sabermos a energia envolvida no processo de colisdo, aenergia disponivel na transferéncia
de electrdao, temos de subtrair a energia de ionizagao do potdssio que é de 4,34 eV.0O valor 0.9 na

expressao (3.1) é um factor de correcgdo que depende da fungdo do aparelho.

Para os valores de tensdo de aceleragdo aplicada, tém-se os valores de energia de centro de

massa e disponivel, apresentados na tabela 3.1:

Tabela 3.1 Valores de energia

V aceleragao [V] Energia no Centro de Massa [eV] Energia disponivel [eV]
20 12,0 7,7
30 18,0 13,7
40 24,0 19,7
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50 30,0 25,7
60 36,0 31,7
90 54,0 49,7
100 60,0 55,7

Obtiveram-se espectros de massa de tempo de voo de iGes negativos formados por
transferéncia de electrao para as diferentes energias. Os ides negativos formados na zona de interacgdo
sdoextraidos por um campo eléctrico de 333 Vem™, com uma duracdo de 1,5ps. Os espectros de tempo
de voo sdo obtidos, sempre que possivel de forma a que as dreas dos picos apresentem uma boa
estatistica, i.e., uma boa razdo sinal/ruido. Consideramos que a intensidade do ruido de fundo n3o deve
ser superior a 10% da intensidade maxima dos picos mais abundantes. A molécula de glicina utilizada
encontra-se comercialmente disponivel sob a forma sélida, por isso foi necessario aquecé-lano forno de
moléculas solidas de forma a aumentar a sua pressdo de vapor com producao de um feixe efusivo de

glicina direccionado para o centro da zona de cruzamento dos feixes.

A temperatura necessdria a vaporizagdo da amostra deve ser controlada de forma a ndo levar a
decomposi¢do térmica da amostra. O controlo da ndo decomposi¢cdo molecular pela temperatura, foi
feito pela comparacdo da intensidade relativa de picos de diferentes fragamentos para diferentes
temperaturas. A ndo variagdo da intensidade dos picos, garante a ndo decomposicdo térmica da glicina a

temperatura de trabalho.

Tabela 3.2. Parametros experimentais para 20, 40 e 100eV.

Potencial de aceleragdo 20eV 40eV 100eV
Numero de canais 2048 2048 2048
Largura de cada canal 8 ns 8 ns 8 ns
Tempo de aquisicao 290800 s 71700 s 58000 s
Corrente LT(valor médio) 0,33 pA 7,47 pA 144,40 pA
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3.2. Resultados

Neste capitulo apresenta-se a evolugao dos perfis de fragmentagdo para diferentes energias de
colisdo, Figura 3.10, assim como um esquema dos fragmentos anidnicos obtidos, Figura 3.11, e uma

tabela com os fragmentos anidnicos obtidos em comparagdo com outros estudos de CED, Tabela 3.3

3.2.1. Resultados dos espectros a baixas, médias e altas energias

Destacamos trés espectros de massa de formacdo de iGes negativos, que permitem a analisedo
comportamento de dissociacdo dos padrdes de fragmentacdoa energias de aceleracdo do feixe de

potassio (ou de colisdo)de 20, 40 e 100eV.

Eco= 20 eV
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Figura 3.10Comparagao do perfil de fragmentag¢do do aminodcido glicina para 20, 40 e 100 eV,
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Através da andlise destes espectros, podemos afirmar que existe uma alteracdo do perfil de
fragmentacdo com o aumento de energia de colisio. A medida que a energia de colisdo aumenta,
observamos um aumento de intensidade para os fragmentos mais leves enquanto que o anido de maior
massa é produzido cada vez mais em menor quantidade relativa aos outros fragmentos.Outro ponto

relevante é a formacdo de fragmentos com a mesma razdao massa-carga, i.e. fragmentos isobdricos.
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Fragmentos isobaricos observados por CED
15u.m.a. /16 u.m.a. 12 u.m.a.
13 u.m.a.
24 u.m.a
25 u.m.a.

Fragmentos identificados

pela primeira vez

Glicina
75 u.m.a.

12,5 u.m.a.

8 u.m.a.

Glicina-H

EH!HHEI 74 u.m.a.

Fragmentos possivelmente provenientes Fragmentos observados por CED

demetastabledecay

Figura 3.11 Esquema dos fragmentos anidnicos resultantes da fragmentag¢do da glicina.
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3.2.2 Andlise dos fragmentos obtidos

Tabela 3.3 Comparagao de fragmentos anidnicos observados por colisdes potdssio-glicina numa gama de energias de

20-100 eV®,
Presente massa Fragmentos anidnicos Fragmentos obtidos por
trabalho (u.m.a.) CED
A 1 H [12]
B 12 c -
C 12.5 Mdecay -
D 13 CH™ -
. 14 - (14]
E 15 CH;™ / NH™ [13], [14]
F 16 on [11], [12], [13]
G 17 OH" [11], [12], [14]
H 18 Mdecay -
I 23 Mdecay -
J 24 G, -
K 25 CH -
L 26 CN™/ C2H,” [11], [12], [13], [14]
- 28 H,CN” [11], [12], [14]
- 39 - (14]
M 41 CHCO™ [14]
- 44 - [14]
- 45 HCO,™ [11], [12], [14]
- 46 - (14]
- 56 H,CoNO™ [11], [12], [14]
- 58 H,C,0, /H4C,NO™ [11], [12], [14]
- 59 - (14]
- 72 - (14]
- 73 - (14]
N 74 NH,CH,C00~ [11], [12], [14]
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3.2.2.1 Anido progenitor desidrogenado: (Glicina-H)™ (74 u.m.a.)

Esta massa é frequentemente denominada como anido progenitor desidrogenado.A intensidade
deste anido aumenta com o aumento da energia de colisdao. No entanto, podemos observar que com o

aumento da energia de colisdo, a intensidade deste anido relativamente aos outros fragmentos diminui.

A intensidade significativa deste anido a baixas energias pode ser explicada pela inibicdo da
autolibertacdo do electrdao. Uma vez que a estas energias (20 eV) a velocidade do potdssio é menor do
gue a energias mais elevadas. O catido K+ permanece na vizinhanga da molécula alvo durante mais
tempo, permitindo uma maior interacgao coloumbiana que tenderd a estabilizar o complexo molecular
e diminuir assim a probabilidade do electrdao transferido para a molécula ser ejectado. Por outro lado,
para energias mais altas,a diminuicdo da intensidade relativa deste fragmentopode ser explicado devido
ao aumento da energia diponivel no sistema, o que pode promover outros canais de fragmentacdo. Este
facto pode explicar a formacdo do fragmento de 24 u.m.a. identificado como C,". Estudos realizados pelo
grupo de Innsbruck™mostraram qgue o anido progenitor desidrogenado formado com excesso de
energia interna pode decair na formacdo de fragmentos aniénicos mais leves®.Este processo que se
deve ao decaimento mestastavel (metastable decay) pode estar relacionado com a diminuicdo da

intensidade relativa deste anido.

O anido progenitor desidrogenado é formadopela captura de um electrdo numa orbital * do
grupo COOH. Estudos tedricos de Rescigno et al.®? mostraram que para espécies carboxilicas, como o
acido féormico, o electrdo é capturado pela orbital m* do grupo COOH conduzindo a formagdo de um
anido progenitor desidrogenado de camada fechada e um radical H*.A energia neces é de 1,93 eV e foi
calculada por estudos de espectroscopia de transmiss3o electrénica™®.Rescigno et al.®®, concluiram
também que o acoplamento entre a orbital o* e n* de menor energia, pode ser responsavel pela
fragmentagdo ao longo da ligagdo O-H conduzindo a ejec¢ao do atomo de hidrogénio. No entanto

estudos recentes de Gallup et al. 3%

concluiram que a ejecgdo do H ocorre apenas via captura
electrdnica pelas orbitais 0*do grupo OH. Apesar de estudos realizados por CED reportarem ejec¢do do
H a energias de sub-excitacdo electrénica inferiores a 3 eV, associada a captura por estados de valéncia,
ndo podemos descartar a relevancia dos estados dipolares, em face do elevado valor do
momentodipolar da glicina 5.7D% Com base na discussdo do momento dipolar, podemos sugerir que a

abstraccdo do H se deve ao acesso as ressonancias de Feshbach do estado anidnico dipolar, e que por
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acoplamento adiabatico com os estados repulsivosde caracter o* que se encontram acima do limite

assimptético,permitem assim o tunelamente do 4tomo de Hidrogénio, conduzindo a dissociag¢do.

Se a descricdo dos processos em meio fisioldgicos forem idénticos aos que ai apresentamos do
ponto de vista da formacdo de iGes negativos, a formacdo deste anido, pode ter relevancia do ponto de
vista bioldgico, uma vez que implica a presenca de uma espécie neutra radicalar com grande
mobilidade, H® e por isso susceptivel de provocar dano em meio fisioldgico. Estas espécies radicalares
sdo extremamente eficientes am provocar quebras de ligagdes moleculares em outras estruturas ou
pelo menos de formacgdo de outras espécies. Os radicais livres estdo associadas com o stress oxidativo

gue por sua vez esta relacionado com quadros de doengas neurodegenerativas e oncolégicas.

3.2.2.2 H (1 u.m.a) - A relagéo com o anido pai desidrogenado

Estudos realizados por Gohlke et al.[12], reportaram um pico associado a H para um valor de
energia perto de 0 eV.A formacdo de H é complementar a reac¢do de desidrogenacdo da molécula de
glicina, o que nos espectros de massa de TOF da Figura 3.1 se evidencia pela variacao

proporcionalmente inversa das intensidades em fungao da energia de colisdo.

No presente estudo, por andlise dos espectros de massa obtidos, observa-se este anido em
todas as energias de colisdo, é o pico mais proeminente a 100 eV. Apesar de ter sido feita a calibra¢do e
subtraccdo dos espectros de fundo, ndo se descarta a presenga de algum artefacto que possa ter
potenciado a intensidade deste pico. Experimentalmente e por forma a aferir da natureza deste aniao, a
substituicdo dos dtomos de hidrogénio pelo isdtopo deutério, permitirdo em estudos futuros esclarecer

esta questao.

3.2.2.3 Fragmentos isobdricos :CH; /NH (15u.m.a.), O'/NH, (16 u.m.a.), CN'/C,H, (26 u.m.a.)

Estes fragmentos estudados por Maraucher et al.*®

pelo método de CED, utilizando um
espectrometro de massa com alta resolugdo, sdo formados pelo acesso a “core excited ressonances”
sendo que o fragmento de massa 26 u.m.a. pode ser formado também através de uma ressonancia de
baixa energia a 2 eV. No presente estudo estes fragmentos isobdricos sao explicados em termos de

energia disponivel através da observagdo das intensidades anidnicas.
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Analisando a massa de 15 u.m.a. podemos inferir que se trata da espécie NH ou da espécieCHj;".
Os estudos de Mauracher et al.[13], mostram que este fragmento resulta do acesso a uma ressonancia
entre os 4 e os 8eV com um maximo nos 6 eV e por outra ressonancia entre os 9 e os 14eV centrada em
11.5 eV. A primeira é responsavel pela formagdo de CH; e a segunda por NH. Neste estudo, o anido
formado a esta razdo massa-carga, aumenta com a energia de colisdo sendo o mais intenso para médias
e altas energias. Para baixas energias, o anido pai desidrogenado, os compostos OH e C,H sdo os mais
intensos. Para baixas energias, ou seja a 20eV, a energia disponivel é de aproximadamente 7,5eV ou
seja, s6 sdo permitidos os canais energéticos por acesso a ressonancias até esse valor, sugerindo-se
entdo que o anido formado com 15 u.m.a. é CH;. Esta situagdo permite-nos afirmar que para baixas
energias, a contribuicdo para este pico se deve exclusivamentea formagdo de CH; ao passo que para
médias e altas energias a intensidade do pico deve-se a contribui¢cdo de ambos os fragmentos, i.e., CH;~

e NH.

Para os fragmentos de massa 16 u.m.a. nos estudos de DEA™ pode-se distinguir a formacdo de
NH, e de O através da definicdo do valor da energia dos electrdes incidente. Assim os valores das
ressonancias que permitem aceder a formac¢do de NH, , situam-se entre 4 a 8eV e para formac¢do de O
entre os 7 e os 15eV, com um maximo em 10eV. No presente estudo, para baixas energias com base na
energia disponivel, a intensidade do pico de 16 u.m.a. corresponde apenas a contribuicdo de NH,. No
entanto para médias e altas energias, a intensidade do pico deve-se a formacdo de ambos os
fragmentos. Nesse sentido a utilizacdo de isétopos é uma linha que pretendemos estudar para
determinar efectivamente a contribuicdo de cada fragmento para este pico no espectro de massa de

TOF.

Para os fragmentos de massa 26 u.m.a. podemos inferir que sdo os isobaricos menos intensos
neste estudo. De acordo com os estudos de DEA, podemos dizer que existe uma ressonancia associada a
formagado deste fragmento centrada em 2 eV, outra ressonancia entre os 4 e os 8,5 eV com maximo em
6,5 eV, e ainda uma contribuicdo entre os 8,5 e os 14 eV com maximo em 11eV™!. 0s mesmos estudos
reportam que a formacdo de CN provem de todas as ressonancias e que a formacdo de C,H, resulta
apenas da ressonancia de maior energia. Assim, no presente estudo a 20eV, esperariamosa formacdo de

CN’, no entanto este pico ndo é significativo nos diversos espectros de massa de TOF.

51



Degradagéo da glicina por transferéncia de electrdo em colisdes &tomo molécula 2012

3.2.2.4 Outros fragmentos

A formag3o dos fragmentos de massa 17 u.m.a.é reportada em varios estudos de CED %%

e
foi identificada comoOH’, espécie esta também visivel em todos os espectros de massa no presente
estudo. Este facto permite-nos afirmar, com base na energia disponivel na colisdo, que o valor do limiar
de aparecimento é inferior a 7,5eV. O fragmento de 41 u.m.a. corresponde ao anido CHCO’, também
detectado em estudos de CED'™. Os estudos realizados por Muftakov and Shchukin™*, mostraram que
as ressonancias que levam a formacdo deste fragmento se encontram entre os 6 e os 11eV, o que nos

permite concluir que a formagao deste composto molecular é visivel a partir das energias de colisao

intermédias.

Dos estudos de transferéncia de electrdo em colisdes potassio-glicina, foi possivel obter pela
primeira os seguintes fragmentos anidnicos: C(12a.m.u.),CH (13 a.m.u.),C, (24 a.m.u.) e C,H (25
a.m.u.).Tendo em conta os dados disponiveis na literatura dos valores das entalpias de
formac3o®, AH°(C) = 6.17 eV, AHP(CH) = 6.56 eV e AH’(C, ) = 5.17 eV, para baixas energias, 20eV,
maioritariamente temos a formacgdo de C,, enquanto para médias e altas energias todas as espécies se
encontram presentes. A formacgdo de C,H requer uma complexidade de rearranjos moleculares e varias
guebras de ligagdes do anido percursor. No entanto C,H tem uma electroafinidade consideravelmente
alta (2,969eV)[36] razdo pela qual observamos este fragmento a baixas energias. Por andlise espectral

podemos observar que a formacdo destes anides aumenta como aumento da energia de colisdo.

Fragmentos de massa 12,5 u.m.a., 18 u.m.a. e 23 u.m.a. sao provavelmente devidos aos
processos de decaimento metastavel de outros fragmentos mais pesados, nomeadamente do anido
progenitor desidrogenado. Estudos realizados pelo grupo de Innsbruck®®, indiciaram existir decaimento
metastavel do anido progenitor desidrogenado maioritariamente em fragmentos anidnicos de massas
45 a.m.u. e 46 a.m.u.. Apesar de ndo nos ser possivel neste momento observar espécies provenientes de
decaimento metastavel, com base nesses estudos associamos a origem destes fragmentos a

decomposi¢do do anido pai desidrogenado.
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3.3 FracgOes anidnicas

O conceito de fracgdes anidnicas permite medir a quantidade relativa de um fragmento em
relacdo a todos os outros para uma determinada energia de colisdo. Através da andlise destes dados
pode-se concluir que a quantidade relativado ido pai desidrogenado diminui com o aumento da energia
ao passo que a quantidade relativa dos outros fragmentos anidnicos aumenta com o aumento da

energia de colisdo.
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Figura 3.12 Fracgdes anidnicas dos fragmentos de massa 1 u.m.a.,15u.m.a., 16u.m.a.e 74u.m.a.
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Figura 3.13 FracgOes anidnicas dos fragmentos de massa 17 u.m.a.,25 u.m.a.e 41 u.m.a.

A informacdo destas representacdes graficas vai de encontro ao proposto por Gohlke et al.t?,
uma vez que é possivel observar uma relacdo de complementaridade entre a massa 74 u.m.a.(o anido
progenitor desidrogenado) e a massa 1 u.m.a. (H). Com o aumento da energia de colisdo, o primeiro

diminui e o segundo aumenta a sua intensidade relativa.

Em relacdo aos fragmentos isobaricos de 15 u.m.a.(CH;/NH’) e 16 u.m.a.(O/NH,), o perfil de
ambos é semelhante, apresentando um aumento de intensidade relativa com o aumento da energia de
colisdo. Para uma energia de colisdo de 100eV, existe um decréscimo da sua intensidade relativa. Uma
explicagdo para este facto é o favorecimento de outroscanais dissociativos que permitem obter outras

espécies anidnicas.

O fragmento de 25 u.m.a.(C,H’) apresenta um perfil de aumento de intensidade relativa com o

aumento da energia de colisao.
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O fragmento de 17 u.m.a. (OH) tem um perfil semelhante ao dos fragmentos isobaricos. O
fragmento de 41 u.m.a. tem um comportamento peculiar, pois estd presente para baixas e médias
energias, o que vai de encontro ao estudo de CED que reportam uma ressonancia entre 6 e 11eV. Este
fragmento pode ser produzido para energias de colisdo de 20eV (energia disponivel de 7,5 eV). Para
altas energias, a sua intensidade relativa diminui bastante. Poderd ser favorecido outro canal

dissociativo.
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3.4 Seccdo eficaz total relativa

A seccgdo eficaz esta relacionada com a probabilidade de colisdo entre dois feixes de particulas

gue conduzem a formagao de determinas espécies.
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Figura 3.14Graficos da evolugdo da secgdo eficaz em relagdo a energia do centro de massa e em relagdo 4 velocidade
relativa.

3.5 Tempos de colisao

Considerando que a trajectéria efectuada pelo potassio entre o primeiro e o segundo

cruzamento é rectilinea, a velocidade radial (m/s) é dada por:

un

v, = (3.4)

O tempo de colisdo tende a diminuir com o aumento da energia de colisdo. Os calculos dos

tempos de colisdo foram efectuados considerando que ndo existe o efeito da extensdo da ligacdo e

admitindo que Rc1=Rc2=Rc.
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Figura 3.15 Evolugdo do tempo de colisdo com a energia.

Este grafico representa o tempo de colisdo para uma energia de colisdo crescente relativa ao

centro de massa.

O tempo de colisdo diminui com o aumento da energia de colisdo isto porque quanto mais
energético for o feixe de potdssio, mais rapidos serdo os atomos do respectivo feixe e menor serd o

tempo de contacto entre estes e as moléculas de glicina.

Como aproximagao modelar para esta varidvel, a partir de momento que sucede a transi¢ao
electrénica vertical ao primeiro cruzamento, consideramos que a distancia internuclear depende do

tempo e que o estado electrénico final podera ser descrito por um potencial de Morse'®.
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Conclusao

No presente estudo reportamos os espectros de massa do tipo TOF formados nas colisdes de
atomos de potdssio com moléculas de glicina. A principal caracteristica encontrada é a diminui¢do da
intensidade relativa do anido progenitor desidrogenado com o aumento da energia de colisdo. Para
baixas energias, a formacgdo de fragmentos anidnicos deve-se ao atraso no processo de autolibertacido

do electrdo do TNI, devido a estabilizacio coulombiana do complexo de colisdo K*/Glicina".

Para energias de colisdo mais altas, o padrdao de fragmentacdo é interpretado através do
aumento de energia disponivel assim como pelo possivel decaimento metastavel de fragmentos mais
pesados, nomeadamente do anido progenitor desidrogenado. Estes fragmentos apresentam 12.5, 18 e
23 u.m.a.. Evidenciamos a presenca dos fragmentos isobaricos de 15, 16 e 26 u.m.a. e a rela¢do da sua
intensidade com a energia disponivel. Reportamos pela primeira vez a formagao de fragmentos com 12,

13, 24 e 25 u.m.a. que foram identificados como compostos C, CH’, C,, e C,H respectivamente.

Do ponto de vista da biomedicina, este estudo contribui com informag¢des importantes no
campo da medicina nuclear e radioterapia. A formagdo a baixas energias do anido pai desidrogenado
implica a formacgdo da espécie complementar, o radical H°, que é altamente reactivo e tem grande
mobilidade e que poderd ser responsavel por processos de degrada¢cdo molecular. A presenga de
espécies isobaricas e o facto de energias definidas favorecerem quebras liga¢cdes especificas, pode ter
importancia nas aplicagdes em radiomedicina. Outro dado importante diz respeito & formacdo de
espécies anidnicas que podem ser reactivas no meio fisiolégico,como é o caso dos fragmentos
observados pela primeira vez. Se o processo de transferéncia de electrdo é o mais adequadoaos
processos de degradacdo de moléculas bioldgicas por interaccdo com electrées, entdo os fragmentos C,
CH’, C,, e G,H, podem resultar da fragmentacdo deste aminodcido, o que levantaria sérias questdes

guanto a integridade dos aminoacidos em meio bioldgico.
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Trabalho futuro

Uma interessante evolucdo nesta linha de investigacdo seria no sentido de aumentar a
complexidade da estrutura a analisar. O estudo de aminoacidoscom diferentes cadeias laterias,
providenciaria maior aproximacdo a realidade bioldgica, uma vez que os aminoacidos ndao se encontram
isolados no organismo, mas sim ligados a outros para assim possuirem relevancia funcional, formando
proteinas com fung¢des especificas. No entanto o estudo de um aminodacido isolado contribui para o
conhecimento das energias especificas a que ocorrem as ressondncias que geram a quebra das suas

ligacGes intramoleculares e conduzem a formacdo de determinados aniGes.

Seria interessante deuterar ou metilar os hidrogénios para se descobrir para uma certa energia,

qual é a ligacdo que se quebra e gera a abstrac¢do destes atomos.

Outro ponto que seria interessante averiguar se os fragmentos de razdo massa-carga
12,5u.m.a., 18u.m.a. e 23u.m.a. sdo formados a custa do decaimento metastdvel de outras espécies, tais

como o anido progenitor desidrogenado.
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Por forma a relacionar o numero de contagens dos fragmentos anidnicos por canal as
respectivas massas obtidos no espectro de tempo de voo, , foi necessario efectuar a sua calibragao. Esta,
baseia a atribuicdo de massas aos respectivos canais, tendo em conta um valor de referencia, o do

nitrometano que é um gas calibrante.
O método de calibragdo utilizado segue os seguintes passos:

1. Identificar no espectro os picos referentes aos fragmentos conhecidos e registar os seus

canais.

Para calibrar os espectros recorreu-se a uma calibragao ja conhecida, a do Nitrometano.

Canal Massa
301 1

990 16
1558 42
1625 46
1847 60

Tabela Al. Valores utilizados na calibragdo dos espectros.

2. Dividir o numero de contagens pelo tempo de aquisicdo por forma a obter a unidade

“counts/s”

3. Posteriormente ajustou-se a uma curva nao linear de calibracdo. A massa do fragmento ira

ser ajustada a esta expressao, calculada por * :

(canal — A)? (A1)
Mfraggmento = T
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A: 74,3 com desvio padrao: 2,77

B:52357,3comdesvio padrao: 186,6

120 4
100 +
80
60+

40

Massa (u.m.a.)

204

T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500
Canal

Figura Al. Curva de calibragdo dos espectros de massa™”

4. Ao aplicar os parametros da curva ndo linear de calibragdo aos valores observados obtemos

espectro calibrado;

5. A partir do espectro calibrado, temos de subtrair o espectro de gas residual, que é o
remanescente das medigdes feitas. Para o retirar, é feita uma medigdo dos fragmentos

obtidos, mas sem o feixe de glicina.
6. Calibramos o espectro resultante da medi¢do supra referida
7. Subtraimos o espectro obtido do background ao espectro da glicina

8. Estamos em condi¢des de identificar e registar em massa a posi¢cdao de cada fragmento

anidnico.
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Outros resultados
Os espectros apresentados abaixo, foram previamente normalizados considerando a corrente

medida no detector de Langmuir-Taylor e o tempo de acumulacéo.

20 eV

0.0010

0.0008

0.0006

0.0004

Counts/s [s".pA"]

i

0.0002

0.0000 -

T T T T T T r Tt rr
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Mass [u.m.a.]

FiguraA3. Espectro de fragmentagdo da glicina para 20 eV.

Picosrelevantes Intensidade
Branching Ratio
(10™contagens/s) (10™contagens/s)

15 13,16 0,073472

17 13,99 0,078106

19 8,454 0,047199
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41 5,03 0,028083
74 36,95 0,206293
Total 179,114

Tabela A2 .Picos resultantes da fragmentacdo da glicina e seu branching ratio para 20 eV

0.0010 -

0.0008 B

0.0006 B

0.0004 -

Counts/s [s'.pA™]

0.0002 .

0.0000 -

LI B L B L B B L B BN BN BELEN BN B B N
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Mass [u.m.a.]

Figura A4. Espectro de fragmentacgdo da glicina para 30 eV.

Picos relevantes Intensidade
Branching Ratio
(10™contagens/s) (10™contagens/s)
1 35,31 0,026919
13 94,33 0,071913
15 88,8 0,067697

16 92,9 0,070823
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18 91,08 0,069436

41 33,97 0,025897

Total 1311,72

Tabela A3. Picos resultantes da fragmentagdo da glicina e seu branching ratio para 30 eV.

40 eV
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Figura AS. Espectro de fragmentacgdo da glicina para 40 eV.

Picosrelevantes Intensidade
Branching Ratio
(10™contagens/s) (10™contagens/s)
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13 183,6 0,034007

16 445,6 0,082536

18 426,6 0,079017

41 176,8 0,032748

Total 5398,85

Tabela A4. Picos resultantes da fragmentagdo da glicina e branching ratio 40 eV.

50 eV
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Figura A6. Espectro de fragmentacgdo da glicina para 50 eV.
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Picosrelevantes Intensidade
Branching Ratio

(10™contagens/s) (10™contagens/s)

13 322,7 0,052749

16 703,2 0,114946

18 624 0,102000

41 176,8 0,028900

Total 6117,64

Tabela.A5 Picos resultantes da fragmentagao da glicina e seu branching ratio para 50 eV.
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Counts/s [s".pA]

Figura A7. Espectro de fragmentagdo da glicina para 60 eV.

0.0010

0.0008

0.0006

0.0004

0.0002

0.0000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

80

Picosrelevantes Intensidade

Branching Ratio
(10™contagens/s) (10™contagens/s)
1 539,3 0,07064
13 457,9 0,05998
15 1277,7 0,16736
16 964,5 0,12633
17 1204,2 0,15773
25 1054,5 0,13812
41 169 0,02214
74 274,3 0,03593
Total 7634,5

Tabela.A6 Picos resultantes da fragmentacao da glicina e seu branching ratio para 60 eV.
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90 eV
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Figura A8. Espectro de fragmentacgdo da glicina para 100 eV.

Picosrelevantes Intensidade Branching Ratio

(10™ contagens/s) (10™contagens/s)

13 1460,1 0,077696

16 3140 0,167088

25 2171 0,115525

74 511 0,027192




Degradagéo da glicina por transferéncia de electrdo em colisdes &tomo molécula 2012

Total 18792,5

Tabela.A7 Picos resultantes da fragmentagdo da glicina e seu branching ratio para 90 eV

100 eV

0.0010 .

0.0008 + u

0.0006 + B

0.0004 + B

Counts/s [s".pA"]

0.0002 B

0.0000 -

Tr 1 1T 1T r T rrr eI T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Mass [u.m.a.]

Figura A9. Espectro de fragmentagdo da glicina para 100 eV.

Picosrelevantes Intensidade
Branching Ratio
(10-4contagens/s) (10-4contagens/s)

13 2660 0,1018652

16 3174,6 0,1215720

18 1619,6 0,0620229

10
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41 930,5 0,0356337
74 191,7 0,0073412
Total 26112,93

Tabela.A8 Picos resultantes da fragmentagdo da glicina e seu branching ratio para 100 eV.
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Figura A2. Comparagdo da corrente do tira-ides com a de Langmuir-Taylor
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