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Resumo

A Espectrometria de Massas com lonizagéo por Eletrospray (ESI-MS) foi utilizada na
investigacdo dos mecanismos de duas reagdes organicas: Reacdo de Zincke e Reacéo de
Aza Diels Alder. Um estudo sistematico sobre a fragmentacédo das formas protonadas de
alguns ligantes do tipo Salofen (bis-hidroxiiminas aromaéticas) foi conduzido também
neste trabalho. No monitoramento da reacdo de Zincke foram observados, além dos
produtos tradicionais, intermediarios inéditos, cujas estruturas foram propostas com
base nos respectivos perfis de fragmentacdo obtidos via experimentos MS/MS. Todos
esses intermediarios foram detectados nas reaces efetuadas com quatro aminas: 2-
amino-1,3-propanodiol, a-metil-benzilamina, amino-1-propanol e a-fenil-glicinol.
Estes resultados foram importantes para a confirmagcdo do mecanismo proposto na
literatura para esta reacdo. No monitoramento da reacdo de Aza Diels Alder (tri
componente), conduzida em trés solventes (acetonitrila, etanol e metanol), foi possivel
detectar intermediarios que indicaram que esta reacdo procede por um mecanismo nao-
concertado, dando suporte a proposta da literatura. No estudo de fragmentacdo dos
ligantes do tipo Salofen protonados foram observados caminhos preferenciais de
fragmentacdo em funcéo da posicéo relativa dos substituintes (grupos imina e hidroxila)

que sao conectados aos anéis benzénicos de suas estruturas.



Abstract

Electrospray lonization Mass Spectrometry (ESI-MS) was applied to investigate the
mechanism of two organic reactions: Zincke and Aza Diels Alder. A systematic study
regarding the fragmentation of typical Salophen ligands (bis-hydroxy-imine) in their
protonated forms was also conducted. In the Zincke reaction monitoring it was
observed, besides the traditional products, novel intermediates whose structures were
proposed based on their fragmentation profiles obtained by MS/MS experiments. All
these intermediates were detected in reactions performed with four different amines: 2-
amino-1,3-propanediol, a-methyl-benzyl, amino-1-propanol, and a-phenyl-glicinol.
These results were therefore important to confirm the mechanism proposed in literature
for this reaction. In the tri component Aza Diels Alder reaction, conducted in three
different solvents (acetonitrile, ethanol, and methanol), the ESI-MS (and MS/MS) data
provided solid evidence that this process proceeds via a hon-concerted mechanism also
proposed in literature. Finally, it was observed that the protonated forms of the several
Salophen ligands fragmented to yield distinct product ions. The different relative
positions of the substituents (hydroxyl and imino groups) in the benzene rings of such
molecules were ascribed to play a major role in the distinct fragmentation profiles

observed.
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1 Relevancia e objetivos



A Espectrometria de massas € a técnica instrumental mais apropriada para a
investigagdo de estrutura e reatividade de ions. O ambiente de alto vacuo do
espectrometro € ideal para estudar as propriedades intrinsecas de espécies idnicas em
fase gasosa, possibilitando fazer uma correlagdo com a fase condensada. Muitos ions,
dificeis de serem isolados ou, até mesmo inacessiveis em solucdo, podem ser facilmente
gerados na fase gasosa por EM.' Em fase gasosa, alguns fons normalmente mostram
tempo de vida relativamente longo, isto permite seu isolamento e sua fragmentacéo
através do processo conhecido como dissociacdo induzida por colisdo (CID). Estes

experimentos sao muito utilizados na elucidacéo estrutural.

O surgimento de novas técnicas de ioniza¢do, como a ionizacao por Electrospray
(ESI) expandiu a gama de moléculas que podem ser analisadas por espectrometria de
massas, incluindo moléculas de alta polaridade, alto massa molecular e grande
complexidade estrutural. Esse tipo de ionizacdo é conhecido pela habilidade em
transferir espécies da solucdo para a fase gasosa de forma suave, permitindo inclusive
que espécies supramoleculares® fracamente ligadas permanecam intactas. Essa
caracteristica, aliada a alta sensibilidade, torna a técnica de ESI-MS adequada para
interceptar espécies transientes em reagdes organicas, ou mesmo monitorar a formacao
de produtos e detectar o momento que subprodutos estdo sendo formados, tornando-se
técnicas de escolha para o estudo de mecanismos de reacdo em quimica, bioquimica,

quimica forense, quimica analitica, quimica de materiais, etc.

O objetivo desta dissertacdo € demonstrar a aplicacdo da espectrometria de
massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS) na investigacdo de mecanismos de
duas reacdes organicas selecionadas e no estudo da fragmentacdo de moléculas
protonadas isoméricas (iminas) visando uma possivel diferenciacdo através do perfil de
ESI-MS/MS.



2 Revisao Bibliografica



2.1 ESPECTROMETRIA DE MASSAS
2.1.1 Fundamentos de Espectrometria de Massas

Desde seu surgimento, em 1897, pelo trabalho pioneiro de J. J Thomson, a
espectrometria de massas (EM) tem revolucionado muitas areas do conhecimento como
a fisica, quimica e, mais recentemente, a biologia, medicina, ciéncia dos materiais e
ciéncia dos alimentos, dentre outras. Com seus novos horizontes e amplas perspectivas
de desenvolvimento, a EM vem se consolidando como uma ferramenta analitica
extremamente versatil e essencial nessas areas do conhecimento. Desde pesquisas
aplicadas até as mais fundamentais, a EM tem exercido papel de grande destaque, com
crescente atuacéo.

Nas aplicagbes mais tradicionais de EM utilizam-se as técnicas de ionizagéo por
elétrons (EI) ou ionizagdo quimica (C1)® para a ionizacéo dos analitos, sendo técnicas
reconhecidas amplamente em analises estruturais de compostos. Para a aplicacdo deste
tipo de ionizacdo necessita-se que 0 composto seja volatilizado primeiramente, e
posteriormente, ionizado, limitando o uso desta técnica a compostos volateis,

termol&beis e que possuem baixas massas moleculares.

O surgimento de novas técnicas de ionizacdo, como a (MALDI),? e a ionizagéo
por electrospray (ESI),* permitiu a extensdo da aplicacdo da ionizacdo por dessorcéo a
laser assistida por matriz EM para praticamente todas as classes de moléculas. Tanto
ESI como MALDI, consideradas técnicas brandas de ionizacdo, permitem a analise de
moléculas termolabeis e de alta massa molecular, como proteinas e peptideos, ions em

solucdo, complexos organometalicos e polimeros, dentre outras.

O desenvolvimento dos espectrometros de massas de multiplos estagios, como
os triplo e pentaquadrupolos, armadilha de ions (ion traps), setores elétricos e
magnéticos e equipamentos hibridos (Q-tof, Q-trap) permitiu o acesso a técnicas de
espectrometria de massas em sequéncial (MS/MS ou MS") e, com isso, ocorreu um
aumento significativo das potencialidades analiticas da técnica. As analises de ions pré-
selecionados, formados através de processos de dissociagdo ou reagfes ion/molécula,
permitiram a obtencdo de informacbes mais detalhadas quando comparadas aquelas
obtidas através de espectros de massas simples. Com técnicas de MS" obtém-se ndo

somente a razdo massa/carga (m/z) dos ions, mas também, informacdes estruturais da



cada um desses ions, permitindo, portanto, a “reconstrugdao” da molécula precursora. A
analise de misturas diretamente por MS" também se tornou possivel, ja que fons de cada
um dos seus constituintes podem ser individualmente separados e analisados. Desta
forma, pode-se analisar misturas de compostos, para as quais separacOes

cromatograficas ndo sdo indicadas.

A fase gasosa € um ambiente ideal para o estudo da reatividade intrinseca de
moléculas livres de solvente e contra-ions, sendo que a espectrometria de massas de
maultiplos estagios é indicada particularmente para tais estudos, pois permite que os ions
formados tenham suas relacfes massa/carga (m/z) selecionadas e, além disso, permite
que reacOes sejam induzidas em ambientes com condi¢Ges controladas, processo
conhecido como reacdo ion/molécula. Muitos intermediarios de reacfes sao instaveis
em solucdo, mas possuem algum tempo de vida na fase gasosa e, portanto, podem ser

selecionados e suas reatividades intrinsecas estudadas.

Na espectrometria de massas, alguma forma de energia € transferida a amostra
para causar a sua ionizacao. Os agentes ionizantes empregados podem ser distribuidos
em duas categorias: 0s que requerem a amostra em fase gasosa e aqueles que provocam
dessorcdo em amostras sélidas ou liquidas. A vantagem dos Gltimos é que sao aplicaveis
a amostras ndo volateis e termicamente instaveis. O principio de funcionamento de
qualquer espectrometro de massas baseia-se na deteccdo de ions selecionados de acordo
com a sua razdo massa/carga, sendo m a massa em u [massa atbmica unificada, chamada
também de Dalton (Da)] e z a carga formal. A esséncia da técnica envolve a geragdo de
ions que sdo depois detectados. A sofisticacdo surge nos métodos que sdo usados para a

geracdo desses mesmos ions e no modo de analisa-los.

Existem diversos tipos de espectrémetros de massas, cada qual com suas
vantagens e limitacGes. Porém, todos apresentam 0S mesmos componentes basicos:
sistema de introdugdo de amostra, fonte de ionizagdo, analisador de massas, detector e
registrador. Um esquema da estrutura basica de um espectrémetro de massas é mostrado
na Figura 2.1. Na fonte de ions, os componentes de uma amostra sdo convertidos em
ions e os ions positivos ou negativos sdo imediatamente acelerados em direcdo ao
analisador de massas. A funcdo do analisador de massas é separar tais ions de acordo
com a sua relagdo m/z. Os espectrometros de massas podem ser classificados em varias

categorias dependendo da natureza do analisador de massas. Finalmente, um detector



recebe os ions que foram separados pelo analisador, transformando a corrente de ions
em sinais elétricos que sdo processados, armazenados na memdaria de um computador e

mostrados em uma tela®.
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Espectro de Massas

Figura 2.1: Componentes basicos de um espectrdmetro de massas.

2.1.2 Métodos de ionizacdo

A fonte de ionizacdo é um dispositivo que promove a ionizacdo dos analitos da
amostra antes da sua entrada no analisador de massas. Existe uma grande variedade de
técnicas de ionizacdo, cuja escolha deve levar em conta as propriedades fisico-quimicas

do analito e a energia transferida durante o processo de ionizagao®.

Os métodos de ionizagdo mais conhecidos sdo: ionizacdo por elétrons (El),
ionizacdo quimica (CI),2> bombardeamento por atomos rapidos (FAB),? ionizagdo por
dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI),? ionizacdo quimica a pressdo
atmosférica (APCI)? e ionizacdo por electrospray (ESI) 2. Os métodos de El e CI sdo
adequados para analisar apenas moléculas volateis e termicamente estaveis, pois 0s ions
sdo formados apds a molécula ser volatilizada. A técnica FAB pode ser aplicada para
amostras polares, idnicas, termicamente labeis, energeticamente instaveis e de alto peso
molecular, que normalmente ndo podem ser analisadas pelas técnicas El e CI. A técnica

MALDI baseia-se na ionizacdo do analito adsorvido em uma substancia (matriz) por um



feixe de laser. Na técnica APCI as moléculas do solvente séo transferidas a fase gasosa,
sendo entdo, aplicado uma tensdo em uma agulha, préximo a saida do vaporizador, que
cria uma descarga de ions atraves de interacbes com as moléculas do géas de arraste e do
solvente. E uma técnica parecida com a Cl, porém todo 0 processo ocorre sob pressdo

atmosférica®.

2.1.3 Analisadores de massas

Apos serem gerados na fonte de ionizacdo, os ions sdo transferidos para uma
regido do equipamento, conhecida como analisador de massas, onde sua razdo m/z é
medida. Os tipos de analisadores utilizados sdo: quadrupolo (Q), aprisionamento de ions
(ion trap), tempo de véo (TOF — Time of Flight), setor eletostatico (E) e setor magnético
(B), ressonancia ciclotronica de ions (ICR — lon Cyclotron Resonance) e configuragdes
hibridas como o setor eletrostatico e magnético (BE), quadrupolo-quadrupolo (Qq),

quadrupolo -TOF (QTof), quadrupolo - ion trap (Qtrap) e alguns outros.

Os analisadores quadrupolos utilizam campos elétricos oscilantes, gerados por
quatro barras metalicas (eletrodos), para estabilizar ou desestabilizar seletivamente os
ions, durante sua passagem pelo centro do quadrupolo, de acordo com seus valores de
m/z. O quadrupolo funciona como um filtro. Isso permite que os ions de diferentes
valores de m/z cheguem com tempos diferentes ao detector e, desta forma, podem ser
diferenciados.’

Os analisadores ion trap operam por principio semelhante ao quadrupolo, porém
0s ions ndo descrevem uma trajetéria através do ambiente quadrupolar, e sim séo
aprisionados dentro dele. Existe um campo elétrico no interior do ion trap que mantém
0s ions em uma Orbita estavel em seu interior. Um potencial RF (radio frequéncia) €
aplicado e os ions sdo entdo desestabilizados e expelidos para fora do analisador, de

acordo com seus valores de m/z.2

Os analisadores tempo de vdo baseiam-se no principio de que ions com mesma
carga tém energias cinéticas iguais e a velocidade de cada ion sera inversamente
proporcional a raiz quadrada da sua massa. Logo, se dois ions com mesma carga, mas
com massas diferentes, forem acelerados através de um campo elétrico com potencial
constante, suas velocidades serdo dependentes de suas massas e eles atingirdo o detector

A . 2
com “tempos de voo” diferentes.



No analisador de Setor utiliza-se um campo elétrico estatico (E) ou magnético
(B) ou a combinacgdo dos dois (BE) para alterar a trajetoria e a velocidade dos ions até
sua chegada ao detector. Os ions sdo submetidos a uma trajetdria circular e os ions que
possuem maiores valores de m/z percorrem uma trajetoria maior, enquanto que os ions

de menor valor de m/z percorrem uma trajetéria menor, sendo assim separados. 2

O analisador de ressonancia ciclotronica de ions, também conhecido como
penning trap, opera com fortes campos magnéticos e elétricos estaticos para aprisionar
os ions. Os ions aprisionados sdo excitados por pulsos de RF, descrevendo assim Orbitas
coerentes e, através dos detectores, os sinais elétricos dos ions sdo medidos. A

freqiiéncia de um fon em sua drbita é determinada pela sua razéo m/z. ®

As trés principais caracteristicas de um analisador de massas sdo: o limite
superior de medida da razdo m/z, a transmissdo, que € a razdao entre 0 nimero de ions
que alcanca o detector e o nimero de ions produzidos na fonte, e o poder de resolucéo,
que é a habilidade de produzir sinais distintos para dois ions com uma pequena

diferenca de massa®.

2.1.4 Detectores

O detector tem a funcdo de detectar e amplificar o sinal da corrente de ions que
vem do analisador e transferir o sinal para o sistema de processamento de dados. Os trés

principais tipos de detectores sdo:

- Fotomultiplicador: dinodo de conversdo de alta voltagem que converte ions
positivos ou negativos em elétrons, que sdo em seguida convertidos em luz (fétons). O
fotomultiplicador é selado em um envelope de vidro, e assim é protegido de
contaminacdo, o que faz com que seu tempo de vida seja mais longo. A Figura 2.2

mostra um fotomultiplicador com detec¢do de ions positivos.
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Figura 2.2: Detector fotomultiplicador com deteccao de fons positivos.’

-Multiplicador de elétrons (Figura 2.3) sdo o0s detectores mais utilizados nos
espectrometros atuais. Funcionam pela emissdo de elétrons secundarios produzidos por
dinodos quando os ions provenientes dos analisadores chocam-se a eles. Potenciais mais

altos nos dinodos de conversdo séo utilizados para acelerar ions de massas altas e assim

melhorar a sensibilidade.?

de
Massas

M]e ® (=== Dinodo de conversdo

Multiplicador de Elétrons

2 ]— Corrente

Figura 2.3: Detector Multiplicador de elétrons.”

- microchanel plate (MCP): sdo multiplicadores de elétrons e consistem de capilares de
vidro fundidos e cortados em uma placa fina (Figura 2.4). O MCP apresenta uma

elevada eficiéncia de detecgo de elétrons e fons.?
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Figura 2.4: Detector microchannel plate.?

O detector depende do tipo de analisador; o fotomultiplicador e o multiplicador
de elétrons séo utilizados com analisadores quadrupolo, setor magnético e ion trap e
apresentam faixa dinamica ampla (10°-10%), enquanto que o MCP ¢ utilizado com

analisadores TOF e apresentam resposta extremamente rapida, com alta sensibilidade.

2.1.5 Espectrometria de Massas com lonizagéo por Electrospray (ESI-MS)

O conceito de ionizacdo electrospray foi proposto inicialmente por Dole em
1968°. No entanto, seus experimentos ndo foram convincentes, pois estes visavam &
analise de espécies poliméricas, como poliestireno, que ndo sdo ionizados em solucéo.
A partir do trabalho desenvolvido por Yamashita e Fenn (em 1984), a técnica sofreu um
grande avanco devido a possibilidade de se ionizar proteinas, o que permitiu a
determinacédo de suas massas molares. Posteriormente, ESI-MS foi aplicada a analise de
outros biopolimeros e pequenas moléculas polares, revelando-se uma técnica sensivel e
facilmente acoplavel a técnicas cromatograficas®. Fenn recebeu o prémio Nobel em
Quimica, em 2002, pelo desenvolvimento da ionizacdo por electrospray para analise de

macromoléculas bioldgicas.

Desde seu surgimento, ESI-MS tornou-se uma das técnicas analiticas mais
poderosas e amplamente utilizadas. Dentre as vantagens de ESI-MS incluem alta
sensibilidade e seletividade, facilidade de uso e consumo reduzido de amostra. Uma

ampla variedade de substancias pode ser analisada, incluindo proteinas, acidos
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nucléicos, e até mesmo complexos metélicos, desde que sejam iGnicos ou apresentem
10,11

sitios acidos ou basicos.

Ha essencialmente trés caracteristicas que fazem com que ESI seja considerada
uma técnica distinta das outras técnicas de ionizacdo. A primeira destas caracteristicas é
a capacidade para produzir ions multiplamente carregados, reduzindo assim a razdo m/z,
de tal modo que é possivel analisar compostos de elevada massa molecular. A segunda
caracteristica é que as amostras a serem analisadas devem ser introduzidas em solucéo,
0 que faz com que seja possivel o acoplamento com muitas técnicas de separacdo. Por
ultimo, ESI é uma técnica de ionizagdo suave, provocando pouca (ou nenhuma)

fragmentacéo dos analitos estudados.

O processo electrospray pode ser descrito com relativa simplicidade. A produgéo
de ions requer, essencialmente, dois passos: dispersdo de gotas altamente carregadas,
quase a pressdo atmosférica, seguida por condi¢Bes que permitam a evaporacao da gota.
A implementacdo de uma fonte de electrospray é bastante simples se comparada com
outras fontes utilizadas em espectrometria de massas. E necessaria uma fonte de alta
tensdo que esteja em contato com a solugcdo contendo os analitos. Esta solucdo é
transmitida através do capilar, onde é aplicado um potencial positivo ou negativo
forcando um processo de oxi-reducdo e, consequentemente, a formacdo de algumas
espécies sem seus contra-ions. Assim, a gota sendo formada na ponta do capilar estara
enriquecida por ions positivos ou negativos, dependendo do potencial aplicado.
Conforme a densidade de carga aumenta na gota, presa a ponta do capilar, 0 campo
elétrico formado entre o capilar e o contra-eletrodo aumenta, provocando uma
deformacdo na gota. A gota ganha forma de um cone, o qual é denominado de cone de
Taylor. Quando a densidade de carga supera a tenséo superficial, a gota se desprende do
capilar subdividindo-se. A freqiiéncia deste Gltimo processo depende da magnitude do

campo elétrico, da tensdo superficial do solvente e da condutividade da solucéo.

Como resultado final, os fons tornam-se completamente dessolvatados™. Pode-
se presumir que ESI envolve apenas o rompimento gradual de interagbes néo
covalentes, principalmente a remogéo de moléculas de solventes. Por exemplo, em um
estudo detalhado por Kebarle e Ho, foi possivel notar a transferéncia para a fase gasosa

de diferentes fons dissolvidos em uma ampla variedade de solventes.*®
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A Figura 2.5 ilustra o processo que acontece em uma fonte ESI. Uma solucéo
contendo ions é passada por um capilar onde é aplicada uma alta tensdo, positiva ou
negativa, ocorrendo entdo a reducdo/oxidacdo de alguns ions (etapa a). Nesta etapa é
formado um spray eletrolitico (etapa b). As goticulas carregadas comecam a diminuir de
tamanho devido a evaporacdo do solvente (etapa c), até 0 momento em que sdo obtidos

os ions isolados (etapa d).

gota Contra-eletrodo

Ponta do Cone de
capilar Taylor

multiplamente
carregada

Explosdo

Dessolvatacdo 4+, Coulombica +‘+ +
Set +
>

+++
+
(c) Limite de .\
Moléculas Rayleigh fons
do analito do analito

")) (1”

Figura 2.5: Ilustracdo do processo de formac&o de fons numa fonte de eletrospray.**

2.1.5.1 Dessolvatagéo das gotas

As gotas desprendidas da ponta do capilar passam por um processo de
dessolvatacdo. Depois da liberacdo das gotas com alta densidade de carga do cone de
Taylor, estas passam pela regido entre a ponta do capilar e o contra eletrodo e véo
sofrendo dessolvatacdo. A massa do solvente € reduzida por evaporacdo, sendo que,
para auxiliar este processo, ha um fluxo de gas inerte secante, normalmente o
nitrogénio, que pode ser aquecido. Conforme a gota perde solvente, a densidade de
carga aumenta até um ponto em que a tensao superficial é rompida e as goticulas sao
liberadas num processo conhecido como explosdo de Coulomb. A carga maxima g que
uma gota de diametro D pode manter antes de se fragmentar em gotas menores é

fornecida pela Equacéo-1:

q2 =8 712.80.3/.D3 (@8]
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Onde g é a permissividade no espaco e y € a tensdo superficial da gota. Esta
deducéo é conhecida como limite de Rayleigh. O processo de dessolvatacdo vem sendo
estudado por vérios grupos. Por exemplo, Tang e colaboradores observaram que as
gotas, para sofrerem ruptura, ndo precisam necessariamente alcancar o limite de
Rayleigh. A ruptura ocorre em torno de 80% do limite e resulta na expulsdo de gotas
descendentes com 2% a 3% da massa e 10% a 18% da carga da gota ascendente; sendo
assim, as gotas descendentes sdo bem menores e possuem uma razdo massa/carga
menor.™ Existem dois modelos de mecanismos que propdem como os fons finalmente
sdo transferidos para a fase gasosa (Figura 2.6). Um deles foi proposto por Dole em

1968, denominado de CRM ou modelo de carga residual ™

, 0 qual depende da formacéo
de gotas carregadas extremamente pequenas, geradas a partir de sucessivas explosdes de
Coulomb, que contenha somente um ion, sendo assim, com a evaporacao do solvente,
restara apenas um unico ion em fase gasosa. O outro mecanismo, proposto por Thomson
e Iribarne é o modelo de evaporagdo do fon (IEM — lon Evaporation Model)'’. A
emissdo dos ions ocorre diretamente de gotas muito pequenas e altamente carregadas,
onde os ions sdo expulsos das gotas devido a repulsdo eletrostatica entre as moléculas

de mesma carga.

/” ?z\ F’ Modelos
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-G 4“\ Q “F
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Figura 2.6: Dois mecanismos propostos para a formacéo de ions gasosos no processo
de electrospray.®

O principal resultado do processo ESI ¢ a transferéncia dos analitos ionizados na
fase condensada para a fase gasosa como uma entidade isolada.® As espécies idnicas
podem ser protonadas, desprotonadas, além de possivel formacdo de agregados idnicos

com o solvente e adutos com cations (Na*, K*) e anions (CI", CF5).?
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2.1.5.2 Dissociacao Induzida por Coliséao

Apols o ion de interesse ser formado no espectrometro de massas, pode-se
selecionar o mesmo dentro do analisador de massas e aplicar uma energia para que esse
ion se fragmente. Esse processo é conhecido como dissociacdo induzida por colisdo
(CID), sendo utilizado em sistemas de espectrometria de massas sequencial (MS/MS) e
desempenha um importante papel na determinacdo estrutural de ions e analises de
misturas complexas. O processo CID pode ser dividido em duas etapas: (a) ativacdo do
ion precursor através de colisdo com um gas inerte, onde uma fracdo de sua energia
cinética € convertida em energia interna; (b) dissociagdo unimolecular do ion precursor
excitado. A formacdo de varios fragmentos provenientes da dissociacdo do ion
precursor fornece informacdes valiosas sobre a estrutura deste ion, necessarias para sua

identificacdo e caracterizacdo.

2.2 Investigacdo de Mecanismos de Reacédo Atraves de ESI-MS

O crescente desenvolvimento de métodos de ionizacdo em espectrometria de
massas, tais como ESI?, APCI* e APPI*®, tem permitido o monitoramento direto e em
tempo real de reagdes que acontecem em fase condensada. Em principio, estes métodos
permitem a deteccdo e caracterizagdo de intermediarios reacionais, mesmo em
diminutas concentracdes, sem a necessidade de isolamento®. Isto tem possibilitado a

obtencdo de informacg6es detalhadas sobre o mecanismo de varias reacées.

Dois tipos de monitoramento (off-line e on-line) podem ser utilizados para se
investigar reacdes usando ESI-MS. No monitoramento off-line misturam-se os reagentes
e, em seguida, retiram-se aliquotas ao longo do tempo. A identificacdo pode ser
realizada pela selecdo dos intermediarios observados durante intervalos de tempo pré-
definidos e caracterizacdo por MS/MS. O intervalo de tempo decorrido entre as
amostragens consecutivas deve ser ajustado de acordo com o tempo da reacdo em
estudo. Uma desvantagem desse monitoramento € que ndo é possivel analisar espécies

com tempo de meia-vida curto.®

No monitoramento on-line utilizam-se reatores acoplados a fonte ESI. Nesses
recipientes as reacdes ocorrem e durante todo o tempo essa reacdo € introduzida no

espectrometro de massas, para que intermediarios e produtos possam ser analisados e
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caracterizados. Este método permite a caracterizagdo de produtos instaveis e
intermediérios reativos. O mais simples reator acoplado ao espectrémetro de massas € a
propria seringa de inje¢do. Varios outros reatores tem sido utilizados especificamente no

monitoramento de processos fotoquimicos e eletroquimicos.®

Existem varios trabalhos onde ESI-MS foi empregada para a elucidacdo de
mecanismos de reacdo. Por exemplo, a metéatese de olefinas®! foi monitorada por ESI-
MS com a finalidade de se caracterizar complexos de ruténio reativos no meio
reacional. A polimerizacdo de Ziegler-Natta, responsavel pela produgdo de polimeros,
foi estudada também utilizando ESI-MS, tendo sido possivel identificar a formagédo da
espécie ativa alquilzirconoceno.”? O mecanismo de Baylis-Hillman?® foi comprovado
por Santos e colaboradores®® utilizando-se ESI-MS, tendo sido possivel detectar e
caracterizar dois intermediarios propostos na literatura. Outros exemplos envolveram a
aplicacdo de ESI-MS para a deteccdo e caracterizacdo de intermediarios-chave em
processos envolvendo compostos organoteliiricos™, na reacdo de Petasis®® e na reacéo

de Heck?’ e em muitas outras reacoes.

2.3 Aplicacdo de ESI-MS na Caracterizacdo de Complexos Metélicos

Um dos objetivos do presente trabalho, que serad explicado no Capitulo 5, seria
utilizar a técnica ESI-MS para verificar a capacidade de complexacédo de ions de alguns
metais pesados (Pb**, Cd** e Hg®") por ligantes quelantes sintetizados em nosso
laboratério, cujas estruturas sdo mostradas na Figura 5.3. Alguns trabalhos da literatura
tem demonstrado a viabilidade da utilizagdo de ESI-MS em tais estudos. Por exemplo,
Moraes e colaboradores® estudaram a viabilidade de se utilizar ESI-MS para a
determinagéo de padrées isotopicos de complexos de Zn, Cd, Ni, Fe, Hg, Cu, Tl e B,?®
usando ligantes monoatémicos, como I e F°, que ndo interferem no padréo isotépico do
metal. Williams®, utilizando macrociclos contendo heteroatomos (N, O), confirmou a
dependéncia entre cavidade, nimero de atomos e presenca de substituintes na
complexacdo de metais como Au, Ag, Cu e Fe, entre outros. Os resultados obtidos
monstraram que a presenca de heterodtomos e substituintes aromaticos na estrutura

macrociclica aumentava seu poder seqiiestrante para Ag* em solugGes aquosas.

Raymond e colaboradores®! monstraram a possibilidade de utilizar ESI-MS para

a identificacdo de espécies de poliselenetos em solugdes aquosas. Orians e

15



colaboradores* estudaram a especiagdo de complexos de diferentes metais com ligantes
organicos. Por exemplo, no caso do complexo de cobre com a 8-hidroxiquinolina, os
autores mostraram que em solugdes metandlicas a espécie predominante € o complexo
com Cu®*. No entanto, quando o solvente usado foi acetonitrila, a espécie predominante

é 0 complexo com Cu'**!
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3 Reacdao de Zincke



3.1 INTRODUCAO
3.1.1 Aspectos Histdricos

Em 1904 Zincke relatou que o tratamento de cloreto de 2,4-dinitrofenil-piridinio
com anilina forneceu um sal vermelho, que subsequentemente transformou-se em
cloridrato de fenil piridinio. Este processo ficou conhecido como reagdo de Zincke e é
usado atualmente como rota sintética de sais de N-aril-piridinios que ndo podem ser

formados por reacdo direta de eletrélitos com piridina.*®

cl
O:'N - -’.—'-'l
(J |"“‘~‘~1 NH,
U+ ) OaN 2
e ~nF i, oM
| NO; i P .
i e OENH"‘:‘,H\‘ — \N; S
N cr N T
-.:":-1" - R NOz

Esquema 3.1: Reagéo de Zincke.

Apesar do sal inicial favorecer uma substituicdo nucleofilica aromatica (SNAr),
a reacao de Zincke forneceu um produto de piridinio impossivel de ser obtido através de
SNAr. O sal vermelho intermediério foi proposto como sendo uma imina conjugada,
incorporando duas unidades de anilina. De forma independente, Konig caracterizou sais
similares, conhecidos como sais de Konig, mas designou a estrutura fechada do anel.*
Seguindo estes relatos iniciais, Zincke e colaboradores estenderam a reacdo a uma

variedade de piridinios substituidos.

Durante as décadas de 1950 e 1960 Hafner usou os sais de Konig, derivado da
reacdo de N-metil-anilina com sal de Zincke, para sintese de azulenos®. A reagéo de
Zincke se tornou também conhecida na sintese de um pigmento responsavel pela cor de

cianina® e como um método analitico para a determinacéo de nicotinamida®’.

Os sais de Zincke representaram um importante papel na sintese de co-enzimas
analogas NAD*/NADH desde um trabalho em 1973 sobre a sintese de Zincke de di-
hidropiridina®. O sal derivado de nicotinamida e sal de Zincke, inicialmente sintetizado

por Lettré,® foi usado também por Shifrin em 1965 para a preparacdo e estudo de
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analogos NAD'/NADH.*® Em 1972, Secrist relatou usar esse sal para a sintese de
analogos de NAD" simplificados.** Na década de 1990 Marazano mostrou que a reagdo
de Zincke foi uma ferramenta Unica e versatil para a preparagdo de sais de piridinio

quirais.*?

Pela manipulacdo das condigdes da reacéo, incluindo solvente e a quantidade do
sal de Zincke, o processo tem sido aplicado para a preparacao de uma ampla variedade
de sais piridinio, incluindo uma sintese em suporte sélido*. A utilidade sintética da
reacdo de Zincke deriva de sua eficacia em produzir sais de piridinio ndo obtidos pela
N-arilacdo e N-alquilagdo diretas. Por exemplo, piridinas deficientes de elétrons e
nucledfilos fracos podem ser convertidas para os sais N-2,4-dinitrofenil correspondentes
e dai para sais de piridinio N-aril ou N-alquil substituidos, através da reacéo de Zincke.
Além disso, enquanto a N-arilacdo direta de piridinios através da substituicdo
nucleofilica aromética requer que o eletréfilo seja ativado através de grupos retiradores
de elétrons, a reacdo de Zincke tolera uma ampla variedade de anilinas substituidas
como nucledfilos, resultando em uma rota versatil para os sais de N-aril piridinios. Estes
atributos, juntamente com a versatilidade sintética dos produtos de piridinio, tém feito

da reacdo de Zincke um método importante em sintese organica.

3.1.2 Mecanismo Proposto

Inicialmente, Zincke relatou uma reacéo de abertura de anel do cloridrato 2,4-di-
nitro-fenil-piridina®* com anilina formando um produto de coloracdo vermelha, que
Zincke atribuiu a um intermediario, cuja existéncia foi proposta com base em evidéncias
experimentais. O mecanismo de reacdo de Zincke foi previamente dividido em abertura

de anel®® e fechamento de anel*®.

A partir desses estudos Ise e seus colaboradores inferiram um mecanismo

completo para essa reacdo, mostrado no Esquema 3.2.*’
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Esquema 3.2: Etapas propostas para a reacio de Zincke.®

Neste mecanismo, o excesso de amina (RNH,) auxilia a transferéncia de prétons,
reagindo com (1) e posteriormente com (3) para formar o intermediario (7). Esta rota
depende basicamente de uma reacdo altamente ativada do sal de Zincke com vaérias
aminas. Do ponto de vista mecanistico, o processo global envolve o ataque nucleofilico
sobre o C-2 do piridinio, abertura de anel, eletrociclizacdo e, finalmente, re-
aromatizacdo impulsionada pela eliminacdo da anilina. Apesar desta reacdo ser
amplamente empregada em sintese organica, inclusive em versées assimétricas®, o
mecanismo proposto ainda n&do foi totalmente elucidado, pois todos os intermediarios

ainda ndo foram totalmente detectados e caracterizados

3.2 Objetivo

Devido a importancia sintética da reacdo de Zincke e o fato da proposta
mecanistica ainda ndo estar totalmente comprovada, um dos objetivos dessa dissertacao

foi utilizar a técnica de ESI-MS para investigar 0 mecanismo dessa reacao.
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3.3 Parte Experimental
3.3.1 Reagentes

Os reagentes 2-amino-1,3-propanodiol 98% (Sigma Aldrich), (S)-(-)-2-amino-1-
propanol (Sigma Aldrich), a-metil-benzilamina (Sigma Aldrich), ea-fenil-glicinol
(Sigma Aldrich), terc-butanol (Sigma Aldrich), acido formico (grau HPLC, Merck),
metanol (grau HPLC, Merck) foram utilizados sem purificacdo prévia. Utilizou-se em
todos o0s experimentos agua bi-destilada para o preparo das solucGes. O reagente sal de
Zincke [cloreto de N-(2,4-dinitrofenil)-3-metil-piridinio] foi gentilmente doado pela

Professora Rossimirian do Departamento de Quimica da UFMG.

3.3.2 Procedimento geral para a Reacao de Zincke

Em um baldo de fundo chato de 25 mL, contendo aproximadamente 5 mL de
terc-butanol, adicionou-se 0,34 mmol (100 mg) do sal de Zincke e 0,34 mmol de amina
estudada e a reacdo foi mantida sob agitacdo magnética, por 180 min, posteriormente a
reacdo foi colocada sob refluxo por mais 180 min. Durante esse periodo foram retiradas

aliquotas em intervalos de tempos pré-definidos.

3.3.3 Monitoramento

O monitoramento das reacdes foi realizado utilizando um espectrometro de
massas (LCQFleet, ThermoScientific, San Jose, CA) localizado no Departamento de
Quimica da UFMG, com analisador ion trap e fonte de ionizacao electrospray, operando
em modo positivo. A voltagem do cone e do extrator foram, respectivamente, 80 e 25 V
com varredura na faixa de 50-1000 m/z. As amostras (aliquotas reacionais) foram
inseridas na fonte de ionizacdo do instrumento por meio de uma seringa de 500 pL
(Hamilton, Reno, NV) com fluxo de 10 pL/min. Essas aliquotas foram preparadas
através da coleta de 10 pL da reacéo, nos intervalos de tempo estabelecidos, e diluidos

dez vezes com uma mistura de metanol: 4gua (50: 50 v/v).

Os parametros do espectrometro de massas foram ajustados para produzir uma
resposta otimizada. Experimentos MS/MS foram realizados por sele¢cdo dos ions
observados e, em seguida, fragmentados através de dissociacdo induzida por coliséo

(CID) utilizando hélio como gas de colisdo.
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3.4 Resultados e Discussao

Utilizaram-se quatro diferentes aminas para realizar o estudo, cujas estruturas

encontram-se na Figura 3.1:

HO
NH; NH,
a-metil-benzilamina a-fenil-glicinol
MM 121,18 g.mol! MM 137,18 g.mol’!
NH; OH
/I:NH2
OH OH
2-amino-1,3-propanodiol 2-amino-1-propanol
MM 91,11 g.mol! MM 75,11 g.mol"!

Figura 3.1: Estrutura das aminas usadas como reagentes na reagéo de Zincke.

Reacgao com 2-amino-1,3-propanodiol

Normalmente a reacdo de Zincke exige um refluxo de, no minimo, 24 horas para
se completar. No entanto, como o objetivo desse estudo foi detectar e analisar todos 0s
ions formados nessa reacdo optou-se por monitorar a reacdo a temperatura ambiente

para que as especies fossem formadas mais lentamente e pudessem ser detectadas.

Esse estudo iniciou-se com a reacdo do sal de Zincke com a amina 2-amino-1,3-
propanodiol. Aliquotas foram retiradas nos tempos 10, 30, 60, 120 e 180 minutos, as
quais foram rapidamente injetadas no espectrometro de massas. As Figuras 3.2, 3.3 e
3.4 mostram os espectros de massas das aliquotas retiradas apos 10, 60 e 180 minutos.
Pode-se observar que o perfil dos espectros (Figuras 3.2 a 3.4) é praticamente 0 mesmo

desde o inicio do monitoramento.

Baseado na proposta mecanistica descrita na literatura, a reagdo com essa amina

deveria fornecer as seguintes espécies mostradas no Esquema 3.3.

22



OH
i
OH HO HO (\(LOH
G e CL o woly, wo L '
o HO\J\ N OH  HO NH, HO NHgt Oy
MH, 05N H2 \ A
—_— e _//
To _— MO
2 miz 260 MO 5 miz 351 HO I
I I HOM;L
Sal de Zincke MH

R
\n
/)'.’I
24DNP =&
HO HO HO
o o ok
G T T
+ " + 1Y
N OH . ) N OH o \J\ j@
H, —_— il

M "‘:\—_.. ~ H
(H I)\l —_— (\ H A
OH  noH OH OH 2239 OH oH OH  gH
miz 25 . )
VI miz 168 VI W IV

Esquema 3.3: Mecanismo proposto para a reacao de Zincke com 2-amino-1,3-
propanodiol.

Os espectros ESI-MS (Figura 3.2 a 3.4), revelaram a presenca dos ions de m/z

351, m/z 259 e o produto de m/z 168, que coincidem com a razdo m/z das espécies

propostas, Esquema 3.3 (intermediarios Il e VI, respectivamente e o produto da reacao

VII),. Para caracterizar esses ions realizou-se experimentos MS/MS, Figuras 3.5 a 3.10.

O Espectro de ESI(+)-MS (Figura 3.2) revelou que a reacdo com 2-amino-1,3-

propanodiol ocorre rapidamente, mesmo em temperatura ambiente. Apds 10 minutos, 0s

intermediarios esperados (Il e V1) puderam ser detectados em suas formas protonadas

(m/z 351 e m/z 259, respectivamente), bem como o ion precursor (sal de Zincke, m/z

260) e o produto final (VI1) de m/z 168.
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Figura 3.2: Espectro ESI(+)-MS obtido a partir da reagéo do sal de Zincke com 2-
amino-1,3-propanodiol ap6s 10 minutos de reacéo.
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Figura 3.3: Espectro ESI(+)-MS obtido a partir da reacdo do sal de Zincke com 2-
amino-1,3-propanodiol ap6s 60 minutos de reacéo.
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Figura 3.4: Espectro ESI(+)-MS obtido a partir da reacédo do sal de Zincke com 2-

amino-1,3-propanodiol ap6s 180 minutos de reacao.

O espectro de MS/MS do ion de m/z 351 (Figura 3.5) revelou a presenca dos

fragmentos com m/z 260 e m/z 168, 0s quais propoem-se ser resultante das perdas de 2-

amino-1,3-propanodiol e 2,4-dinitro-fenil-anilina , respectivamente. Também observou-

se a formacdo do ion de m/z 102, que deve ser proveniente da perda de metil-1,3-

ciclobutadieno do ion de m/z 168. Uma proposta para a fragmentacéo do ion de m/z 351

é apresentada no Esquema 3.4.
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Figura 3.5: Espectro MS/MS do ion de m/z 351.
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Esquema 3.4: Proposta de fragmentacdo para o ion de m/z 351.

A dissociacdo do ion de m/z 259 forneceu o ion de m/z 168 (Figura 3.6), que
pode ser devido a perda de 2-amino-1,3-propanodiol. O ion de m/z 102 deve ser
proveniente da perda de metil-1-3-ciclobutadieno do ion de m/z 168. A presenca do ion
de m/z 186 sugere que o ion de m/z 259 é uma mistura de isdmeros constitucionais
provenientes do ataque do grupo amina ou do grupo hidroxila, do reagente 2-amino-1,3-
propanodiol, ao sal de Zincke. A proposta de fragmentacdo para o ion de m/z 259 é

mostrada no Esquema 3.5.
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Figura 3.6: Espectro MS/MS do ion de m/z 259.
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Esquema 3.5: Proposta de fragmentacgdo para o ion de m/z 259.

Decidiu-se também dissociar o ion de m/z 260 (Sal de Zincke) para garantir que
0s sinais observados no monitoramento da reacdo (Figura 3.2) ndo fossem produtos de
dissociacdo desse ion.

O espectro de MS/MS do ion de m/z 260 (sal de Zincke, Figura 3.7) revelou a
presenca dos ions de m/z 214 e m/z 184, que se propde ser relativo a perda de -NO; e de
-NO; seguida por perda de -NO respectivamente, e o ion de m/z 167 referente a perda de

metil-piridina (Esquema 3.6).
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Figura 3.7: Espectro MS/MS do ion de m/z 260.
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Esquema 3.6: Proposta de fragmentacdo para o ion de m/z 260.

O Espectro de massas das aliquotas da reacdo de Zincke (Figura 3.2) revela o ion
de m/z 168, o qual, segundo a proposta mecanistica, condiz com o produto da reagédo de
Zincke. O espectro de MS/MS desse ion (Figura 3.8) fornece os ions de m/z 94

(consistente com a perda de 1,3-propenodiol), m/z 141 (consistente com a perda de

HCN) m/z 115 (que sugere-se ser relativo a perda de HC=CH do ion de m/z 141), como

mostrado no Esquema 3.7.
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Figura 3.8: Espectro MS/MS do ion de m/z 168.
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Esquema 3.7: Proposta de fragmentag&o para os ions de m/z 168.

A fragmentacdo do ion de m/z 214 (Figura 3.9) revela a formacgéo dos ions de
m/z 184 (perda de -NO), m/z 168 (perda de -NO;) e m/z 156 (perda de -NO e CO). A

proposta de fragmentacdo para o ion de m/z 214 encontra-se no esquema 3.8.
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Figura 3.9: Espectro MS/MS do ion de m/z 214.
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Esquema 3.8: Proposta de fragmentacéo do ion de m/z 214.

A Tabela 3.1 mostra a energia de colisdo e os ions produto referentes a
fragmentacdo de cada intermediario i6nico observado na reacdo de Zincke com 2-

amino-1,3-propanodiol.

Tabela 3.1: Energia de colisdo e ions produto referentes a fragmentacéo de cada
intermediéario ibnico detectado na reacdo Zincke com 2-amino-1,3-propanodiol.

fon precursor (m/z) Energia de colisdo fon produto (m/z)
351 25 260, 168, 102
260 25 214, 184, 167
259 21 186, 168,158
214 23 184,168, 156
168 20 141, 115, 94

Através desse experimento pode-se observar pela primeira vez os intermediarios
Il e IV propostos na literatura. As estruturas dos intermediarios foram consistentes com

os perfis de fragmentacdo observados através dos respectivos espectros MS/MS.
Reacdo com a-metil-benzilamina

Com a finalidade de verificar se as mesmas espécies eram formadas com a
diferenga de massa entre aminas, realizou-se 0 experimento usando como reagente o-
metil-benzilamina. A proposta de mecanismo usando a-metil-benzilamina como

reagente escontra-se no Esquema 3.9.
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Esquema 3.9: Proposta de mecanismo da reacdo de Zincke com a-metil-benzilamina.
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A Figura 3.10 mostra o ESI(+)-MS da reagdo do sal de Zincke com a-metil-
benzilamina. Ap6s 10 minutos ndo € possivel observar o pico referente ao produto
principal da reacéo (m/z 198), mas pode-se notar os ions de m/z 381 e m/z 319, referente
aos intermediarios VIII e XIl, respectivamente, e também o ion referente ao sal de
Zincke (m/z 260). Somente apds 1 hora de reagdo sob refluxo, foi possivel observar o

}g

produto principal da reacdo (m/z 198).
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Figura 3.10: Espectro ESI(+)-MS obtido a partir da reacdo do sal de Zincke com a-
metil-benzilamina ap6s 10 minutos.
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Para realizar a caracterizacdo estrutural, os ions observados nessa nova reacéo de
Zincke (com 10 minutos) foram selecionados individualmente e dissociados através de
MS/MS.

A Figura 3.11 mostra o espectro MS/MS do ion de m/z 381. E possivel propor a
perda de estireno gerando o ion de m/z 277 e a perda do grupo 2,4-dinitro-anilina
gerando o ion de m/z 198. Ja o espectro MS/MS do ion de m/z 319 (Figura 3.12) sugere-
se, além das perdas estireno, gerando o ion de m/z 215, e de a-metil-benzilamina,
gerando o ion de m/z 198, as perdas consecutivas de estireno e a-metil-benzilamina

gerando o ion de m/z 94. A proposta de fragmentacdo para esses ions encontra-se no
Esquema 3.10 e 3.11.
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Figura 3.11: Espectro MS/MS do ion de m/z 381.
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Esquema 3.10: Proposta de fragmentacéo do ion de m/z 381.
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Figura 3.12: Espectro MS/MS do ion de m/z 3109.
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Esquema 3.11: Proposta de fragmentacdo para os ions de m/z 319.

Com base nesses dados pdde-se identificar os intermediarios VIII e XII
propostos na literatura, bem como sua confirmag&o estrutural através de experimento de
MS/MS.

A Tabela 3.2 mostra a energia de colisdo e os ions produto referente a
fragmentacdo de cada intermediario idnico observado na reagédo de Zincke com o-metil-

benzilamina.

Tabela 3.2: Energia de colisdo e ions produto referentes a fragmentacéo de cada
intermediario ibnico detectado na reacdo Zincke com a-metil-benzilamina.

lon precursor (m/z) Energia de colisdo lon produto (m/z)
381 34 277; 198
319 39 215; 198; 94
260 23 214

Reacao com 2-amino-1-propanol

A proposta de mecanismo para a reagdo de Zincke com amino-1-propanol
encontra-se no esquema 3.12, é importante ressaltar que os intermediarios esperados
possuem uma diferenca de massa referente a diferenca entre as massas das aminas

anteriores.
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Esquema 3.12: Proposta de mecanismo da reagdo de Zicke com amino-1-propanol.

O Espectro de ESI(+)-MS (Figura 3.13) revelou que a reacdo de Zincke com
amino-1-propanol prossegue lentamente, mesmo sob refluxo, e o produto principal da
reacdo (m/z 152) apenas pode ser observado ap6s 2 horas. Apés 10 minutos, os
intermediarios esperados (XIV e XVIII) podem ser detectados através dos ions de m/z

335 e m/z 227, bem como o ion precursor (sal Zincke, m/z 260).
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Figura 3.13: Espectro ESI(+)-MS obtido da reacéo do sal de Zincke com amino-1-
propanol apos 10minutos.
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Os ions observados na reagdo foram selecionados e submetidos a dissociagéo.
Pode-se notar, pelo espectro MS/MS do ion de m/z 335 (Figura 3.14), que os principais
fragmentos foram os ions de m/z 260 e m/z 152, que propde-se ser relativo as perdas de
amino-1-propanol e 2,4-dinitro-fenil-anilina, respectivamente. No espectro MS/MS do
fon de m/z 277, mostrado na Figura 3.15, observa-se o ion de m/z 152 (perda de 2-
amino-1-propanol) e os ions de m/z 170 (perda de 1-amino-2-propeno) e m/z 142 (perda
de CO do ion de m/z 170). Isso sugere que o ion de m/z 227 é uma mistura de isémeros
constituicionais provenientes do ataque do grupo amina ou do grupo hidroxila, do 2-
amino-1-propanol, ao sal de Zincke. A proposta de fragmentacdo para os ions de m/z
335 pode ser visualizada no Esquema 3.13 e proposta para o ion de e m/z 227 pode ser

visualizada no Esquema 3.14.
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Figura 3.14: Espectro MS/MS do ion de m/z 335.
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Esquema 3.13: Proposta de fragmentacdo para os ions de m/z 335.
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Figura 3.15: Espectro MS/MS do ion de m/z 227.
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Esquema 3.14: Proposta de fragmentacdo para o ion de m/z 227.

Mais uma vez esse experimento veio confirmar a proposta da literatura; uma vez

que os intermediarios propostos foram detectados e caracterizados com sucesso.

A Tabela 3.3 mostra a energia de colisdo e os ions produto referentes a
fragmentacdo de cada intermediario idnico observado na reacdo de Zincke com amino-

1-propanol.

Tabela 3.3: Energia de colisdo e ions produto referentes a fragmentacéo de cada
intermediario idnico detectado na reacdo Zincke com amino-1-propanol.

fon precursor(m/z) Energia de colisdo ion produto (m/z)
335 25 260; 152
260 25 214; 229; 184; 167
227 22 170, 152, 142

Reacéo com a-fenil-glicinol

A proposta de mecanismo de reagdo para a-fenil-glicinol encontra-se no Esquema 3.15
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Esquema 3.15: Proposta de mecanismo da reagéo de Zincke usando como reagente o-
fenil-glicinol.

Pode-se notar, através do esquema acima, que os intermediarios esperados para

essa reacdo sédo m/z 351, m/z 397 e o produto da reacdo de m/z 214.

O Espectro de ESI(+)-MS (Figura 3.16) revelou que ndo foi possivel identificar
o0 produto principal da reacdo do sal de Zincke com a-fenil-glicinol apds 10 min de
reacdo, sendo, porém, possivel identificar os intermediarios esperados (XX e XXIV) em
suas formas protonadas (m/z 397 e m/z 351, respectivamente) e o ion precursor (sal de
Zincke, m/z 260). O produto principal foi observado quando a reacdo foi submetida a

refluxo.
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Figura 3.16: Espectro ESI(+)-MS obtido a partir de uma aliquota retirada apds 10 min
da reacéo do sal de Zincke com a-fenil-glicinol.

A caracterizacdo das espécies observadas foi realizada através de selecdo
seguida de colisdo dissociativa.

Pode-se notar através do espectro MS/MS do ion de m/z 397 (Figura 3.17), que
o0s principais fragmentos foram ion de m/z 277, m/z 260, m/z 214 e m/z 148, resultantes
das perdas do 2-hidroxi-vinil-benzeno, a-fenil-glicinol, 2,4-di-nitro-anilina e do 2,4-di-

nitro-N-(1,3 pentadienil) anilina, respectivamente, Esquema 3.16.
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Figura 3.17: Espectro MS/MS do ion de m/z 397.
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Esquema 3.16: Proposta de fragmentacédo para os ions de m/z 397.

Pode-se notar através do espectro MS/MS do ion de m/z 351 (Figura 3.18) a

formagéo do fragmento de m/z 214 devido a perda de a-fenil-glicinol. A observacao dos

ions de m/z 232 e m/z 204 sugere que o ion de m/z 351 é uma mistura de isdmeros

constitucionais, provenientes do ataque nucleofilico do grupo hidroxila ou da amina, do

a-fenil-glicinol, ao sal de Zincke. A proposta de fragmentacdo encontra-se no Esquema

3.17.
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Esquema 3.17: Proposta de fragmentacdo para os ions de m/z 351.
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A Tabela 3.4 mostra a energia de colisdo e os ions produto referentes a

fragmentacdo de cada intermediario idnico observado na reacdo de Zincke com o-fenil-

glicinol.

Tabela 3.4: Energia de colisdo e ions produto referentes a fragmentacgéo de cada
intermediario idnico detectado na reacdo Zincke com a-fenil-glicinol.

lon precursor (m/z) Energia de colisdo lon produto (m/z)
397 35 277; 260; 214; 148; 120
351 33 214; 204
260 25 214; 229; 184; 167

A tabela 3.5 mostra os intermediarios identificados para cada amina estudada,

bem como a razdo m/z de cada intermediario e é possivel observar a diferenca de massa

relativo a incorporacao de diferentes aminas.

Tabela 3.5:Intermediarios detectados na reacdo de Zincke para cada amina estudada

MH;
MM 137 Da

Amina /| (ML) Intemmediarios detectados/ (m'z)
HO
HO\/\L . WGz 3310 V1 i(miz 259)
;MM 91 Da
@A\NHE VIO (mez 381 XI/(miz 319)
MM 121 Da
HO
XIV /(m'z 335); XVII /((miz 227)
NP y v 75 Da
HQ

XX/(m/z 397); XXIV/(mz 351)
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3.5 Conclusao

O monitoramento da reacdo de Zincke por espectrometria de massas com
ionizacdo eletrospray (ESI-MS) revelou a presenca dos intermediarios 2 e 10,
detectados pela primeira vez, e do produto 11 (Esquema 3.2). Todos esses
intermediarios foram detectados para 0s quatro reagentes estudados (2-amino-1,3-
propanodiol, a-metil-benzilamina, 2-amino-1-propanol e a-fenil-glicinol). As estruturas
dos intermediarios foram consistentes com os perfis de fragmentacdo observados
através dos respectivos espectros MS/MS. Com esses resultados foi possivel comprovar
0 mecanismo proposto para a reacdo de Zincke, mostrando o potencial da técnica de
ESI-MS para o estudo de mecanismos reacionais, € uma melhor compreenséo da reagao
de Zincke, abrindo caminho para seu aperfeicoamento, no sentido de melhorar o
rendimento e diminuir os tempos de reacdo, além de possibilitar o desenvolvimento de

novas aplicacOes para a reagéo.

Existe uma grande necessidade de realizar uma rigorosa analise de forma
inequivoca das espécies que sdo detectadas por ESI-MS e confirmar se elas realmente
sdo intermediérios da reagdo. Uma metodologia importante é executar reacdes com
reagentes diferentes para poder observar a variacdo de massa dos intermediarios. Esta
metodologia, muito util para descartar e assegurar a confiabilidade da analise, foi

praticada nesse estudo com sucesso.
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4 Reacéo de Aza Diels Alder



4.1 - Introducao

4.1.1 Reagdo Aza Diels Alder

A reacdo de Aza Diels Alder pode ser classificada entre os métodos mais
eficientes para a construcdo de um anel de seis membros - contendo nitrogénio®®. Possui
uma larga aplicacdo em sintese de psicotropicos, anti-alérgicos e anti-inflamatorios
Entre as metodologias atualmente disponiveis, a reacdo de Aza Diels Alder é a
abordagem mais versatil para a sintese de tetrahidroguinolinas funcionalizadas. Uma
reacdo de Aza Diels Alder oferece uma fun¢do muito importante e um método rapido e

poderoso para construir azaheterociclos.>*

A reacdo de Aza Diel Alder baseia-se em reagdes de iminas, derivadas de

aldeidos e aminas com alcenos, como mostrado no Esquema 4.1.

Esquema 4.1: Reacdo de Aza Diels Alder.

Apesar da reacdo de imino Diels Alder j& ser conhecida ha algum tempo,*
apenas ultimamente tem-se obtido grandes avancos no desenvolvimento de
catalisadores™ para essa reacdo, e estudos mais detalhados de seu mecanismo de reacéo

veio a se tornar objeto de interesse.

A reacdo de Aza Diels Alder pode proceder na auséncia de catalisador, como
mostrado por Ding e colaboradores >* que relataram que dieno de Danishefsky reage
com imina derivada de anilina e benzaldeido em MeCN a temperatura ambiente, sem
qualquer catalisador, entretanto, estudos realizados por Hermitage e colaboradores>

mostram que as reacdes ndo catalisadas prosseguem muito lentamente.
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Figura 4.1:Dieno de Danishefsky.

A reacdo é acelerada pela adicdo de catalisadores como &cidos de Lewis
(BF3.Et,0 e ZnCly,), lantanideos contendo triflatos e acidos de Bronsted. 1sso resulta na
formacdo de um complexo de cétion imina, que rapidamente sofre cicloadicdo com

dienos, mesmo a temperaturas baixas.

Embora a seqliéncia dos produtos principais obtidos a partir de rotas sintéticas

alternativas serem conhecidos,56

ndo ha investigacdes tedricas sobre a execucdo do
mecanismo molecular. As reacdes de hetero Diels Alder foram comparativamente

menos estudadas, do ponto de vista teérico, do que a reacdo de Diels Alder.>’

4.2 Objetivo

Devido a importancia sintética da reacdo de Aza Diels Alder e o fato da proposta
mecanistica ainda ndo estar totalmente comprovada, um dos objetivos dessa dissertacdo

foi utilizar a técnica ESI-MS para investigar 0 mecanismo nesta reacao.

4.3 Parte Experimental

4.3.1 Reagentes

Os reagentes anilina (Sigma Aldrich), benzaldeido (Sigma Aldrich), etil-vinil-

éter (Merck), etanol (Merck), hexano (Merck), acetonitrila (grau HPLC, Merck),
metanol (grau HPLC, Merck) e &cido formico (grau HPLC, Merck) foram utilizados
sem purificacdo prévia. Utilizou-se em todos os experimentos agua bi-destilada para o
preparo das solugdes.

4.3.2 Procedimento

Em um baldo de fundo chato de 25 mL contendo aproximadamente 10 mL de

etanol, acetonitrila ou metanol, adicionou-se 1,0 mmol de anilina, 1,0 mmol de
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benzaldeido e 4,0 mmol de etil-vinil-éter. A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética

e foram retiradas aliquotas apos intervalos de tempos pré-definidos.

4.3.3 Monitoramento

O monitoramento das reages foi realizado utilizando o espectrometro de massas
LCQFleet, ThermoScientific, San Jose, CA, com uma fonte de ionizagéo electrospray e
analisador de massas ion trap, instalado no Departamento de Quimica da UFMG. A
monitorizacao da reacdo foi no modo positivo. A voltagem do cone e do extrator foram,
respectivamente, 75 e 15 V, com varredura na faixa de 50-1000 m/z. As amostras
(aliquotas reacionais) foram inseridas na fonte de ionizac¢éo do instrumento por meio de
uma seringa de 500 pL (Hamilton, Reno, NV) com fluxo de 10 pL/min. Essas aliquotas
foram preparadas através da coleta de 10 pL da reacdo, nos intervalos de tempo

estabelecidos, e diluidos dez vezes com uma mistura de metanol: 4gua (50: 50 v/v).

Os parametros do espectrometro de massas foram ajustados para produzir uma
resposta otimizada. Experimentos MS/MS foram realizados por sele¢cdo dos ions
observados e, em seguida, fragmentados através de dissocia¢do induzida por colisdo

(CID) utilizando hélio como gés de coliséo.

4.4 Resultados e discussao

O estudo da reagdo de Aza-Diels-Alder envolveu a utilizagdo de uma imina
gerada in situ pela condensacdo da anilina com benzaldeido, e do diendfilo etil-vinil-
éter. As etapas envolvidas nesta reagdo sdo mostradas no Esquema 4.2.

Esquema 4.2: Reacdo de Aza Diels Alder.

Existem duas propostas mecanisticas na literatura. Uma proposta seria por um
mecanismo ndo concertado, que encontra-se descrito no Esquema 4.3, e a outra proposta
seria um mecanismo concertado (Esquema 4.4).** Como pode-se notar, a diferenca entre

essas duas propostas € a formacédo do intermediario (6) no mecanismo néo concertado.
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Esquema 4.3: Proposta para um mecanismo ndo concertado da reagéo de Aza Diels
Alder.

(3) (7 (8)

miz 182 mi'z 254 m'z 208

Esquema 4.4: Proposta para um mecanismo concertado da reacdo de Aza Diels Alder.

Como o0 objetivo desse estudo foi tentar detectar e analisar todos os
intermediarios reacionais, decidiu-se monitorar a reacdo a temperatura ambiente para
que as espécies fossem formadas mais lentamente e pudessem ser detectadas.
Monitorou-se a reacdo com e sem catalisador (usando calixareno como catalisador).
Como nao foi observado nenhuma diferenca, passou-se a monitorar a reagdo apenas sem
catalisador. A reacdo foi estudada utilizando trés solventes (acetonitila, etanol e
metanol) com a finalidade de visualizar a incorporacdo do solvente no intermediario da
reacdo, se a mesma seguisse um mecanismo ndo concertado. As Figuras 4.2, 4.6 e 4.11
mostram os espectros da reacdo de Aza Diels Alder usando como solventes etanol,

acetonitrila e metanol, respectivamente.

As reacdes tambem foram monitoradas retirando-se aliquotas nos tempos 10, 60,
90 e 120 minutos, que foram rapidamente injetadas no espectrdometro de massas. Os
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espectros da reacdo usando etanol como solvente, monitorados nesses intervalos de

tempo, encontram-se nas Figuras 4.2 a 4.5. Pode-se observar que o padréo da reacédo é

praticamente 0 mesmo desde o inicio do monitoramento.
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Figura 4.2: Espectros ESI-MS obtidos a partir de aliquotas da reacdo Aza Diels Alder

em etanol apds 10 minutos.
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Figura 4.3: Espectros ESI-MS da reacdo de Aza Diels Alder em etanol apos 60

minutos.
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Figura 4.4: Espectros ESI-MS da reacéo de Aza Diels Alder em etanol ap6s 90
minutos.
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Fi_gura 4.5: Espectros ESI-MS da reacdo de Aza Diels Alder em etanol ap6s 120
minutos.

Observando a proposta de mecanismo da literatura (Esquema 4.3) e as figuras
4.2-4.5, referentes aos espectros de massas da reacdo de Aza Diels Alder em etanol,
pode-se notar a presenca dos ions de m/z 182, 254 e 300 que coincidem com a razdo m/z
das espécies propostas no mecanismo nao concertado, Esquema 4.3, (intermediarios 3, 5
e 6, respectivamente), bem como o produto da reacdo (8), m/z 208. Principalmente, foi
importante a identificacdo do intermediario (6), que corresponde a incorporacdo de uma
molécula de etanol, m/z 300 e que sugere que 0 mecanismo da reacdo ocorra de um

modo ndo concertado.
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Pode-se notar, no Espectro de ESI(+)-MS (Figura 4.6) das aliquotas retiradas da
reacdo de Aza Diels Alder em acetonitrila, os intermediérios (3 e 5) do Esquema 4.3
(m/z 182 e m/z 254, respectivamente), em suas formas protonadas, além do ion de m/z
295 referente a incorporacdo de uma molécula de acetonitrila. Estes resultados

comprovam, mais uma vez, a rota de mecanismo ndo concertado.
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Figura 4.6: Espectros ESI-MS obtidos a partir da reagdo de Aza Diels Alder em
acetonitrila ap6s 60 minutos.

A Figura 4.7 mostra 0 MS/MS do ion de m/z 300. E possivel notar a perda de
etanol e um rearranjo para gerar o ion de m/z 254, e a perda de etanol do ion de m/z 300
seguida da perda de etil-vinil-éter gerando o ion de m/z 182. A proposta de

fragmentacgéo encontra-se no Esquema 4.5.
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Figura 4.7: Espectro ESI-MS/MS do ion de m/z 300.
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Esquema 4.5: Proposta de fragmentacgdo para o ion de m/z 300.

A Figura 4.8 mostra 0 MS/MS do ion de m/z 254. E possivel notar a perda de

etanol gerando o ion de m/z 208. A proposta de fragmentacdo encontra-se no Esquema

4.6.
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Figura 4.8: Espectro ESI-MS/MS do ion de m/z 254.
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Esquema 4.6: Proposta de fragmentacgdo para o ion de m/z 254.

A Figura 4.9 mostra 0 MS/MS do ion de m/z 208. E possivel notar a perda de

benzeno formando o ion de m/z 130. A proposta de fragmentacdo encontra-se no

Esquema 4.7.
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Esquema 4.7: Proposta de fragmentacéo para o ion de m/z 208.

A Figura 4.10 mostra 0 MS/MS do ion de m/z 295. E possivel notar a perda de
acetonitrila e um rearranjo para gerar o ion de m/z 254, e a perda de acetonitrila seguida
pela perda de etil-vinil-éter, gerando ion de m/z 182. A proposta de fragmentacao

encontra-se no Esquema 4.8.
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Esquema 4.8: Proposta de fragmentacgdo para o ion de m/z 295.

A Tabela 4.1 mostra a energia de colisdo usada para fragmentar cada

intermediario da reacdo de Aza Diels Alder usando acetonitrila como solvente e a razdo

m/z de cada fragmento.

Tabela 4.1: Energia de colisdo usada na fragmentacdo de cada intermediario da reacdo
de Aza Diels Alder em acetonitrila.

fon percursor (m/z) Energia de colisdo (CID) | Ion filho (m/z)
300 17 254; 182

295 20 254; 182

254 35 208

208 55 130; 91

Pode-se notar através do Espectro de ESI (+)-MS (Figura 4.11) das aliquotas

retiradas da reacdo de Aza Diels Alder usando metanol como solvente, os

56




intermediarios (3 e 5) (m/z 182 e m/z 254, respectivamente) Esquema 4.3, em suas
formas protonadas, além do ion de m/z 286, referente a incorporagédo de uma molécula
de metanol e o produto final de m/z 208. Note que nesse espectro ndo aparece 0 pico
relativo a incorporacdo de acetonitrila e etanol (m/z 295 e m/z 300). Os espectros de
ESI-MS/MS desses ions mostraram 0s mesmos fragmentos das reagdes conduzidas em
acetonitrila. O Espectro de MS/MS do ion de m/z 286 encontra-se na Figura 4.12 e sua
proposta de fragmentacdo encontra-se no Esquema 4.9.
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Figura 4.11: Espectros ESI-MS obtidos a partir de aliquotas da reacdo de Aza Diels
Alder em metanol ap6s 60 minutos de reacao.

O espectro de ESI-MS/MS do ion de m/z 286 gera o ion de m/z 254 referente a
perda de metanol, seguida de um rearranjo, e a perda de metanol seguida por perda de
etil-vinil-éter gerando ion de m/z 182. A proposta de fragmentacdo encontra-se no

Esquema 4.9.
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Figura 4.12: Espectro ESI-MS/MS do ion de m/z 286.
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Esquema 4.9: Proposta de fragmentacgdo para o ion de m/z 286.

Pode-se notar através do esquema 4.10 as duas propostas de mecanismo da
literatura e os intermediarios que foram indentificados nesse estudo e caracterizados por
experimentos MS/MS.
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Esquema 4.10: Proposta de mecanismo para a reacdo de Aza Diels Alder

Em primeiro lugar, o Espectro de ESI (+)-MS das aliquotas da reacdo de Aza
Diels Alder revelou a presenca de um ion de m/z 182 atribuida a (3). Na seqléncia, a
imina (3) reage com o diendfilo vinil éter etilico (4) para produzir o suposto aduto de
Aza Diels Alder (5b), m/z 254, em baixa intensidade para todos os solventes testados.
Como resultado da liberacdo de uma molécula de solvente a partir de (5b), o produto
formado quinolina (7), de m/z 208, foi proposto. Essa suposicédo foi apoiada pelo padréo
de fragmentagdo de (5b), que mostrou a formacdo exclusiva de (7) (m/z 208).
Curiosamente, o principal sinal observado no Espectro de ESI (+)-MS foi relativo a
incorporacgéo de solvente, sugerindo ser a forma protonada de um intermediério aciclico

(6a), (6b) e (6¢) resultante de um ataque nucleofilico de (4) a imina (3) seguido pela
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incorporacdo de solvente. A estrutura aciclica do ion (6a) (em vez de um aduto
protonado n&o-covalente entre o solvente e (5b) foi racionalizada por meio de
experimentos de dissociagdo em que ndo houve formacdo de um produto de m/z 208,
sem contar, que podemos observar a dificuldade que seria um ataque de uma molécula

de solvente sobre o intermediario (5b).

45 Conclusao

A reacdo de Aza Diels Alder foi monitorada com sucesso por ESI-MS, que foi
capaz de detectar intermediarios importantes, como o dieno (3) e aduto (5) para os trés

solventes estudados.

O resultados de ESI-MS e ESI-MS/MS sugerem uma via de mecanismo nao-
concertado para essa reagdo, pois os intermediarios identificados ndo poderiam ser

formados se 0 mecanismo fosse concertado.

Finalmente, os experimentos de MS/MS e a variacdo dos solventes foram de

extrema importancia para a comprovacdo da identificacdo desses intermediarios.
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5 Diferenciacao de Bis-hidroxiiminas
Aromaticas Isoméricas Pelos Perfis de

Fragmentacao dos Adutos Protonados



5.1 Introducéo
5.1.1 Iminas

As iminas sdo obtidas a partir da reacdo de condensacdo entre uma amina
priméria com aldeidos ou cetonas.”® Essa classe de compostos quimicos contém um
4tomo de nitrogénio ligado a um carbono através de uma ligacéo dupla (R'R?*C=N-R).

As iminas mais estaveis possuem um grupo alquil ou aril ligados ao nitrogénio.

Dentre as iminas, os ligantes do tipo Salen (Figura 5.1) tém recebido atencéo
crescente. Esses ligantes tetradentados contém dois atomos de nitrogénio e dois &tomos
de oxigénios fenolicos, sendo facilmente preparados a partir da condensacédo de hidroxi-
benzaldeidos com diaminas. Dentre os fatores que tem contribuido para o interesse
generalizado e continuado em tais ligantes sdo sua similaridade com o grupo heme e a

descoberta recente de sua aplicacdo como catalisadores quirais eficientes.®

Figura 5.1: Estrutura de um ligante do tipo Salen.

A complexacdo dos ligantes de Salen com ions metélicos vem sendo muito
investigada. Isto se deve, em parte, a facilidade de sintese dessas moléculas com
diferentes substituintes e, deste modo, especificas para diferentes fons metélicos.®
Outra caracteristica dos ligantes de Salen, embora menos estudada, é seu potencial para
formar complexos multinucleares. Esta funcionalidade surge devido a susceptibilidade

do oxigénio fendlico em se ligar a mais de um fon metalico.®
5.2 Objetivos

Um dos objetivos iniciais do presente trabalho foi sintetizar varias bis-

hidroxiiminas aromaticas isomeéricas e avaliar suas capacidades de coordenagdo com
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alguns cations de metais pesados, tais como Cd**, Pb**, Hg**. Pretendia-se empregar a
espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray (ESI-MS) para determinar a
extensdo de complexacdo de cada cation metalico com cada ligante e avaliar a

integridade do complexo formado (através de experimentos MS/MS).

Posteriormente, o objetivo do trabalho foi alterado, visando agora, realizar
estudos sistematicos sobre a fragmentacdo das formas protonadas dos varios ligantes do
tipo Salofen sintetizados. Através do emprego da espectrometria de massas com
ionizacdo por electrospray (ESI-MS), para gerar os adutos protonados, e da
espectrometria de massas sequencial (MS/MS), para fragmenté-los, visando a obtencéao
de uma metodologia eficiente para diferenciagdo dos ligantes do tipo Salofen

iISOméricos.
5.3 Parte Experimental
5.3.1 Reagentes

Os reagentes fenilenodiamino (Sigma Aldrich), o-hidroxi-benzaldeido (Sigma
Aldrich), m-hidroxi-benzaldeido (Sigma Aldrich), o-aminotiofenol (Sigma Aldrich),
isoftalaldeido (Sigma Aldrich), tolueno (Merck), etanol (Merck), hexano (Merck)
acetato de etila (Merck), metanol (grau HPLC, Merck) foram utilizados sem purificagdo
prévia. Utilizou-se, em todos os experimentos, dgua bi-destilada para o preparo das

solucdes.

5.3.2 Equipamentos

As analises foram realizadas utilizando um espectrémetro de massas (LCQFleet,
ThermoScientific, San Jose, CA) com uma fonte de ionizacdo electrospray e analisador
ion trap, equipamento este instalado no Departamento de Quimica da UFMG. Duas
séries de solucbes (em metanol: agua 1:1 v/v) foram preparadas, as quais continham os
ligantes sintetizados (a 1 x 10° mol L) e os compostos sintetizados mais os sais
Pb(NOs),, HgCl, ou Cd(NOs), (ambos a 1 x 10 mol L™). Tais solugdes foram injetadas
na fonte do espectrometro de massas por meio de uma seringa de 500 pL (Hamilton,
Reno, NV) num fluxo de 10 pL/min. A voltagem do cone e do extrator foram

respectivamente 70 e 25 V, com varredura de 50-1000 m/z. Experimentos MS/MS
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foram realizados por selecdo dos ions precursores (ligantes protonados) e suas

fragmentacdes por colisdo com hélio.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e Ressonancia Magnética
Nuclear de '*C foram obtidos nos espectrometros BRUKER AVANCE DRX/400 e
DPX/200. Como referéncia interna foi utilizado tetrametilsilano ou, em alguns casos, o
sinal residual do proprio solvente deuterado. Os deslocamentos quimicos foram
apresentados em & e as multiplicidades (dos espectros de RMN *H) foram apresentadas

de maneira abreviada a saber: s = simpleto, d = dupleto, t = tripleto e m = multipleto.
Os pontos de fusdo (PF) foram determinados no aparelho Gehaka PF1500.
5.3.3 Procedimento para a sintese dos ligantes do tipo Salofen

N,N"-bis[(2-hidroxibenzilideno) benzeno-1, 2-fenilenodiamina] (1)

0.__H '[’ Al

e MH2 o I ,-|f"

AL OH K nh, s I T L
2[ . | = 0 .«“o*_:x,N OH . 2H,O
L L = [ B ]:

|~I N OH
L
I
(1)

Esquema 5.1: Sintese do N,N"-bis[(2-hidroxibenzilideno) benzeno-1, 2-

fenilenodiamina] (1).

Em um bal&o de fundo redondo de 50 mL conectado a um sistema Dean-Stark e
contendo 2-hidroxibenzaldeido (2,26 g; 18,52 mmol), adicionou-se 30 mL de tolueno
anidro sob agitacdo magnética vigorosa e o sistema foi levado a refluxo. Apoés a total
solubilizacdo, adicionou-se 1,2-fenilenodiamina (1,0 g; 9,26 mmol). Depois de 6,0 hrs
observou-se o término da reagdo através da cromatografia em camada delgada (CCD).
O tolueno foi removido a pressdo reduzida com o auxilio de um evaporador rotativo. O
produto formado foi ressuspendido com metanol gelado e filtrado sob pressao reduzida,
fornecendo um sélido laranja com 93% de rendimento (2,73 g; 8,60 mmol). O ponto de
fusdo (PF) foi de 164-166 °C (PF lit.: 174 °C®),
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Dados espectroscopicos do composto 1

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, 8y, multiplicidade, integracéo, J (Hz)): 6,92 (td, 2H, 7,6
e 0,8); 7,05 (d, 2H, 8,0); 7,26-7,23 (m, 2H); 7,39-7,33 (m, 6H); 8,64 (s, 2H); 13,01 (s,
2H).

RMN de *C (50 MHz, CDCls, atribuicdo): 117,71 (C-2); 119,15 (C-4); 119,40 (C-6);
119,89 (C-9 e C-12); 127,88 (C-10 e C-11); 132,52 (C-5); 133,54 (C-3); 142,72 (C-8);
161,51 (C-1); 163,88 (C-7).

A analise de RMN de 'H (400 MHz) (Figura 5.2) do produto 1 (Esquema 5.1),
mostrou a presenca de um simpleto em 6 13,01, integrando para dois atomos de
hidrogénio, referente a hidrogénio das hidroxilas. Em & 8,64 observa-se um simpleto,
integrando para dois atomos de hidrogénio, os quais correspondem a hidrogénio do
carbono do grupo imina (C-7). Em & 7,39-7,33 h& a presenca de um multipleto,
integrando para seis &tomos de hidrogénio, correspondendo a hidrogénio do C-3, C-5 e
C-9. Em 6 7,26-7,23 mostra outro multipleto, integrando para dois atomos de
hidrogénio, referente a hidrogénios do C-10 e C-11. O dupleto em 6 7,05 (J = 8,0 Hz),
integrando para dois atomos de hidrogénio, corresponde a &tomos de hidrogénio do C-2.
O triplo dupleto em 6 6,92 (J = 7,6; 0,8 Hz), integrando para dois a&tomos de hidrogénio,
equivale a atomos de hidrogénio arométicos do C-4. O espectro de RMN de **C (a 50
MHZz) (Figura 5.3) mostrou a presenca de dez sinais e o subespectro de DEPT 135
(Figura 5.4) mostrou a presenca de sete sinais. Tais dados estdo consistentes com a
estrutura do composto N,N”-bis[(2-hidroxibenzilideno) benzeno-1, 2-fenilenodiamina]

(1) e confirmam, portanto, a estrutura proposta.
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Figura 5.2: Espectro de RMN de *H do composto 1 em CDCls.

o o W N NO I ™
0 — S N 00O W n o <
© in N~ Hwe ®F o~ © &3
o o a4 B AN Goo N © N
O © < O MO N A A A ~ ~ ©
s9 S 939 333 9 NN
Il

I
I

|
I

200 150 100 50 0

ppm (t1)

Figura 5.3: Espectro de RMN de *C do composto 1 em CDCls.
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Figura 5.4: Subespectro de DEPT do composto 1 em CDCls.
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Esquema 5.2: Sintese do N,N"-bis[(3-hidroxibenzilideno) benzeno-1, 2-

fenilenodiamina] (2).

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 3-hidroxibenzaldeido (2,26

g; 18,52 mmol), adicionou-se 30 mL de etanol sob agitacdo magnética vigorosa e 0

sistema mantido sob refluxo. Apos total solubilizagéo, adicionou-se 1,2-fenilenodiamina

(1,0 g; 9.26 mmol). A mistura foi refluxada por 60 hrs e, por intermédio de CCD,

observou-se o término da reagdo. O etanol foi removido a pressdo reduzida com o
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auxilio de um evaporador rotativo. O produto formado foi lavado com uma solucéo de
diclorometano e acetato de etila (8:2) e filtrado sob pressdo reduzida, fornecendo um
solido branco com 97% de rendimento (2,83 g; 8.9 mmol). O ponto de fusdo (PF) foi de
234-241°C.

Dados espectroscopicos do composto 2

RMN 'H (200 MHz, DMSO-ds, dn, multiplicidade, integracdo, J (Hz)): 6,90 (d, 2H,
8,0); 7,21-7,17 (m, 4H); 7,34 (t, 2H, 7,90); 7,61-7,58 (m, 4H); 9,75(s, 2H); 12,82 (s,
2H).

RMN “C (50 MHz, DMSO-ds, atribuicdo): 113,38 (C-2 e C-6); 117,01 (C-4); 117,26
(C-9); 122,08 (C-3 e C-10); 130,04 (C-7); 131,44 (C-5); 151,40 (C-8); 157,81 (C-1)

A discussédo sobre os dados de RMN do composto 2 é muito semelhante aquela
conduzida para o composto 1. Por esse motivo, uma exposi¢do detalhada sobre esses

dados espectroscépicos ndo sera realizada aqui.

Tentativa de sintese do N,N"-bis[(4-hidroxibenzilideno) benzeno-1, 2-

fenilenodiamina] (3)

A1 OH
0 H a A
5 NH; ir N N 32
Ry /Lm, NH; o foN [ B A N
2 0+ [ — U i f 2H0 e GLPL TRA oM
= ! . — = M s a
- [, o 1 M,Hr,_-;. N 1 \ /‘(-:
OH L~ 'ﬁi /15 OH
™ S
~F o
(3) (3a)

Esquema 5.3: Sintese do composto N,N-bis[(4-hidroxibenzilideno) benzeno-1, 2-

fenilenodiamina] (3) e a conversdo para sua forma ciclica 3a.

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 3-hidroxibenzaldeido (183,0
mg, 1,5 mmol), adicionou-se 7 mL de diclorometano sob agitacdo magnética vigorosa, e
o sistema mantido a temperatura ambiente. Apds solubilizacdo, adicionou-se 1,2-

fenilenodiamina (54,0 mg, 0,5 mmol). Apds 24 hrs, por intermédio de CCD, observou-
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se 0 téermino da reacdo. O diclorometano foi removido a baixa pressdo com o auxilio de
um evaporador rotativo. O produto formado foi lavado com uma solucdo de
diclorometano/acetato de etila (8:2) e filtrado a vacuo, resultando num sélido branco
com 89% de rendimento (140,62 mg; 0,445 mmol). O ponto de fusdo foi de 214-216 °C.

Dados espectroscopicos do composto 3a

RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds, Jy, multiplicidade, integracéo, J (Hz)): 5,41 (s, 2H);
6,66 (d, 2H, 8,6); 6,92-6,81 (m, 4H); 7,24-7,17 (m, 2H); 7,43-7,39 (m, 1H); 7,68-7,54
(m, 3H); 9,43 (s, 1H); 9,97 (s, 1H).

RMN de C (50 MHz, DMSO-d, atribuicdo): 47,09 (C-14); 110,97 (C-12); 115,50 (C-
9); 115,55 (C-17 e C-19); 118,85 (C-2 e C-6); 120,83 (C-4); 121,89 (C-10); 122,14 (C-
11); 127,13 (C-15); 127,51 (C-3 e C-5); 130,62 (C-16 e C-20); 135,86 (C-13); 142,72
(C-8); 153,61 (C-7); 156,69 (C-18); 158,86 (C-1).

Para a sintese do composto N,N"-bis[(4-hidroxibenzilideno) benzeno-1,2-
diamina] (3) (Esquema 5.3), utilizou-se um procedimento semelhante aqueles descritos
para a obtencdo dos compostos 1 e 2. Porém, apds a caracterizacdo através de RMN de
'H, 13C e DEPT 135, néo foi possivel confirmar a formac&o do produto desejado (3). No
espectro de RMN de *H (200 MHz) (Figura 5.5) observou-se a presenca de um simpleto
em & 5,41, integrando para dois hidrogénios, e esse sinal ndo é compativel com a
estrutura esperada de 3. Também verificou-se a presenca de dois sinais de hidroxilas
fendlicas diferentes e o desaparecimento do sinal dos hidrogénios das iminas, embora a
integracdo na regido de aromaticos mostrava presenca de 12 hidrogénios. O espectro de
RMN *3C (a 50 MHz) (Figura 5.6) revelou a presenca de um sinal em & 47,09, o qual,
pela anélise do subespectro de RMN *3C DEPT 135 (Figura 5.7), foi verificado tratar-se
de um carbono metilénico (CH,), também incompativel com a estrutura do composto 3.
Com base nestes dados propds-se, entdo, a estrutura 3a para este composto (Esquema
5.3). A conversdo 3 — 3a provavelmente ocorre por um ataque nucleofilico do
nitrogénio de um dos grupamentos imina sobre o carbono do outro grupo imina, seguida
por um rearranjo (migragdo de hidreto), com a consequente formacdo de um anel

imidazolico.
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Figura 5.5: Espectro de RMN de *H do composto 3a.
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N,N"-bis(2-hidroxibenzeno) isoftaldiimina (4)
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Esquema 5.4: Sintese do N,N"-bis(2-hidroxibenzeno) isoftaldiimina (4).

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 2-hidroxianilina (490 mg,
4,5 mmol), adicionou-se 8 mL de etanol sob agitacdo magnética e o sistema foi mantido
sob refluxo. Adicionou-se aos poucos isoftalaldeido (300 mg, 2,2 mmol) dissolvido em
2 mL de etanol. Apos 5 horas, por intermédio de CCD, observou-se o término da
reacdo. O etanol foi removido a presséo reduzida até a metade do volume inicial com o
auxilio de um rota-evaporador. A solucdo foi colocada na geladeira e, apos 8 horas
formou-se um precipitado amarelo que foi filtrado a vacuo, com 76% de rendimento
(296 mg; 0,934 mmol). O ponto de fuséo (PF) foi de 151-152 °C.
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Dados espectroscopicos do composto 4

RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds, v, multiplicidade, integracéo, J (Hz)): 6,97-6,83
(m, 4H); 7,12 (t, 2H, 7,5); 7,26 (d, 2H, 7,4); 7,64 (t, 1H, 7,6); 8,18 (d, 2H, 7,6); 8,68 (s,
1H): 8,80 (s, 2H); 9,14 (s, 2H).

RMN de C (50 MHz, DMSO-d, atribuicdo): 116,22 (C-2); 119,31 (C-4); 119,68 (C-
5); 127,78 (C-3); 129,18 (C-12); 131,48 (C-9 e C-11); 136,91 (C-8); 137,74 (C-6);
151,40 (C-1); 158,76 (C-7).

A discusséo sobre os dados de RMN do composto 4 é muito semelhante aquela
conduzida para o composto 1. Por esse motivo, uma exposi¢do detalhada sobre esses

dados espectroscépicos ndo sera aqui realizada.

N,N’-bis[(2-hidroxibenzilideno) benzeno-1, 3-fenilenodiamina] (5)

CHO NHz B
OH TRy
g + 2
2 ’ # -; OH
MH;
11
(3

Esquema 5.5: Sintese do N,N"-bis[(2-hidroxibenzilideno) benzeno-1, 3-

H-0

2

fenilenodiamina] (5).

Em um bal&do de fundo redondo de 50 mL, contendo 2-hidroxibenzaldeido (2,26
g; 18,52 mmol), adicionou-se 30 mL de tolueno anidro sob agitacdo magnética
vigorosa, e o sistema foi mantido sob refluxo. Apds a total solubilizacdo, adicionou-se
1,3-fenilenodiamina (1,0 g; 9,26 mmol). Depois de 9,0 hrs, por intermédio de CCD,
observou-se o término da reagdo. O tolueno foi removido a pressdo reduzida com o
auxilio de um rota-evaporador. O produto formado foi ressuspendido com metanol
gelado e filtrado, fornecendo um solido amarelo com 88% de rendimento (2,63 g; 8,3
mmol). O ponto de fusdo (PF) foi de 108-110 °C.
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Dados espectroscopicos do composto 5

RMN de *H (400 MHz, CDCls, 8y, multiplicidade, integracéo, J (Hz)): 6,93 (td, 2H, 7,6
e 0,8); 7,02 (d, 2H, 8,0); 7.17-7.13 (m, 3H); 7,39-7,34 (m, 4H); 7,43 (t, 1H, 7,8); 8,61
(s, 2H); 13,08 (s, 2H)

RMN de *C (50 MHz, CDCls, atribuicéo): 114,05 (C-2); 117,23 (C-12); 119,03 (C-6);
119,17 (C-9 ou C-11); 119,59 (C-4); 130,21 (C-5); 132,53 (C-10); 133,40 (C-3); 149,38
(C-8); 161,12 (C-1); 163,17 (C-7).

A discusséo sobre os dados de RMN do composto 5 é muito semelhante aquela
conduzida para o composto 1. Por esse motivo, uma exposi¢do detalhada sobre esses

dados espectroscdpicos ndo sera realizada aqui.

Tentativa de sintese do N,N"-bis[(2-tiobenzilideno) benzeno-1, 3-fenilenodiamina]

(6)

o

SH

(6) (6a)

Esquema 5.6: Sintese proposta para o bis(m-hidroxi-benzaldeido)-o-tio-aminofenol (6)

e a suposta formacéo do produto 6a.

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo isoftalaldeido (400,0 mg; 3,0
mmol), adicionou-se 30 mL de tolueno sob agitacdo magnética e o sistema foi mantido
sob refluxo. Apos a total solubilizacdo, adicionou-se 2-aminotiofenol (0,64 mL; 6,0
mmol). A mistura foi refluxada por 17hrs e, por intermédio de CCD, observou-se o
término da reacdo. O tolueno foi removido a pressdo reduzida com o auxilio de um
evaporador rotativo. O produto formado foi lavado com acetato de etila e filtrado,
fornecendo um sdlido branco com 20% de rendimento. O ponto de fusdo (PF) foi de
182-183 °C.
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Dados espectroscopicos do composto 6a

RMN de 'H (200 MHz; CDCls, dy, multiplicidade, integragéo, J(Hz)): 8,73 (1H,
s, H-12); 8,15-8,06 (4H, m, H-5, H-9); 7,88 (2H, d, J*=7,8; H-2); 7,56-7,32 (5H, m, H-
3, H-4, H-10).

Para a sintese do composto N,N"-bis[(2-tiobenzilideno) benzeno-1, 3-
fenilenodiamina] (6) (Esquema 5.6), utilizou-se um procedimento semelhante aqueles
descritos para a obtencdo dos compostos 1 e 2. Porém, apds a caracterizacao através de
RMN de 'H (Figura 5.8), *C ( figura 5.9) e DEPT 135 (figura 5.10), ndo foi possivel
confirmar a formacéo do produto desejado (6). No espectro de RMN *H (200 MHz)
(Figura 5.8) observou-se a presenga de um simpleto em & 8,73, integrando para um
hidrogénio, e esse sinal ndo era compativel com a estrutura esperada de 6 que deveria
apresentar um sinal nessa regido integrando para 2 4&tomos de hidrogénio, equivalentes a
hidrogénio das imina. Também verificou-se a auséncia dos sinais relativos ao S-H assim
como a integracdo mostrou a presenca de apenas 12 &tomos de hidrogénio, incompativel
com a estutura 6, que deveria apresentar 16 atomos de hidrogénio. Com base nestes

dados propos-se, entdo, a estrutura 6a para este composto (Esquema 5.6).
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Figura 5.8: Espectro de RMN de *H do composto 6a em CDCl5
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Figura 5.10: Subespectro de DEPT do composto 6a em CDCl;

A intencdo inicial foi sintetizar o ligante 6, o analogo sulfurado de 1. No entanto,
como indicado pelos dados de RMN (e também pelos dados do ESI-MS como sera

mostrado adiante), o0 composto 6 converteu-se em 6a (Esquema 5.6).
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5.4 Resultados e discussao

Complexagéo dos ligantes 1, 2, 4, 5 com os cations metélicos Pb?*, Cd** e Hg**

Um dos objetivos propostos inicialmente para este trabalho seria utilizar a
técnica ESI-MS para verificar a capacidade de complexacdo de alguns metais pesados
(Pb*, Cd** e Hg*) pelos ligantes sintetizados (1, 2, 4, 5), visando uma possivel
aplicacdo ambiental. Para facilitar a visualizacdo, as estruturas de tais ligantes, bem

como as estruturas dos produtos derivados 3a e 6a, sdo mostradas na Figura 5.11.
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. iE
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Figura 5.11: Estruturas dos ligantes de Salen (1, 2, 4 e 5 e dos produtos derivados 3a e

6a) sintetizados.

Na condugéo do trabalho percebeu-se que tais ligantes (1, 2, 4, 5) ndo foram
eficientes para complexar os cations metalicos (ou, menos provavel, houve a formacao
de complexos neutros que ndo puderam ser detectados nos espectros ESI-MS). Deste
modo, os espectros ESI-MS, mostrados nas Figuras 5.12 a 5.14, ndo revelaram a
presenca significativa dos complexos esperados. Perfis semelhantes foram observados
nos demais espectros de ESI-MS, envolvendo todas as combinagdes possiveis entre 0s

trés cations (Pb®*, Cd** e Hg*") e os quatro ligantes avaliados (1, 2, 4, 5).
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Figura 5.12: Espectro ESI(+)-MS obtido a partir de uma solucéo (em adgua-metanol 1:1

v/v) contendo 0 composto 2 (1 x 10° mol L™) e nitrato de chumbo (1 x 10 mol L™).

100— 217

80
S
P 211
=
T 50—
=
e
Y _
=
(2]
=
‘T 40|
=
@
g
= _

2 Ligantes + Hg+
204 l
| 423
99 285 503 510 730 833 927
0 '|Ll T * '|“'“""""|L T T s S — |
100 200 300 400 500 GO0 700 300 Q00 1000
m/z

Figura 5.13: Espectro ESI(+)-MS obtido a partir de uma solucéo (em adgua-metanol 1:1

v/v) contendo 0 composto 1 (1 x 10° mol L™) e cloreto de merctrio 11 (1 x 10° mol L~
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Figura 5.14: Espectro ESI(+)-MS obtido a partir de uma solucdo (em agua-metanol 1:1

v/v) contendo o composto 4 (1 x 10 mol L™) e nitrato de cadmio (1 x 10° mol L™).

Obtencéo dos perfis de fragmentacéo das formas protonadas dos compostos 1, 2, 3a,

4, e 5: a influéncia da posicédo dos substituintes

Tendo como base tais resultados e, também, levando-se em consideracdo que 0s
ligantes do tipo Salofen sdo de grande interesse para 0 nosso grupo de pesquisa,
resolveu-se realizar um trabalho sistematico voltado para a obtencdo dos perfis de
fragmentacdo das formas protonadas das moléculas isoméricas 1, 2, 4, 5 e também do
composto ciclico 3a. De posse desses dados pretendia-se propor uma maneira rapida e
confiavel para a diferenciacdo dos varios isémeros. Por ultimo, mas ndo menos
importante, deve-se ressaltar que existem poucos trabalhos na literatura sobre a

diferenciacéo de isdmeros por ESI-MS/MS.%

Assim, 0s compostos isoméricos 1 e 2 diferem entre si pela posicdo das
hidroxilas ligadas aos anéis A (localizadas em orto e meta em relacdo ao substituinte
imina, respectivamente). Como explicado anteriormente, o composto ciclico 3a,
também isémero de 1 e 2, foi originado a partir do composto 3, este ultimo contendo as
hidroxilas nas posicOes para dos anéis A. Os compostos 4 e 5 sdo distintos dos
anteriores devido a posi¢cdo em meta ocupada pelos substituintes imina no anel central
(B), como mostrado na Figura 5.11 (pagina 75). Ambos 0s compostos (4 e 5) diferem

entre si pela forma como os substituintes imina séo ligados ao anel B (pelo N e C,
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respectivamente) e, também, devido as posi¢des distintas ocupadas pelos substituintes

hidroxila nos anéis A.

Assim, o espectro ESI(+)-MS do composto 1 (Figura 5.15) mostrou a presenca
predominante do ion de m/z 317, relativo a forma protonada de 1, [1 + H]". Espectros de
ESI(+)-MS foram obtidos para os outros compostos (2, 3a, 4, e 5) e, em todos 0s casos,
observou-se a presenca predominante de [M + H]*. As espécies protonadas foram,

entdo, selecionadas e fragmentadas.
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Figura 5.15: Espectro ESI(+)-MS obtido a para o0 composto 1.

A fragmentacio da espécie [1 + H]", espectro MS/MS mostrado na Figura 5.16,
levou a formacdo exclusiva do ion de m/z 211, através da perda de uma molécula de 6-
metileno-2,4-ciclohexadien-1-ona (106 Da). A proposta de fragmentacdo de [1 + H]"
encontra-se descrita no Esquema 5.7. O ion de m/z 211 apresenta um sistema
conjugado extenso, o que lhe confere elevada estabilidade explicando, assim, sua
presenca exclusiva no processo de fragmentagio de [1 + H]".
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Figura 5.16: Espectro MS/MS do ion de m/z 317 referente a espécie [1 + H]".
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Esquema 5.7: Proposta de fragmentac&o para o ion [1 + H]* de m/z 317.

O espectro MS/MS da espécie [2 + H]* (Figura 5.17) revela, além da presenca
predominante do ion de m/z 223 (referente a perda de uma molécula de fenol- 94 Da),
os ions de m/z 211 e de m/z 107 (cation 3-hidroxi-fenil-metilium). A proposta de
fragmentacdo para este ion encontra-se detalhadamente descrita no Esquema 5.8. A
forca motriz para este processo de fragmentagdo provavelmente deve estar relacionada a

formacéo dos trés ions-produto, os quais sdo altamente estabilizados por ressonancia.
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Figura 5.17: Espectro MS/MS do ion de m/z 317 referente a espécie [2 + H]".
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Esquema 5.8: Proposta de fragmentac&o para o ion [2 + H]" de m/z 317.

Observando esses dados pode-se notar uma clara diferenga entre o perfil de
fragmentacio de [1 + H]" em relagdo a seu isbmero [2 + H]", 0 que demonstra uma

diferenciacdo inequivoca entre ambos.
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O espectro MS/MS da espécie ciclica [3a + H]", isomérica de [1 + H] e [2 +
H]*, é mostrado na Figura 5.18. A fragmentagdo desta espécie gerou, exclusivamente,
um fon de m/z 211. Note que o perfil de fragmentacdo para o ion [3a + H]" é muito
semelhante aquele observado para [1 + H]*. Uma proposta de fragmentagio para esta

espécie é fornecida no Esquema 5.9.
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Figura 5.18: Espectro MS/MS do ion de m/z 317 referente a espécie [3a + H]".
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Esquema 5.9: Proposta de fragmentacéo para o fon [3a + H]" de m/z 317.

A Figura 5.19 mostra o espectro MS/MS da espécie [4 + H]". Em oposi¢do ao

verificado nos trés casos anteriores (Figuras 5.16- 5.18), a fragmentacdo deste ion ndo
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produziu um ion de m/z 211. A principal rota de fragmentacdo envolveu a formacao
predominate de um ion de m/z 299, uma espécie contendo um anel de quatro membros e
originada pela perda de H,O do ion precursor [4 + H]", além de um outro ion de m/z 107
(o céation 2-hidroxifenil-metilium). Uma proposta para tais canais de fragmentacao

encontra-se descrita no Esquema 5.10
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Figura 5.19: Espectro de ESI-MS/MS para o ion [4 + H]* de m/z 317.
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Esquema 5.10: Proposta de fragmentacéo para o ion [4 + H]" de m/z 317.
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A Figura 5.20 mostra o espectro MS/MS do ion de m/z 317, a forma protonada
do composto 5. E possivel notar os fons de m/z 223 (formado pela perda de fenol), 198 e
120, apresentando assim um perfil de fragmentacdo completamente diferente dos
anteriores. A proposta de fragmentacdo encontra-se descrita no Esquema 5.11.
Diferentemente do exemplo anterior, neste caso ndo se observa fragmentos originarios a

partir de perda de uma molécula de agua.
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Figura 5.20: Espectro de ESI-MS/MS para o ion [5 + H]* de m/z 317
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Esquema 5.11: Proposta de fragmentac&o para o ion [5 + H]" de m/z 317.
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A partir desses dados, pode-se concluir que a fragmentagdo das formas
protonadas dos isdmeros 1, 2, 4 e 5 ocorreu por caminhos distintos, com excegéo de [1
+ H]" e [3a + H]" que, surpreendentemente, geraram perfis quase que idénticos. Estas
diferencas nos caminhos de fragmentacao foram, certamente, induzidas pelas diferentes
posicBes ocupadas tanto pelos grupos hidroxila quanto pelos atomos de nitrogénio nas

moléculas.

O caso da molécula sulfurada 6a: evidéncias estruturais fornecidas pelos espectros
ESI(+)-MS e MS/MS

O estudo com o composto 6 (Esquema 5.6), o analogo sulfurado de 5, visava
verificar a influéncia do grupo SH (em substitui¢cdo ao grupo OH) tanto na capacidade
de complexacdo com os metais pesados quanto no perfil de fragmentacdo. O insucesso
desta sintese, com a provavel obtencdo do composto ciclico 6a como discutido
anteriormente, levou a avaliar o perfil de fragmentacdo da forma protonada deste

altimo, [6a + H]".

A Figura 5.21 mostra o espectro ESI(+)-MS do composto 6a, onde se observa a
presenca predominante do jon de m/z 345 relativo a [6a + H]". Note que em relagio a
espécie [6 + H]", de m/z 349, houve um decréscimo de 4 Da referente & perda de duas
moléculas de H,. Este resultado, portanto, corrobora com os dados provenientes de
RMN e sugere a cicliza¢do proposta no Esquema 5.6. Desde que o mecanismo para tal
transformacédo ainda nédo esta totalmente esclarecido, estudos adicionais, experimentais
e tedricos, sdo necessarios para que uma proposta mecanistica consistente possa ser
formulada. Finalmente, o jon [6a + H]" foi selecionado e fragmentado por CID. No
entanto, esta espécie manteve-se resistente a fragmentagdo mesmo com o aumento da
energia de colisdo (espectro MS/MS ndo mostrado). Este dado também esta consistente

com a estrutura rigida proposta para a molécula 6a.
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Figura 5.21: Espectro ESI(+)-MS obtido para 0 composto 6a.

5.5 Conclusao

Apesar do objetivo inicial do trabalho, ou seja, a avaliacdo da complexacéo de
alguns cations de metais pesados com os ligantes sintetizados, néao ter sido alcancado, o
estudo do padrdo de fragmentacdo das formas protonadas desses isdmeros (atraves de
experimentos MS/MS) revelou que é possivel diferencia-los. Tais diferencas nos
caminhos preferenciais de fragmentacdo foram causadas pelos modos distintos como 0s
substituintes (grupos imino e hidroxila) estdo conectados nos anéis benzénicos de suas
estruturas. Tal estudo também se reveste de importancia, pois poucas investigacoes tém
sido relatadas na literatura sobre este tema. Finalmente, dados obtidos por ESI-MS e
MS/MS contribuiram para esclarecer a estrutura do produto sulfurado 6a formado pela

ciclizacdo oxidativa do precursor 6.
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6 Conclusao Geral
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A espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray foi aplicada com
sucesso na investigacdo do mecanismo de duas reacOes organicas (Reagdo de Zincke e
Reacdo de Aza Diels Alder). Nesses estudos foram possiveis a identificacdo de varios
intermediarios importantes, alguns detectados pela primeira vez, mostrando o potencial
dessa técnica para o estudo de mecanismos de reacdes organicas. Foi possivel também
aplicar com sucesso essa técnica no estudo de fragmentacdo de bis-hidroxiiminas
aromaticas isoméricas, sendo essa Ultima aplicacdo de grande importancia para a
investigacdo estrutural de substancias organicas, principalmente para essa classe de
compostos, que ndo possui estudo semelhante na literatura quimica, através de

espectrometria de massas com ionizacao por electrospray.
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