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RESUMO

A Espectrometria de Massas com lonizagdo por Paper Spray (PS-MS) é uma das
mais recentes e inovadoras técnicas de ionizagdo a pressao ambiente, desenvolvida por
Cooks e colaborados em 2010. Esta técnica é utilizada na analise de diferentes compostos,
desde drogas, alimentos e bebidas, até o estudo de reacbes quimicas em superficie. Em
relacdo ao estudo de reagfes quimicas, a ionizagdo por paper spray vem se tornando uma
ferramenta importante e inovadora que possibilita o estudo de reacdes em superficie,
permitindo a visualizacdo rapida e eficiente de intermediarios e produtos. Neste trabalho
foram investigadas trés diferentes reagcdes em superficie: a oxidacao de alcoois catalisada
por ruténio, onde cinco produtos foram visualizados ao final de sessenta minutos, dentre
eles, o aldeido, o &cido carboxilico e o éster correspondente ao alcool empregado; a
desacetilacdo enzimatica de acUcares peracetilados catalisada pela lipase Burkholderia
cepacia, cuja atividade foi avaliada apds sessenta minutos, sobre o substrato 1,2,3,4-tetra-
O-acetil-B-D-xilopiranose; e a reacdo multicomponente de Povarov, onde diferentes
intermediéarios e produtos foram visualizados ao final de dez minutos, ap6s a reagéo entre
a p-bromoanilina e diversos aldeidos na presenca do 2,3-diidrofurano e acido férmico.
Em todas essas reacbes conduzidas em superficie, a PS-MS se mostrou uma 6tima
ferramenta, fornecendo respostas rapidas, sensiveis e coerentes, facilitando o

monitoramento de cada reacdo proposta neste trabalho.

Palavras-chave: espectrometria de massas, reacdes em superficie, oxidacao de alcoois,

reacao enzimatica, reacao de Povarov.



ABSTRACT

Paper Spray Mass Spectrometry (PS-MS), developed by Cooks and co-workers in
2010, is one of the most novel and innovative atmospheric pressure ionization methods.
This technique has been used to analyze different compounds, from drugs, foods, drinks,
and also on-surface chemical reactions. Regarding the study of chemical reactions, paper
spray ionization comes as an important and innovative tool that allows the study of on-
surface reactions, enabling the visualization of intermediates and products in a fast and
efficient way. In this work aims to study three different on-surface reactions: the alcohol
oxidation catalyzed by ruthenium, that undergoes to five new products at sixty minutes,
among them, the aldehyde, the carboxylic acid and the ester; the enzymatic deacetylation
of peracetylated sugars catalyzed by Burkholderia cepacia lipase whose activity was
evaluated after at sixty minutes, on the 1,2,3,4-tetra-O-acetyl-f-D-xylopyranose substrate;
and Povarov’s multicomponent reaction, in which different intermediates and products
were visualized at ten minutes, after p-bromoaniline and several aldehydes react in the
presence of 2,3-dihydrofuran and formic acid. In all these on-surface reactions, PS-MS
proved to be a great tool, providing fast, sensitive and consistent responses facilitating

the monitoring of each reaction proposed in this work.

Key-words: mass spectrometry, on-surface reaction, alcohol oxidation, enzymatic

reaction, Povarov reaction.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Espectrometria de Massas

Ao final do século XIX muitos cientistas procuravam entender a natureza dos raios
catddicos. Em busca de respostas, o fisico britanico Joseph John Thomson utilizou o tubo
de raios catodicos, no qual observou a deflex&o de algumas particulas quando se aplicava
um campo elétrico em um determinado ponto da trajetdria desses raios. Deste modo,
Thomson conseguiu medir simultaneamente a razdo carga/massa (e/m) e a carga (e)
dessas particulas, podendo entdo, medir indiretamente sua massa. Essas particulas foram
chamadas de elétrons e com isso, J. J. Thomson propds um novo modelo atémico e

recebeu o0 Prémio Nobel de Fisica em 1906 devido a descoberta do elétron. !

Posteriormente, J. J. Thomson e Francis Aston construiram juntos, o que se acredita
ser, 0 primeiro espectrdmetro de massas da historia, que era capaz de medir a massa de
atomos ionizados. Nas primeiras décadas do século XX, Aston buscou aprimorar 0s
equipamentos construidos até entdo, na busca de aumentar o poder de resolucdo, para
separar e provar a existéncia de isotopos. F. Aston recebeu o Prémio Nobel de Quimica

em 1922 devido as descobertas feitas no campo dos isdtopos nao-radioativos.[!

Em meados do século XX, Alfred Nier, um fisico americano, foi responsavel por
difundir a espectrometria de massas aléem da comunidade de fisicos, que na época
dominavam essa area do conhecimento. Nier auxiliou bidlogos em estudos com C,
geoquimicos no estudo com is6topos de Pb e um dos trabalhos mais importantes, a
separacdo e quantificacdo dos isotopos de Uranio (U) utilizando a espectrometria de
massas e provando que o 2*°U seria o responsavel pelo processo de fissdo nuclear. A
importancia dos isdtopos em meados do século XX, devido a Segunda Guerra Mundial,
fez com que a espectrometria de massas surgisse como uma importante técnica

instrumental.[]

Ainda em meados do século XX, os espectrometros de massas foram evoluindo e
sendo aplicados na deteccdo de pequenos hidrocarbonetos em petroleo e na area de
produtos naturais. Fred McLafferty, Klaus Biemann e Carl Djerassi foram os quimicos
responsaveis por utilizar a espectrometria de massas na elucidacdo de estruturas de

diversas moléculas organicas desconhecidas através do padrio de fragmentac&o.l*l Deste



modo, a espectrometria de massas se firmou como uma importante ferramenta na analise

estrutural de diversas moléculas.

Atualmente, a espectrometria de massas é uma técnica analitica que permite a analise
estrutural e determinagdo das massas moleculares de compostos, como: farmacos,
metabolitos,! proteinast! e polimeros.! A técnica é baseada na geragao de ions positivos
Ou negativos, que sdo separados através da sua razdo massa/carga (m/z) utilizando a
propriedade eletromagnética. Basicamente, o espectrometro de massas € dividido em trés
partes: a fonte de ionizacéo, o analisador de massas e o detector (Figura 1). As diferentes
combinagOes desses componentes fizeram com que diversos tipos de equipamentos

fossem desenvolvidos e pudessem ser acoplados a técnicas cromatogréficas.

For_mte d~e - Analisador » Detector
lonizacéao

Sistema de

Amostra Dados

Espectro de Massas

Figura 1: Componentes principais do espectrémetro de massas.

1.1.1. Fontes de lonizagao

A fonte de ionizacao € responsavel por ionizar a amostra para que possa ser analisada
no analisador de massas. Existem fontes de ionizacdo que operam a pressao reduzida,
como: ionizacdo por elétrons (electron ionization - EIl) e ionizagdo quimica (chemical
ionization - CI); e aquelas que trabalham a pressdo ambiente, como: ioniza¢éo quimica a

pressdo atmosférica (atmospheric pressure chemical ionization - APCI), ionizacdo por



eletrospray (electrospray ionization - ESI), ionizacéo a laser assistida por matriz (matrix-
assisted laser desorption ionization - MALDI), ionizagio de dessorgéo por eletrospray
(desorption electrospray ionization - DESI) ou ionizagdo por paper spray (paper spray
ionization - PS).[81 Essa diversificacdo na natureza das fontes de ionizacéo é o principal

motivo do crescimento da espectrometria de massas.

A ionizacéo por elétrons (EI) é uma técnica de ionizacao a pressdo reduzida baseada
na geracdo de ions em fase gasosa, onde moléculas sdo expostas a um feixe de elétrons.
Neste processo, elétrons sdo retirados ou capturados dos &tomos presentes na estrutura da
molécula, criando uma espécie ion-radical, chamada por definicdo de ion-molecular. Esta
técnica de ionizacdo permite a anélise de moléculas volateis, termoestaveis, de baixa
massa molecular e baixa polaridade, sendo acoplada principalmente a cromatografia

gasosa. Geralmente, ocorre fragmentacao total ou parcial do ion-molecular.[”]

Devido a natureza das técnicas de ionizacdo a pressdo reduzida (El e Cl), somente
moléculas volateis, termoestaveis, de baixa massa molecular e baixa polaridade podiam
ser analisadas. Moléculas como aminoacidos, acucares e macromoléculas, como
proteinas, acidos nucleicos e polimeros, ndo podiam ser analisadas por EM. O surgimento
das técnicas de ionizacdo a pressdo atmosférica e condicdes mais brandas, como a ESI

em meados da década de 80, foram de extrema importancia para o crescimento da EM.[6]

Dentre as técnicas de ionizacdo atmosférica, a ionizagdo por eletrospray (ESI) é uma
das técnicas de ionizacao mais difundidas em EM devido a grande variedade de moléculas
que podem ser analisadas sob condi¢des brandas de ionizacdo. Essas caracteristicas

renderam o Prémio Nobel de Quimica de 2002 ao pesquisador John B. Feen.

A ESI é umatécnica que se baseia na aplicacdo de um potencial elétrico em um capilar
contento o analito em solucdo, onde ocorre um processo de oxirreducdo e a molécula é
ionizada positivamente ou negativamente, dependendo do potencial aplicado. A partir
disso, os ions se acumulam na ponta deste capilar (cone de Taylor), até que a densidade
de carga chegue ao seu limite e a gota se desprenda e se subdivida em gotas menores,
gerando o spray. As gotas altamente carregadas, agora em fase gasosa, vao sofrendo um
processo de dessolvatacéo e ficando menores (fissdo de Coulomb), até que o analito fique
isolado, sendo assim, atraido para o interior do espectrometro de massas, onde € analisado

(Figura 2, pagina 4).18!
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Figura 2: Mecanismo de ionizacdo por eletrospray (ESI): subdiviséo das gotas.
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A ionizacdo por eletrospray permite a analise de moléculas de alta polaridade e alta
massa molecular, como proteinas, carboidratos e polimeros, gerando o ion molecular com
pouca ou nenhuma fragmentacdo. Entretanto, pode gerar moléculas com muitos estados
de carga, dificultando um pouco a andlise. Devido ao fato do processo de ionizagao
ocorrer em solucdo, essa técnica pode ser acoplada a cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

1.1.2. Analisadores de Massas

Os analisadores de massas sdo responsaveis por analisar e separar 0s ions gerados na
fonte de ionizacdo atraveés da razdo m/z. Basicamente, os analisadores utilizam a
propriedade eletromagnética para separar esses ions, ou seja, aplicacdo de um campo
elétrico, magnético ou a combinacdo dos dois. Os analisadores possuem trés
caracteristicas que os diferenciam entre si: o0 poder de resolucdo, que é a capacidade do
analisador diferenciar ions com valores de m/z bem préximos; o limite de medicdo da
razdo m/z; e a capacidade de transmissao dos ions, ou seja, a razdo entre a quantidade de

jons produzidos na fonte e a quantidade que é detectada.

Alguns exemplos de analisadores de massas existentes sdo: setor magnético (B),
quadrupolo (Q), armadilha de ions (ion trap — IT), tempo de voo (time of flight — TOF),
orbitrap, ressonancia ciclotrénica de ions (ion cyclotron resonance — ICR). Existem
tambem analisadores hibridos, como: setor magnético-eletrostatico (BE), triplo
quadrupolo (QqQ), quadrupolo-TOF (QTOF), ion trap-TOF (IT-TOF), entre outros.[®!



Os analisadores quadrupolos (Q) sdo constituidos por quatro barras cilindricas
equidistantes, dispostas paralelamente e arranjadas em dois pares opostos. Um potencial
elétrico oscilante é aplicado nas barras de modo que, apenas um ion apresente uma
trajetdria estavel através delas, alcancando o detector. Assim, variando o potencial, o
analisador é capaz de separar 0s ions de acordo com sua razdo m/z. Sdo analisadores de
baixa resolucdo e baixa sensibilidade, mas sdo relativamente baratos e facilmente

acoplados a outros analisadores.®!

Os analisadores ion trap (IT) podem ser compreendidos como analisadores
quadrupolo, entretanto, ao invés de descreverem uma trajetoria através dele, os ions sao
aprisionados no analisador (Figura 3). Esses ions sdo mantidos orbitando estavelmente
dentro do analisador através da aplicacdo de um potencial elétrico, até que um
determinado potencial seja aplicado, desestabilizando a Orbita dos ions e expulsando-0s
de acordo com a sua razdo m/z. Sdo analisadores de baixa resolugdo, mas possuem uma
alta sensibilidade, sdo relativamente baratos e permitem sucessiveis processos de

dissociacdo induzida por coliso.!®!
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Figura 3: Funcionamento simplificado do analisador ion trap (IT).



1.1.3. Detectores

Os detectores sdo responsaveis por gerar um sinal elétrico amplificado para cada ion
que colide em sua superficie gerando, posteriormente, o espectro de massas. A escolha
do detector depende do analisador. Os detectores mais utilizados na EM sédo: o

multiplicador de elétrons e o microchanel plate (MCP).[6]

O multiplicador de elétrons é um detector baseado na aceleracdo dos ions que saem
do analisador em direcdo a um diodo de conversdo, onde ocorre a conversao dos ions em
elétrons. Esses elétrons sdo direcionados para o multiplicador de elétrons, onde um efeito

cascata acontece e os elétrons sdo multiplicados, gerando uma corrente elétrica.[®!

O placa de microcanal (microchanel plate - MCP) sdo multiplicadores de elétrons.
Entretanto, neste caso, o detector é constituido por uma placa com varios canais
cilindricos revestidos internamente por um material semicondutor (Figura 4). Entdo,
devido a presenca de diversos canais, a multiplicacdo de elétrons é mais eficiente e,

consequentemente, o detector é mais sensivel.[!

Figura 4: Detector MCP.[]

1.2.  Dissociagdo Induzida por Colisdo

A Dissociagao Induzida por Coliséo (CID), conhecida como espectrometria de massas
sequencial (MS/MS, MS"), € um experimento que permite a fragmentagdo de ions
isolados no analisador através da colisio com um gés inerte (ex.: argonio). E uma
ferramenta muito importante na EM, podendo fornecer informag6es adicionais sobre a

estrutura do ion, necessaria para sua caracterizag&o.

O mecanismo de fragmentacdo de um ion pode ser dividido em duas etapas: uma

etapa muito rapida, onde o ion € atingido pelas moléculas do gas inerte e parte da energia



cinética é convertida em energia interna e uma etapa de decomposicao unilateral do ion
previamente ativado. Os analisadores como o ion trap ou triplo quadrupolo sdo capazes
de realizar esse experimento, sendo que, o ion trap possibilita muitas etapas seguidas de
MS/MS ou MS".[°!

1.3.  Espectrometria de Massas com lonizacéo por Paper Spray

A ionizag8o por paper spray (PS) é uma das mais recentes e inovadoras técnicas de
ionizacdo ambiente, desenvolvida por Cooks e colaboradores em 2010.1°1 A ionizag&o por
paper spray se baseia na aplicacdo de um potencial elétrico na base de um papel
cromatografico de formato triangular. O spray é gerado nos vértices desse papel e o
analito ionizado € liberado em fase gasosa, sendo atraido para o interior do espectrémetro
de massas onde ¢ analisado (Figura 5). A amostra pode ser aplicada diretamente no papel,

seguida da adicdo do solvente, ou através de uma solucao contendo o analito.

B Analito lonizado
Solugéo

Q/ /
i .o.. o

5 /

Papel Triangular
I Espectrometro de

Massas
Figura 5: Processo de ionizac&o por paper spray (PS).F!

O mecanismo de ionizacdo é pouco conhecido, mas acredita-se que o processo de
ionizacdo seja semelhante ao ESI. Seguindo esta légica, o potencial elétrico aplicado no
papel faz com que as moléculas se ionizem, positivamente ou negativamente, e se
acumulem nos vértices do papel triangular. O acimulo de carga chega a um limite e a
gota se desprende formando goticulas menores, gerando o spray. As goticulas séo
dessolvatadas e o analito ionizado é atraido para o interior do espectrémetro de massas.
Sabe-se que alguns fatores influenciam no processo de ionizacdo: o angulo e a distancia
do papel utilizado, em relagdo a entrada do espectrometro de massas, e a composi¢do do

solvente.[0]



Esta nova fonte de ionizagcdo ambiente possui algumas vantagens se comparada com
as outras técnicas de ionizacdo: a facilidade de aplicacdo da amostra, baixo custo e
disponibilidade do papel utilizado, nenhum ou quase nenhum pré-tratamento da amostra,
além da possibilidade de modificagdes quimicas no papel, aumentando a variedade de
substancias que podem ser analisadas.’® Todos esses fatores contribuem para uma

anélise mais barata, rapida e eficiente.

A ionizacdo por paper spray permite a analise de moléculas de alta polaridade e alta
massa molecular, gerando pouca ou nenhuma fragmentacdo dos analitos carregados. Ha
também a possibilidade de se gerar moléculas com mais de um estado de carga e gerar

espectros com uma alta razdo sinal-ruido.

1.4.  Espectrometria de Massas e Reac¢des Quimicas

A EM, principalmente devido ao desenvolvimento de novas técnicas de ionizagédo
(ex.: ESI, APCI e APPI), tem sido aplicada em diferentes areas, mas é principalmente
utilizada no desenvolvimento de métodos analiticos (Figura 6). Entretanto, por ser uma
técnica muito versatil, a EM também pode ser empregada no estudo de reagdes quimicas

em fase condensada.

Quimica Analitica

12% Bioquimica

Espectroscopia

Biologia Molecular

Figura 6: Distribuicdo por &reas das publicagfes relacionadas a espectrometria de massas.
Fonte: Web of Science, termo procurado “mass spectrometry”, de 1945 a 2021, 26/02/2021 as 11:50.



O estudo de reacBes quimicas por EM é muito utilizado para detectar e determinar,
com certa exatiddo estrutural, quais intermediarios reacionais sdo formados ao longo de
uma reacdo, mesmo em quantidades muito baixas e sem a necessidade de isolamento. Se
pensarmos que diferentes solventes, temperaturas, pH, quantidade de reagentes, etc;
podem afetar diretamente na formagdo de um determinado produto, a EM pode ser
utilizada como uma ferramenta que auxilia o pesquisador a ter uma viséo global da reacéo.
Além disso, o uso da EM sequencial (MS") permite a obtencdo de informacdes estruturais

das espécies formadas.

Existem diversos exemplos da aplicacdo da EM no monitoramento de reacdes
quimicas, empregando principalmente a ESI*! e experimentos MS/MS, como: a reago
de Baylis-Hillman onde os autores corroboraram o mecanismo proposto visualizando a
formac&o de intermediérios;™? na reacdo de Metéatese de Olefinas com a observacdo dos
complexos ativos de ruténio;*®! na reagdo de polimerizacdo de Ziegler-Natta, onde
espécies alquilzirconoceno foram detectadas; 4! espécies ativas de paladio também foram
detectadas empregando ESI no monitoramento das reacdes de Heck,*®! Suzukil*®! e
Stille;I*"! reacdes de acoplamento carbono-carbono de extrema importancia na area de

sintese organica.

1.5. lonizacdo por Paper Spray e ReacOes em Superficie

Com o surgimento da ionizacdo por paper spray varios estudos foram desenvolvidos
abrangendo desde analises de farmacos,*® metaboélitos,[*1 materiais,?°! alimentos[?! e
bebidas,??l microrganismos,?®l até o estudo de reacdes quimicas.*! Como dito
anteriormente, o estudo de reacBGes quimicas € de extrema importancia para entender a
formacédo de intermediarios e produtos formados durante uma reacao, além de auxiliar na
definicdo de pardmetros reacionais. Assim, a ioniza¢do por paper spray surge como uma

ferramenta inovadora no estudo e monitoramento de reagcdes em superficie (superficie do
papel).

O estudo de rea¢fes em superficie € uma nova forma de investigar reagdes quimicas,
muito mais simples e rapida, se comparado aos estudos de reacdes em fase condensada,
gerando bons resultados. Portanto, novos estudos vém sendo desenvolvidos abordando
reaces em superficie, como: a condensacdo de Claisen-Schimdt entre a 6-hidroxi-1-

indanona e p-benzaldeido (2014);[?% a reacio do haloférmio utilizando a acetonaftona e



hipoclorito de sddio (2016):16] o estudo de reacdes de acoplamento C-C e reagbes de
oxirreducdo, catalisadas por nanoparticulas metalicas (2016);?"! a degradacéo
fotocatalitica do azul de metileno empregando 6xido de titanio e radiagdo UV (2017)[%8
e um estudo de oxidacdo de alcoois utilizando hipoclorito de sddio e radiacdo UV
(2019).22%

1.6.  Reacdes de Oxidacéo de Alcoois

A oxidacdo de alcoois ¢ uma metodologia de grande importancia na quimica organica,
permitindo a sintese de aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos, substancias de alto valor
sintético. Existem muitas metodologias na literatura que permitem a sintese desses
compostos, como as metodologias classicas: PCC (clorocromato de piridinio)° e
oxidagdo de Jones (H2SOs e CrOs).BY Entretanto, algumas metodologias utilizam

condicdes drasticas e compostos toxicos, além de terem baixa seletividade.

Portanto, metodologias mais brandas de oxidagdo e mais seletivas vém sendo
desenvolvidas, empregando metais de transicdo como catalisadores e novos oxidantes.
Wang e colaboradores desenvolveram uma metodologia de oxidacdo de alcoois a
aldeidos, com rendimentos quantitativos, utilizando um catalisador de Fe(lll), na

presenca de ABNO (iniciador radicalar) e sob atmosfera de oxigénio (Figura 7).%%

OH  10% mol Fe(NO3); e 5% mol ABNO o

R "H ACN, O,, t.a. R” H

Figura 7: Oxidacdo de alcoois a aldeidos empregando Fe(l11), ABNO e O..

Outro metal de transicdo muito utilizado na oxidacdo de alcoois € o ruténio, na
presenca de oxidantes como oxigénio e hidroperdxidos. Kockritz e colaboradores
reportaram o uso de catalisadores de ruténio depositados em suportes de titania e zirconia
na oxidagdo de &lcoois a aldeidos, com bons rendimentos, empregando TBHP, oxigénio

ou hipoclorito de s6dio como oxidante (Figura 8).1%

OH Ru o)
R)\H TBHP, O, ou NaOCI RJ\H

Figura 8: Oxidagéo de alcoois a aldeidos empregando catalisadores de ruténio.
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Existem dois mecanismos propostos para a oxidacéo de alcoois catalisada por ruténio
(Figura 9).54

OH o
-/ + R,OH n+ R1_00H
2 | 1 M
Hzo R1 0_!\Olnn+ Rz) 6
R,OH
R100%
R,
A Y - B
(70 "R, @.o,om 1
>—/ %
| _/OH
Rz) R,

H,0

Figura 9: Ciclos cataliticos propostos para oxidacao de alcoois catalisada por ruténio,

via oxometal (A) e peroxometal (B).

As duas propostas se iniciam com uma espécie ativa de ruténio, no qual é atacada pelo
oxigénio do alcool ou do hidroperédxido, dependendo da via. O intermediario formado
libera o produto e o estado de oxidacdo do metal é restaurado. De acordo com a literatura,
com os metais de transicdo iniciais com configuracdo d° como Mo(VI) e W(VI),
geralmente é observado a via peroxometal. Em metais de transicdo terminais, como
Os(V1II), Ru(VI) e Ru(VIII) é observado a via oxometal.[**!

1.7. Reac¢bes Enzimaticas

Enzimas sdo catalisadores naturais encontrados nos mais diversos organismos vivos,
geralmente de natureza proteica, formadas pela ligacdo de diversos aminoacidos. Essas
macromoléculas possuem extrema importancia para o funcionamento dos sistemas
bioldgicos porque sdo responsaveis por catalisar rea¢des in vivo de diferentes naturezas,
desde reacGes de hidrdlise, descarboxilagbes e oxirreducdo, até reacGes de
polimerizagio.

Por serem consideradas “catalisadores naturais”, acredita-se que as enzimas

aumentam a velocidade reacional num fator de até um milhdo de vezes, se comparada

11



com a velocidade de uma reacdo ndo-enzimatica. A anidrase carbonica, por exemplo,
responsavel por converter CO, em acido carbdnico, permite que a reacéo seja 107 vezes
mais rapida do que uma reagdo ndo-enzimatica.**!

Essa capacidade das enzimas de aumentar a cinética reacional, ou seja, desempenhar
o papel como catalisador numa reacéo, é atribuida a alta seletividade que elas possuem
com um substrato especifico. Isso significa que, geralmente, uma enzima catalisa apenas
uma reacdo ou um conjunto de reagbes de uma classe de substratos especificos. A
especificidade de uma enzima é resultado de sua complexa estrutura tridimensional, no

qual permite uma interacéo precisa com o substrato.[]

A estrutura tridimensional da enzima permite que determinados locais, chamados de
sitios ativos, sejam ideais para a formacdo de um complexo enzima-substrato (ES). O
sitio ativo é uma pequena regido da enzima, onde residuos de aminoacidos ou cofatores
estdo presentes, facilitando a quebra e/ou formacao de ligagdes quimicas, estabilizando e
diminuindo a energia do estado de transi¢do. Acredita-se que o sitio ativo de uma enzima
se molda para que ocorra o encaixe perfeito com o substrato, processo chamado de

sistema de encaixe induzido.l®?!

As lipases sdo uma classe de enzimas responsaveis pela biotransformacdo dos
lipidios no organismo, transformando triacilglicerdis em acidos graxos e glicerol. De uma
maneira geral, o sitio ativo dessas enzimas € capaz de se moldar a diferentes substratos,
possibilitando a ocorréncia de reacBGes de esterificacdo e/ou hidrélise. A atividade
enzimatica das lipases é atribuida a uma triade de residuos de amino&cidos presentes em

seu sitio ativo: serina (Ser), histidina (His) e acido aspartico (Asp).[627]

Durante a reagdo, forma-se um intermediario 1 tetraédrico, envolvendo cinco
ligacGes de hidrogénio, que sdo fundamentais na estabilizacdo do estado de transicao
(Figura 10, pagina 13). Primeiramente, em reacdes de esterificacdo (A) é necessario a
presenca de um agente acilante (ex.: acetato de vinila) para que, inicialmente, ocorra uma
reacdo com o residuo de serina, formando a espécie acilenzima (AcE). O substrato (ex.:
alcoois) ataca a espécie Ack, fornecendo o intermediario 1 que, posteriormente, libera

o produto acilado.]

Em reacdes de hidrolise (B), o residuo de serina exerce a mesma funcdo descrita
anteriormente, entretanto, atuando em outro substrato, o éster. Assim, 0 mesmo

intermedi&rio 1 visto nas reacGes de esterificagdo é formado nas reacfes de hidrolise.
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Deste modo, ao final da reacdo a espécie AcE é liberada, juntamente com o substrato
desacetilado. Existem dois modos para que a enzima retorne ao seu estado nativo: atraves
do ataque por &gua a espécie AcE, liberando acido acético e a enzima (hidrdlise); ou por
meio de uma reacdo onde outro substrato (ex.: alcoois) ataca a espécie AcE
(transesterificacdo). Em ambas as vias, os residuos de histidina (His) e acido aspartico
(Asp) funcionam como um par acido-base, responsavel por estabilizar o intermediario
através de ligacGes de hidrogénio, bem como, os residuos de leucina (Leu) e &cido

glutamico (Glu).BE

Leu1-,\N N/ Glugg Leu17\ /Gluss
/ 5 AN / H\ /H AN
H,C” “OR
rR—0' Jo— A _
’ "S- J—
H 0
I H
N’ |
(7 e "
(o)
Lour o e bl Ynen
N—y. _n—N Hiszgg H--0 ) A
/ 6 N Hishss  H--0

R—O. 0—

\%°K~

;N >‘ASP254 Leu1-,\ /Gluaa Leu1-,\ / Glugg

His)gg “H--0 /N\H“()”H/N\ /N\H\ 'H/N\
H3c% Jl\ AcE
Intermediario 1 rR—o? “o— B H;C o—
T —_—> R—O-‘
N H
v ° v
&N\ >‘A59254 &w o
Hishge  H--O N _>‘ASP264
Hisyge  H--O

Figura 10: Intermediarios da reacdo de esterificacdo (A) e hidrolise (B)

catalisada pela enzima lipase.

As lipases possuem atividade catalitica frente a diversos substratos e um dos seus
principais usos sdo em reagdes enantiosseletivas, onde ocorre a resolucdo cinética de
substratos enantioméricos.*8 Além disso, devido a versatilidade desta enzima em relagéo
ao substrato, elas podem ser utilizadas na esterificacdo ou hidrélise regiosseletiva de

carboidratos.®® Essas reacbes de esterificacdo ou hidrdlise regiosseletivas em
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carboidratos podem ser feitas através de vias sintéticas classicas, entretanto, envolvem

mais etapas de sintese e geralmente, possuem um menor rendimento. %

A atividade enzimatica das lipases pode mudar dependendo de diferentes fatores,
como: temperatura, pH, solvente e 0 a origem do microrganismo. Guisan e colaboradores
utilizaram as lipases na desacetilagéo regiosseletiva de carboidratos peracetilados, onde
demonstrou-se que as enzimas catalisavam a reacao em diferentes grupos do carboidrato

dependendo da origem do microrganismo (Figura 11).[44

(o] OH
AcO
o] \OAc y A:O\t(‘;r:’” OAc
AcO W

OAc

aco™ “oAe &\ Ho O \WOAc
OAc . ,
. . Aco™ “/0Ac
1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a-D-glucopiranose
OAc

Figura 11: Desacetilacéo regiosseletiva do 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a-D-glucopiranose
empregando lipases de diferentes microorganismos: PFL (Pseudomonas fluorescens) e
CRL (Candida rugosa).

Um outro microrganismo que pode fornecer a enzima lipase é a bactéria Burkholderia
cepacia (BCL). Apesar de apresentar a mesma funcdo das lipases apresentadas
anteriormente, lipases BCL exibem atividade a um maior numero de substratos, maior
resisténcia a temperatura e a solventes organicos, como alcoois de cadeia curta.[*?]
Kanerva e colaboradores empregaram a lipase BCL na acetilagdo regiosseletiva e

estereosseletiva de carboidratos com p-lactamas (Figura 12).[4

0
HO O WOH e g o O \\OH
0
HoW "/oH :Ti H,NT A HOY “IoH
OH Ar XX OH

1.2.3.4.6-nenta-O-acetil-o-D-gluconiranose

Figura 12: Acetilacéo regiosseletiva e estereosseletiva do 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a-D-

glucopiranose empregando lipase BCL e -lactamas.
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1.8. Reacbes Multicomponentes

As reagdes multicomponentes séo reagGes onde trés ou mais componentes S&o
adicionados a mistura reacional para a formacdo do produto final. Essas reaces sao
amplamente usadas porque permitem a sintese do produto final em nimero menor de
etapas de sintese e consequentemente, um menor nimero de etapas de purificacdo. Além
disso, reduz a geracdo de residuos e aumenta a economia atdmica.*yl Esses fatores

contribuem para uma sintese verde e mais eficiente.

Acredita-se que Strecker foi um dos pioneiros no uso de reacbes multicomponentes
para a sintese de a-aminoéacidos (1850).1441 A sintese desses compostos por Strecker é
descrita empregando trés reagentes, em apenas duas etapas (Figura 13). A primeira etapa
consiste na formagdo de uma a-aminonitrila, partindo-se do acido cianidrico, hidréxido
de amonio e um aldeido. A segunda etapa é apenas uma hidrélise do grupo nitrila,

produzindo o a-aminodcido.

s + —
o) HCN H,N_ CN hidrélise H.N coO,
U . X X
R H R H R H
NH,OH . .
aminonitrila aminoacido

Figura 13: Sintese de a-amino&cidos de Strecker.

A Reacdo de Povarov é uma reacdo multicomponente que permite a construcdo de
compostos ciclicos nitrogenados em apenas uma etapa. E uma reacdo que envolve um
aldeido, uma amina aromatica e um alceno, na presenca de um &cido de Bronsted ou
Lewis. Dependendo das condicBes reacionais utilizadas, a Reacdo de Povarov origina

anéis tetraidroquinolinicos, quinolinicos ou julolidinicos (Figura 14).1%!

2

. R R R R
o H
JU + N, — N N7 N
R H + | +
x

Tetraidroquinolina Quinolina Julolidina

Figura 14: Reacdo de Povarov.

15



Ha duas propostas em relagdo ao mecanismo dessa reacdo. A primeira delas é se ha
a formacdo de um intermediério idnico (A), ou seja, a formacgdo de um carbocéation. A
segunda proposta consiste em um mecanismo concertado, ou seja, através de uma reagao
de cicloadi¢do Aza Diels-Alder (B).[**1 Esses mecanismos estdo mostrados na Figura 15.

Destaca-se que a formacéo da imina é essencial e aparece nas duas propostas.

R R R
o HN | HN)\L HN
A

R

R
- L

NH, W Hﬁ/)u| HN | HN
St il (oalaad e

Figura 15: Mecanismos propostos (A e B) para a Reacdo de Povarov.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Empregar a Espectrometria de Massas com ionizagdo por Paper Spray (PS-MS) no
estudo de reagdes quimicas em superficie. Dentre as rea¢des estudadas, estdo: reagado
de oxidacéao de alcoois catalisada por ruténio, reacdo de desacetilacdo enzimatica de
carboidratos peracetilados catalisada pela lipase BCL e reacdo multicomponente de

Povarov.

2.2. Objetivos Especificos

- Explorar a técnica PS-MS no estudo e monitoramento de reacdes em superficie,
variando reagentes e condicdes reacionais;

- Analisar os mecanismos, os intermediarios e os produtos formados nas reacgdes

avaliadas.

3. MATERIAIS, METODOS E CARACTERIZACAO

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos no espectrofotdmetro Spectro
RX I da Perkin Elmer (Waltham, Massachussets, USA). Os compostos foram pastilhados
com KBr e os espectros adquiridos na faixa de 4000 a 400 cm™, com a resolugéo de 2,0
cm™. Os espectros de ressonancia magnética nuclear de H, *C e DEPT 135 foram
obtidos no equipamento Bruker Avance DPX/200 (Billerica, Massachussets, USA),
operando a 200 MHz para 'H e a 50 MHz para **C, e no equipamento Bruker Avance
NANOBAY (Billerica, Massachussets, USA), operando a 400 MHz para *H e 100 MHz
para 13C. Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho Gehaka PF 1500 (Sdo
Paulo, Brasil). Os espectros de massas, utilizando a ionizagéo por electrospray (ESI) e a
ionizacao por paper spray (PS), foram obtidos em um espectrometro de massas Thermo
LCQ-Fleet (San Jose, California, USA). As condicdes para ESI foram: temperatura do
bloco: 250 °C; voltagem do capilar: (+) 5,0 kV; fluxo de gés: 30 a.u. As solucbes foram
injetadas por infusdo direta. As condicdes para PS foram: temperatura do bloco: 275 °C,
voltagem do capilar: 5,0 kV, 20 pL de solvente, papel cromatografico triangular com
dimens@es de (1,0 x 1,5 x 1,5 cm) e distancia entre a ponta do papel e a entrada do

espectrometro de massas de aproximadamente 5 cm.
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3.1. Sintese e Caracterizacgdo

3.1.1. Sintese do Alcool 4-(N,N-dimetilamino)benzilico (1a)

o
N

1a

Em um bal&o de 25 mL adicionaram-se, 10 mL de metanol e 500 mg (3.4 mmol) de
p-dimetilaminobenzaldeido. Apds homogeneizacao, adicionou-se 140 mg (3.74 mmol)
de boroidreto de sddio e a reacdo foi mantida sob agitacdo magnética, a temperatura
ambiente. A reacdo foi acompanhada por CCD e ap0s trinta minutos houve o consumo
do material de partida. Adicionou-se adgua destilada a solucdo reacional, para destruicdo
do boroidreto de sddio residual. Realizou-se uma extracdo liquido-liquido com acetato de
etila e a fase orgénica foi concentrada em um rotaevaporador, fornecendo 487 mg (95%)

de um 6leo amarelo.[®!

RMN de H (200 MHz; CDCls): 6 = 7,22 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ar-H); 6,71 (d, J = 8,4 Hz,
2H, Ar-H); 4,53 (s, 2H, CH2); 2,92 (s, 6H, CHa).

RMN de 3C (50 MHz; CDCls): § = 150,3; 128,9; 128,6; 112,6; 65,1; 40,6.
IV (KBr): % = 3398 cm™ (O-H) e 2880 cm™ (C-H).

PS(+)-MS: 152,00 [M+H]".

3.1.2. Sintese do lodeto de 4-(hidroximetilfenil) N,N,N-trimetilaménio (1)

o
AN +
g

'

Em um baldo de 25 mL adicionaram-se, 300 mg (2,0 mmol) do composto 1a e 10
mL de acetona. O sistema foi mantido sob agitacdo magnética e apos a homogeneizacéo,
adicionou-se 247 pL (4,0 mmol) de iodeto de metila. A reacdo foi mantida & temperatura
ambiente durante 16 horas. A suspensdo foi filtrada a vacuo e lavada com acetona,

fornecendo 496 mg (85%) de um solido branco.[*®]
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RMN de *H (200 MHz; DMSO-ds): 6 = 7,93 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Ar-H); 7,53 (d, J = 8,7
Hz, 2H, Ar-H); 5,40 (t, J = 5,6 Hz, 1H, OH); 4,56 (d, J = 5,6 Hz, 2H, CH>); 3,61 (s, 9H,
CHy).

RMN de 13C (50 MHz; DMSO-dg): 6 = 145,7; 144,7; 127,5; 120,2; 61,7; 56,5.
IV (KBr): ¥ = 3352 cm™ (O-H).
Faixa de fusdo: 228-230 °C.

PS(+)-MS: 166,03 [M-I]*.

3.1.3. Sintese do lodeto de 4-(formilfenil) N,N,N-trimetilamdnio (2)

DR
\+
-

"2

Em um baldo de 50 mL adicionou-se, 500 mg (3,4 mmol) do p-
dimetilaminobenzaldeido e 25 mL de acetona. O sistema foi mantido sob agitacdo
magnética e ap6s a homogeneizacgdo, adicionou-se 630 pL (10,2 mmol) de iodeto de
metila. A reacdo foi mantida em refluxo durante 24 horas. A suspenséo foi filtrada a vacuo
e lavada com acetona, fornecendo 453 mg (46%) de um sélido branco.]

RMN de 'H (200 MHz; DMSO-ds): 6 = 10,12 (s, 1H, CHOY; 8,25 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Ar-
H); 8,15 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Ar-H): 3,68 (s, 9H, CHs).

RMN de 13C (50 MHz; DMSO-dg): ¢ = 192,1; 151,0; 136,7; 130,9; 121,8; 56,4.
IV (KBr): ¥ = 1702 cm™ (C=0).
Faixa de fusdo: 161-164 °C.

PS(+)-MS: 164,02 [M-1]*.
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3.1.4. Sintese do Acido 4-(N,N-dimetilamino)benzéico (3a)

o

o
N

| 3a

Em um baldo de 125 mL adicionaram-se, 40 mL de uma solugdo aquosa de
hidréxido de potassio 7% e 1,0 g (6,67 mmol) do p-dimetilaminobenzaldeido. A
suspensdo foi colocada sob agitagdo magnética. Posteriormente, adicionou-se 2.13 g (12,7
mmol) de nitrato de prata. A reacdo foi mantida sob agitacdo, a 60 °C durante 24 horas e
acompanhada por CCD. O sdlido cinza, provavelmente residuo de prata, foi retirado
através de uma filtracdo simples. Em seguida, submeteu-se o filtrado a uma extracao
liquido-liquido com diclorometano. Adicionou-se &cido cloridrico gota a gota (até pH 4-
5) a fase aquosa, sob agitacdo magnética. O solido foi filtrado a vacuo, lavado com agua

destilada e seco sob alto véacuo, fornecendo 1,0 g (91%) de um sélido branco.é

RMN de 'H (400 MHz; DMSO-de): 6 = 7,75 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Ar-H); 6,69 (d, J = 8,9
Hz, 2H, Ar-H); 2,97 (s, 6H, CHa).

RMN de *C (100 MHz; DMSO-ds): J = 167,6; 153,1; 130,9; 116,9; 110,8; 39,6.
IV (KBr): % = 1670 cm™ (C=0).
Faixa de fusdo: 239-240°C.

PS(+)-MS: 166,02 [M+H]*.

3.1.5. Sintese do lodeto de 4-(carboxifenil) N,N,N-trimetilamdonio (3)
o

o
\+
g

'3

Em um baldo de 50 mL adicionaram-se, 500 mg (3,0 mmol) do composto 3a e 25

mL de acetona. O sistema foi mantido sob agitagdo magnética e ap6s a homogeneizacéo,
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adicionou-se 741 pL (12,0 mmol) de iodeto de metila. A reacdo foi mantida em refluxo
durante 24 horas. A suspensdo foi filtrada a vacuo e lavada com acetona, fornecendo 532
mg (58%) de um sélido branco.

RMN de 'H (400 MHz; DMSO-de): 6 = 8,12 (s, 4H, Ar-H): 3,36 (s, 9H, CHs).
RMN de *3C (100 MHz; DMSO-dg): § = 166,0; 150,2; 132,3; 130,9; 121,2; 56,4.
IV (KBr): ¥ = 1726 cm™ (C=0).

Faixa de fusdo: 240-243°C.

PS(+)-MS: 180,09 [M-I]*.

3.1.6. Sintese do 4-(N,N-dimetilamino)benzoato de terc-butila (4a)

Oiok

4a

Em um baldo de 25 mL adicionaram-se, 500 mg (3.0 mmol) do composto 3a, 15
mL de diclorometano e 209 pL (1,5 mmol) de trietilamina. O sistema foi mantido sob
agitacdo magnética e ap6s a homogeneizacao, adicionaram-se 674 pL (6,0 mmol) de
brometo de terc-butila e 695 mg (3,0 mmol) 6xido de prata. A reacdo foi mantida sob
agitacdo, a temperatura ambiente, durante 24 horas, e acompanhada por CCD. O produto
foi purificado por meio de uma coluna cromatogréfica utilizando silica gel como fase
estacionéria e diclorometano como fase mdvel. O solvente foi removido em um

rotaevaporador, fornecendo 350 mg (52%) de um 6leo amarelo.!]

RMN de 'H (400 MHz; CDCls): 6 = 7,86 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Ar-H); 6,63 (d, J = 8,9 Hz,
2H, Ar-H); 3,01 (s, 6H, CHz); 1,57 (s, 9H, CH3).

RMN de 13C (100 MHz; CDCls): 6 = 166,5;153,2;131,1;119,1;110,8;79,8;40,2;28,5.
IV (KBr): # = 1690 cm™ (C=0).
PS(+)-MS: 222,00 [M+H]*.
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3.1.7.Sintese do lodeto de 4-(terc-butoxicarbonilfenil) N,N,N-trimetilamdnio (4)

o /Li
jon
\+
A

I 4
Em um baldo de 50 mL adicionaram-se, 100 mg (1,5 mmol) do composto 4a e 5 mL
de acetona e 1 mL de dimetilformamida. O sistema foi mantido sob agitacdo magnética e
apo6s a homogeneizacgdo, adicionou-se 370 pL (6,0 mmol) de iodeto de metila. A reacéo
foi mantida a 50 °C durante 24 horas. A suspensdo foi filtrada a vacuo e lavada com

acetona, fornecendo 125 mg (23 %) de um solido branco.

RMN de H (400 MHz; DMSO-dg): 6 = 8,12 (d, J = 9,2 Hz, 2H, Ar-H); 8,07 (d, J = 9,2,
9H, Ar-H); 3,66 (s, 9H, CHa): 1,56 (s, 9H, CHa).

RMN de *C (100 MHz; DMSO-de): J = 163,5; 150,2; 132,7; 130,5; 121,2; 81,8; 56,4;
21,1.

IV (KBr): ¥ = 1708 cm™ (C=0).
Faixa de fusdo: 165-167 °C.

PS(+)-MS: 236,04 [M-1]*.

3.1.8. Sintese do 1-metoxi-2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranosideo (7)

(0] OCH;
AcO

Aco™ “IoAc
OAc
7

Em um baldo de 50 mL adicionaram-se, 500 mg (2,6 mmol) do metoxi B-D-
glucopiranosideo e 838,0 pL (10,4 mmol) de piridina, em 25,0 mL de ACN. A mistura
foi mantida a 0 °C e posteriormente, adicionou-se 892,0 puL (12,5 mmol) de cloreto de
acetila. A reacdo foi aquecida, mantida em refluxo e agitacdo magnética durante 24 horas.
Acompanhou-se a reagdo por CCD, utilizando uma solucdo de H2SOs, seguida de

aquecimento, para a revelacdo. Ao final da reagdo, o pH foi ajustado para
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aproximadamente 5 com uma solugédo de acido cloridrico e posteriormente, realizou-se
uma extragdo com acetato de etila. Apos a fase organica ser concentrada, adicionou-se
hexano frio e o precipitado branco foi filtrado (89 %).°"]

RMN de 'H (400 MHz; DMSO-ds): § = 5,19 (t, 1H, J = 8,1 Hz); 4,83 (t, 1H, J = 7,6 H2);
4,71-4,62 (m, 2H); 4,12 (dd, 1H, J1 = 12,2 Hz, J> = 4,9 Hz); 3,94 (m, 2H); 3,31 (s, 3H)
1,95-1,86 (3x s, 12H).

RMN de *C (100 MHz; DMSO-dg): J = 170,0; 169,5; 169,3; 169,1; 100,1; 72,1; 70,8;
70,5; 68,2; 61,7; 56,2; 20,5; 20,4; 20,3; 20,2.

IV (KBr): ¥ = 1744 cm™ (C=0).
Faixa de fusdo: 105-108 °C.

PS(+)-MS: 385,08 [M+Na]*.

3.1.9. Sintese do 1,2,3,4-tetra-O-acetil-p-D-xilopiranosideo (8)

(0] OAc
Aco™ “oAc
OAc
8

Em um baldo de 25 mL, adicionaram-se 1,0 g (6,65 mmol) de D-xilopiranose, 545
mg (6,65 mmol) de acetato de sddio e 7,5 mL (79 mmol) de anidrido acético. A reacéo
foi mantida a 80 °C e agitacdo magnética constante, durante 24 horas, e acompanhada por
CCD, utilizando uma solugéo de H>SOa, seguida de aquecimento, para a revelagdo. Ao
final, a reacdo foi vertida em um banho de gelo moido e realizou-se uma extracdo com
diclorometano. A fase orgéanica foi lavada com uma solugéo saturada de bicarbonato de
sodio e 4gua, até pH 7. Adicionou-se Na>SOs anidro, filtrou-se e concentrou-se a fase

organica. O 6leo amarelo foi cristalizado em etanol (45%).55

RMN de '™H (400 MHz; CDCls): 6 = 5,72 (d, 1H, J = 6,9 Hz); 5,21 (t, 1H, J = 8,2 H2);
4,95-5,06 (m, 2H); 4,15 (dd, 1H, Ji = 8,4 Hz, J; = 3,5 Hz); 3,53 (dd, 1H, J1 = 4,9 Hz, J
= 7,1 Hz); 2,06-2,11 (3x 5, 12H).
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RMN de *C (100 MHz; CDCls): = 169,84; 169,32; 169,05; 92,06; 77,38; 77,06; 76,74;
71,02; 69,51, 68,34; 62,82; 20,82; 20,73; 20,67; 20,61.

IV (KBr): ¥ = 1750 cm™ (C=0).
Faixa de fusdo: 131-133°C.

PS(+)-MS: 341,03 [M+Na]".

3.2. Procedimento Experimental: Reacédo de Oxidacéo de Alcoois

Aplicaram-se no papel triangular 5 puL (0,75 pmol) de uma solugdo de RuCls (0,15
mol.L ™) em ACN grau HPLC, 5 pL (7,5 umol) de uma solugdo de TBHP (1,50 mol.L™?)
e 5 puL (0,75 pmol) de uma solucdo do composto 1 (0,15 mol.LY), previamente
caracterizado, em H2O deionizada e ACN grau HPLC (1:1 v/v). Os reagentes foram
aplicados no papel nesta mesma ordem. As analises por PS-MS foram realizadas em 0,
10, 30 e 60 minutos, empregando ACN grau HPLC, seguindo as condi¢cfes descritas

anteriormente.

Os testes realizados submetendo o papel com os reagentes a radiacdo UV foram feitos
empregando uma lampada UV Techlux 6 W (Belo Horizonte, Brasil), mantendo os papéis
em uma camara fechada, numa distancia de aproximadamente 20 cm da ldampada. J& os
testes realizados submetendo o papel com os reagentes ao aquecimento foram feitos
colando o papel com pequenos pedacos de fita adesiva em uma placa de Petri. Deste
modo, um secador foi posicionado perpendicularmente a essa placa, de modo que, a
temperatura na regido dos papéis fosse de aproximadamente 80 °C. A temperatura foi
acompanhada durante todo o experimento através de um termémetro colocado ao lado do
papel. Destaca-se que a ordem de adicdo, bem como, a solucdo de RuCls, TBHP,
composto 1 e as condi¢Bes nas andlises por PS-MS foram as mesmas utilizadas
inicialmente. Os papéis foram retirados para a analise por PS-MS em 10 e 60 minutos em

ambos 0s experimentos.

Para avaliar a atividade catalitica de outros metais, como: paladio, platina e ferro;
foram feitas solucdes de cada composto (PdClz, PtCl4sK2 e FeCls) com concentragdes
iguais a solucdo de RuCls, descrita anteriormente. Com relacdo ao teste empregando

H->0>, ressalta-se que a solucéo preparada possuia a mesma concentracdo da solucdo de
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TBHP descrita inicialmente. Destaca-se que a ordem de adi¢do, bem como, a solugédo de
RuCls, TBHP, composto 1 e as condi¢des das anélises por PS-MS empregadas nesses

testes, foram as mesmas utilizadas inicialmente.

O teste da reagdo em fase condensada foi realizado em um baldo de 10 mL,
solubilizando 15,6 mg (0,075 mmol) de RuCls, 500 pL (0,75 mmol) de uma solucdo de
TBHP 1,50 mol.L* (preparada em ACN grau HPLC) e 22,0 mg (0,075 mmol) de
composto 1 em uma mistura de 300 pL. de ACN e 200 pL de H2O. A reacédo foi mantida
sob agitacdo constante, em temperatura ambiente, e aliquotas foram coletadas em 0, 10,
30 e 60 minutos para a anélise de PS-MS. Alem disso, uma aliquota foi retirada ap6s 24
horas.

Experimentos de controle (brancos) foram realizados aplicando separadamente no
papel cada reagente (RuClz, TBHP e composto 1) e os analisando por PS-MS nas mesmas
condicdes descritas anteriormente. Além disso, analisou-se a combinacéo entre todos 0s
reagentes (ex.: RuCls e TBHP). Realizou-se a analise dos brancos nos testes em
aquecimento e radiacdo UV. Ressalta-se que apenas a combinacdo dos trés reagentes
(RuCls, TBHP e composto 1) gerou os resultados apresentados neste trabalho.

3.3. Procedimento Experimental: Reacdo Enzimética

Aplicaram-se no papel 5 pL de uma solucio da lipase BCL (10 mg.mL™) em H,0
deionizada e 5 pL (1,4 umol) de uma solugdo do substrato (0,028 mol.Lt), previamente
caracterizado, em ACN grau HPLC. Os reagentes foram aplicados no papel nesta mesma
ordem. As analises por PS-MS foram realizadas em 0, 10, 30 e 60 minutos, empregando
ACN grau HPLC, seguindo as condi¢Oes descritas anteriormente.

Experimentos de controle (brancos) foram feitos aplicando separadamente no papel
cada reagente (lipase BCL e substrato) e analisando por PS-MS nas mesmas condicdes
dos testes. Alem disso, analisou-se a adi¢do de H2O ao substrato, sem a presenca da
enzima, para avaliar a reacdo de hidrolise na auséncia da lipase BCL.

3.4. Procedimento Experimental: Reacdo Multicomponente

Aplicaram-se no papel 1,0 pL (0,027 pmol) de uma solucédo de &cido formico (0,027
mol.LY) em MeOH grau HPLC, 5 pL (0,29 umol) de uma solucéo de p-bromoanilina
(0,06 mol.L™Y) em MeOH grau HPLC, 5 pL (0,58 umol) de uma solugdo do composto 2
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(0,12 mol.L1), previamente caracterizado, em H.O deionizada e ACN grau HPLC (1:1
viv) e 1,0 pL (13 pmol) de uma solugdo de 2,3-diidrofurano (>98%). Os reagentes
foram aplicados no papel nesta mesma ordem. As analises por PS-MS foram realizadas
em 0, 10 e 30 minutos, empregando MeOH grau HPLC, seguindo as condi¢des descritas

anteriormente.

Para avaliar a atividade catalitica de outros acidos, como o acido p-sulfénico
célix[4]areno e acido acético, foram feitas solucbes de cada composto com
concentragdes iguais a solucdo de acido férmico, descrita anteriormente. Com relagéo
aos testes empregando 2,3-diidropirano e estireno, ressalta-se que as solugdes
preparadas possuiam a mesma concentragdo da solucdo de 2,3-diidrofurano descrita
acima. Destaca-se que a ordem de adicdo, bem como, a solugdo de p-bromoanilina e
composto 2 e as condicdes das analises por PS-MS empregadas nesses testes, foram as

mesmas descritas inicialmente.

Os testes utilizando outros aldeidos, como: p-nitrobenzaldeido, p-anisaldeido, p-
metoxicinamaldeido, citronelal e valeraldeido; foram feitos empregando uma solugéo
de cada aldeido com a mesma concentragdo do composto 2. Destaca-se que a ordem de
adicdo, bem como, as solucdes de acido formico, p-bromoanilina e 2,3-diidrofurano e
as condicOes das analises por PS-MS empregadas nesses testes, foram as mesmas

descritas inicialmente.

Experimentos de controle (brancos) foram realizados aplicando separadamente no
papel cada reagente (p-bromoanilina, 2,3-diidrofurano e composto 2) e os analisando
por PS-MS nas mesmas condic¢Bes descritas anteriormente. Além disso, analisou-se a
combinacéo entre todos os reagentes (ex.: 2,3-diidrofurano e composto 2). Ressalta-se
que apenas a combinacdo dos trés reagentes (p-bromoanilina, 2,3-diidrofurano e
composto 2), na presenga do acido férmico, gerou os resultados apresentados neste
trabalho.

4. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. Reacdo de Oxidacdo de Alcoois
A ideia de se estudar reagdes de oxidacao de alcoois em superficie surgiu a partir de
um trabalho desenvolvido no nosso grupo de pesquisa, onde empregou-se complexos de

ruténio derivados de bases de Schiff, na reacdo de oxidacdo de alcoois em fase
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condensada. Deste modo, o primeiro passo deste trabalho foi a tentativa de sintese desses
complexos de ruténio (Esquema 1). Entretanto, apesar das varias tentativas, ndo foi
possivel obté-los neste trabalho.

As reacOes foram acompanhadas por CCD e analisadas através da espectrometria de
massas. Variaram-se parametros experimentais, como solvente e base utilizada, mas
ainda assim nédo se observou a formacdo do composto desejado. Na maioria dos testes
realizados, observou-se a hidrolise do ligante devido ao uso de base. Além disso, acredita-
se gque houve a formacgdo de clusters de ruténio, observados nos espectros de massas
mediante analise dos padr@es isotopicos (Figura 16). Esses fatores podem dificultar o
processo de complexacdo e obtencdo dos complexos. Deste modo, optou-se por utilizar

uma fonte mais simples de ruténio (RuCls) nas reacfes de oxidagao em superficie.

RuCl,

BASEIEtOHIHZO* _N\(Iil/N_
e ool e

BASE: KOH, K,CO3, KHCO3, AcOK, Et3N; R: H, SO3 Co2 CH2Im —CHZPPh3
* QUANDO NECESSARIO

Esquema 1: Sintese dos complexos de ruténio.
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Figura 16: Espectro ESI(-)-MS obtido a partir da sintese do complexo de ruténio em EtOH.
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Assim, o proximo passo foi a escolha do alcool que seria utilizado nos testes de
oxidagdo em superficie. De acordo com trabalhos anteriores®?, alcoois benzilicos foram
oxidados a aldeidos com bons rendimentos. Entdo, decidiu-se modificar a estrutura do
alcool p-dimetilaminobenzililico (1), com o objetivo de obter um composto i6nico,
melhorando sua deteccdo no espectrémetro de massas e, posteriormente, dos produtos

que poderiam se formar na reacao.

A sintese do composto 1 foi realizada em duas etapas. A primeira etapa consistiu na
reacao de reducédo do 4-(dimetilamino)benzaldeido empregando boroidreto de sodio em

metanol, a temperatura ambiente, durante 30 minutos (Esquema 2).

/@AO NaBH,/MeOH /@/\OH
\T t.a./30 min. SN
|

4-(dimetilamino)benzaldeido

1a

Esquema 2: Sintese do composto 1a.

O espectro de RMN de H do composto la (Figura 17, pagina 29) apresenta entre
7,30 e 6,60 ppm os sinais referentes aos hidrogénios do anel aromatico. Dois simpletos
em 4,53 e 2,92 ppm referente aos hidrogénios metilicos e metilénicos, CH, e CHs,
respectivamente. Destaca-se que as integraces dos sinais sdo coerentes com a estrutura

proposta.

Os valores dos sinais do RMN de *H descritos na literatural*®! para o composto 1a
estdo apresentados na Tabela 1. Comparando esses valores aos obtidos
experimentalmente para 0 composto 1a, mostrado na Figura 17, pagina 29, conclui-se

que houve sucesso em sua sintese.

28



4.53
2.92
2.10

_—17.24
™7.20
_—6.73
T~6.69

P
~| ‘ | OH
J‘| \

i | f 1A M
R WA U S . SRR S

T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15
ERE] W W W
< @ [ b -
N - - '+ -

Figura 17: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) do composto 1a.
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Tabela 1: Comparagéo entre os sinais do RMN de *H (CDCIs) para o composto 1a.

HIDROGENIOS LITERATURAEI (ppm) EXPERIMENTAL (ppm)
CHs 2,95 (s, 6H) 2,92 (s, 6H)
CH, 4,57 (s, 2H) 4,53 (s, 2H)
AROMATICOS 7,25 (d, J = 9,0 Hz, 2H) 7,22 (d, J = 8,4 Hz, 2H)
6,73 (d, J = 9,0 Hz, 2H) 6,71 (d, J = 8,4 Hz, 2H)

O espectro naregido de 1V do composto la (Figura 18, pagina 30) mostra bandas
em torno de 3300 cm™ e 2800 cm™ caracteristeristicas do estiramento da ligagdo O-H e
estiramento da ligacdo C-H, respectivamente. Além disso, destaca-se que ndo ha uma

banda caracteristica do estiramento C=0 de aldeido, presente no material de partida.
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Figura 18: Espectro na regido do infravermelho do composto 1a (KBr).

A segunda etapa para a sintese do composto 1 consistiu na precipitacdo de um sal de
amonio quaternario, resultando na criagdo do sitio ibnico na molécula. E uma reagéo onde
se empregou iodeto de metila, a temperatura ambiente, em acetona, durante 16 horas

(Esquema 3).

/@/\OH CHsl/Acetona /@/\OH
~ > +
N t.a./16 h >r\|l

1a I1

Esquema 3: Sintese do composto 1.

O espectro de RMN de *H do composto 1 (Figura 19, pagina 31) apresenta entre
8,00 e 7,50 ppm os sinais referentes aos hidrogénios do anel aromatico. Ha um tripleto
em 5,40 ppm referente ao hidrogénio da hidroxila e um dupleto em 4,56 ppm referente
aos hidrogénios metilénicos (CH2) e outro simpleto em 3,61 ppm referente aos
hidrogénios metilicos (CH3). Destaca-se que as integracfes dos sinais sdo coerentes com

a estrutura proposta.
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Figura 19: Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds) do composto 1.

Os valores dos sinais do RMN de 'H descritos na literatural®! para o composto 1
estdo apresentados na Tabela 2. Comparando os valores dos sinais com os obtidos no
espectro de RMN de *H do composto 1, mostrado na Figura 19, conclui-se que a

metodologia adotada foi efetiva na sintese do composto 1.

Tabela 2: Comparacéo entre os sinais do RMN de *H (DMSO-ds) para o composto 1.

HIDROGENIOS LITERATURALE! (ppm) EXPERIMENTAL (ppm)
CHa 3,59 (s, 9H) 3,61 (s, 9H)
CH; 4,57 (s, 2H) 4,56 (d, J = 6,0 Hz, 2H)
AROMATICOS 7,90 (d, J = 9,0 Hz, 2H) 7,93 (d, J = 8,7 Hz, 2H)
7,53 (d, J = 9,0 Hz, 2H) 7,53 (d, J = 8,7 Hz, 2H)
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Uma andlise do espectro de massas do composto 1 revelou um sinal intenso de m/z

166, de acordo com a massa nominal esperada, e outro sinal de m/z 459. O espectro de

fragmentacéo do ion m/z 166 mostrou uma perda de 15 Da, consistente com a perda de

radical metila. A fragmentacdo obtida do ion m/z 459, mostrou uma perda de massa de

293 Da, formando o ion m/z 166. Portanto, provavelmente, o ion m/z 459 é um dimero de

Abundancia Relativa Abundancia Relativa

Abundéancia Relativa

100+

166,03

180,07
I
u

iodo (Figura 20).

cre
\+
A

m/z 166

204,91
T—T=T

269,21 29925

o
\ +
A
I/©/\OH
\+
A

m/z 459

458,78

366,94 817.70  879.76 901.35
T =TT

E 133,99
i7694 10597 |

1
100 150

=T
200

250

300

418.21 {47:2-75 522,61 550,64 501,87 642,92 671,08  733.02 76156
e e e R e e e Tt
900

T=T=T=T LI B s e e
350 750 800 850

o
\+
P

m/z 166

L IS s e
400 450 500 550 600 650 700

m/z 15099

OH
i

| 166,04
m/z 151

136,02
120,97 13305 148,03 | 151,68 166,80
T T T T T T LI S

100~
902
80~
70-
50-
50-
407
302

20=

107161,02

e

L e L LB A S e
50 60 70 80

166,04

~
-~

!\ 166,82

o
N
|

m/z 166

T T T LA S
130 140 150 160

o
ngH

\ +

-

m/z 459

120 170

458,77

~
-~

—

457,37 | 460,90

T
160 180

T T
200

T
220

—TTT
240

L s e e T T T T T T T T T T T T
300 320 340 380 400 420 440 460

m/z

L s e e
260 280

Figura 20: PS(+)-MS do composto 1 (Espectro A)
PS(+)-MS/MS do ion m/z 166 (Espectro B) e do ion m/z 459 (Espectro C).
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O proximo passo foi empregar o0 composto 1 na reacdo de oxidagdo em superficie.

Baseado nos trabalhos anteriores do grupo de pesquisal®, o TBHP apresentou bons

resultados, entdo optou-se por manté-lo como oxidante (Esquema 4).
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Esquema 4: Reacdo de oxidacao em superficie.
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Figura 21: PS(+)-MS da reacdo em superficie em 0, 10, 30 e 60 minutos

(A, B, C e D, respectivamente).

A Figura 21 mostra a mudanga no perfil dos espectros em quatro diferentes

momentos, indicando que a reacdo ocorreu na superficie do papel e ndo nas microgotas

do spray, caso contréario, ndo ocorreria mudanca nas intensidades dos ions ao longo do

tempo. Destaca-se que houve a conversdao do composto 1 em aldeido e outros quatro

compostos ao final de 60 minutos, que serdo discutidos a seguir (Figura 22, pagina 34).
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Figura 22: Representacdo esquematica dos compostos (2-6) formados na reacao de
oxidacdo do composto 1 em superficie empregando TBHP e RuCls.

O ion de m/z 164 corresponde ao aldeido 2, sendo sua formacdo ja esperado. A
fragmentacdo deste ion mostrou uma perda de 15 Da, referente a um radical metila.
(ANEXO - Figura 1). O ion de m/z 180 se refere ao &cido carboxilico 3. O espectro de
fragmentacdo deste ion mostrou uma perda de 15 Da, relacionado a perda do radical
metila, (ANEXO - Figura 2). Existem duas hipéteses para a formacdo desta espécie
durante a reacdo: 1) a presenca de agua na solucdo padrdo do alcool 1 que facilitaria a
formacdo do hidrato a partir do ion m/z 164 (aldeido 2), seguido de uma oxidacéo; 2) o
sistema reacional é capaz de oxidar o ion m/z 164 (aldeido 2) o &cido carboxilico.

Para avaliar a primeira hipdtese, trocou-se a &gua por DMSO durante o preparo da
solucdo padrdo do alcool 1. Entretanto, ndo houve mudanca no perfil do espectro, ou seja,
formaram-se 0s mesmos ions vistos inicialmente. Deste modo, para avaliar a segunda
hipotese, aplicou-se no papel o aldeido 2, RuCls e TBHP, e o resultado mostrou a
formacéo do acido carboxilico, levando a concluséo que a segunda hipdtese seja a mais
provavel. Portanto, acredita-se que o ion m/z 180 (&cido carboxilico 3) se origina do ion
m/z 164 (aldeido 2) através de um mecanismo de oxidag&o radicalar, que sera discutido

posteriormente.

O ion m/z 236 se refere ao éster 4. O espectro de fragmentacdo (ANEXO — Figura 3)
deste ion mostrou uma perda de 56 Da, relacionado a perda de 2-metil-propeno,

consistente com a estrutura proposta (Figura 23, pagina 35).
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Figura 23: Mecanismo de fragmentacao proposto para o ion m/z 236.
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De acordo com a literatura, sais de cobre podem facilitar a degradacao de peroxidos
de terc-butila a radicais terc-butdxidos. Esses radicais formados reagem com o aldeido
presente no meio e desencadeiam reacGes que levam a formacdo de ésteres de terc-
butila.®¥! Portanto, analogamente, acredita-se que o ruténio facilite a degradacdo do
TBHP em radicais terc-butoxidos e hidroxilas e assim, possibilite a formacéo do éster 4

(ion de m/z 236) e acido carboxilico 3 (ion de m/z 180).
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Figura 24: Mecanismo proposto para a formacao do éster 4 (ion m/z 236) e acido

carboxilico 3 (ion m/z 180).

O mecanismo proposto na Figura 24 se inicia com a quebra homolitica da ligagao O-
O do TBHP na presenca de ruténio, e dois radicais sdo formados: radical hidroxila e
radical terc-butdxido. Posteriormente, dois caminhos reacionais sdo possiveis: o primeiro,

0 éster 4 (ion de m/z 236) é formado, a partir da reacdo entre o radical terc-butoxido e
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aldeido 2; o segundo, o radical hidroxila reage com o aldeido 2, gerando o &cido

carboxilico 3 (ion de m/z 180).

O ion de m/z 254 é resultado de uma simples adicdo do TBHP ao aldeido 2 (ion de
m/z 164), formando assim, uma espécie de hemiperacetal. Essas espécies sdo formadas
quando compostos carbonilicos (aldeidos e cetonas) e alcoois reagem por meio de catélise
4cida.[®! Neste caso, acredita-se que a alta nucleofilicidade do oxigénio terminal do
TBHP, juntamente com a alta eletroficilidade da carbonila do aldeido 2 favoreceu a

formacéo desta espécie.

O espectro de fragmentacdo (ANEXO — Figura 5) do hemiperacetal 6 (ion m/z 254)
apresenta o ion de m/z 180 (acido carboxilico 3), através da perda de 74 Da (Figura 25).

Essa perda é coerente com a estrutura proposta.
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74 Da

Figura 25: Mecanismos de fragmentacdo propostos para o ion m/z 254.

O ion de m/z 252 é referente ao peréster 5. A fragmentagdo deste ion (ANEXO —
Figura 4) mostrou a formacéo de trés outros ions: m/z 180, m/z 152 e m/z 135. O ion de
m/z 180, discutido anteriormente, é referente ao acido carboxilico 3 apds a perda de 72
Da a partir do ion m/z 252. Para o ion de m/z 152 é proposto uma estrutura fenolica e para
o0 ion de m/z 135 uma estrutura cation-radicalar. Devido a auséncia dos ions de m/z 152 e
m/z 135 no espectro de fragmentacdo do ion de m/z 180 (acido carboxilico 3), acredita-
se que estes ions se originam atraves de outro mecanismo de fragmentacao do ion de m/z
252 (Figura 26, pagina 37).

A sintese de terc-butil perésteres é descrita na literatura partindo-se de cloretos de
acido na presenca de TBHPP® ou entre aldeidos e TBHP, catalisada por iodeto, por meio
de um mecanismo radicalar.®®! A primeira via é improvavel devido & auséncia de uma
rota de sintese que possibilite a formacdo de um cloreto de acido no meio reacional. A

segunda via é uma alternativa a ser avaliada devido a presenca de iodeto como contra-ion

36



no alcool 1. Portanto, para avaliar esta segunda hipdtese, adicionou-se a uma aliquota da
solucdo do alcool 1, algumas gotas de uma solugdo de nitrato de prata para que ocorresse
a precipitacdo do iodeto em forma de iodeto de prata. Apds a centrifugacdo, uma aliquota
do sobrenadante foi adicionado ao papel juntamente com TBHP e RuCls, mas ndo houve
mudanca no perfil dos espectros, ou seja, foram vistos 0s mesmos ions descritos
anteriormente. Portanto, propdem-se que ocorra uma oxidacdo do hemiperacetal 6 (m/z
254) na presenca de ruténio, formando assim, o peréster 5 (m/z 252).

0]
j< T» OH
\ ’?
e 252 % m/z 180

72 Da

\ /
—Z

S Con

Wmf’%;ﬁ © .T.\Q

m/z 152 m/z 135

\ +
A
m/z 252 28 Da 17 Da

Figura 26: Mecanismo de fragmentacao para o ion de m/z 252.

Logo, apds analisar e reunir os resultados mostrados anteriormente, é possivel
construir um caminho l6gico de como as reacBes se processam em superficie.
Primeiramente, o ruténio oxida o alcool 1 ao aldeido 2. Assim que formado, o aldeido 2
¢ atacado pelo TBHP formando o hemiperacetal 6, que posteriormente é oxidado a
peréster 5 na presenca de ruténio. Além disso, o ruténio é responsavel por degradar o
TBHP em radicais hidroxila e terc-butil hidroxido, que reagem com o aldeido 2,
resultando na formacdo do acido carboxilico 3 e éster 4. Portanto, é perceptivel que o
ruténio tem um papel importante nas reagGes descritas anteriormente. Além disso,
destaca-se que a baixa intensidade do sinal referente ao aldeido 2 (m/z 164) pode ser

atribuida a importancia desse composto na formacéo dos outros ions.

Na tentativa de compreender as reacGes que resultam nas espécies descritas

anteriormente, o aldeido 2 foi adicionado ao papel juntamente com TBHP e RuCls e ndo
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houve alteracdo no perfil do espectro, ou seja, todas as espécies (3-6) sdo detectadas. O
acido carboxilico 3 (m/z 180) também foi aplicado juntamente com TBHP e RuCls para
avaliar se, ao inves do aldeido 2 (m/z 164), o ion de m/z 180 seria o responsavel por
formar os compostos éster 4 e peréster 5. Entretanto, ndo houve mudanca no perfil do
espectro, mostrando apenas o sinal m/z 180. Deste modo, 0 mais provavel, como dito

anteriormente, é que os compostos se originem do aldeido 2.

Para auxiliar na elucidacéo estrutural dos ions através do padrdo de fragmentacédo e
compreender como essas espécies sdo formadas, optou-se por sintetizar 0s compostos
formados na reacdo em superficie e caracteriza-los. A sintese do composto 2 consiste na
formacdo de um sal de amonio quaternario a partir do 4-(dimetilamino)benzaldeido.

Empregou-se iodeto de metila, em acetona e refluxo, durante 24 horas. (Esquema 5).

/@A o] CH;l/Acetona /@Ao
\rr refluxo/24 h >ﬁ
| _
|
4-(dimetilamino)benzaldeido 2

Esquema 5: Sintese do composto 3.

O espectro de RMN de *H do composto 2 (Figura 27, pagina 39) apresenta em 10,12
ppm um simpleto caracteristico de hidrogénio de aldeido. Entre, 8,30 e 8,10 ppm
aparecem os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos e em 3,68 ppm um simpleto
referente aos hidrogénios metilicos. Destaca-se que as integracBes dos sinais sdo

coerentes com a estrutura proposta.

Os valores dos sinais do RMN de *H descritos na literatura®” para o composto 2
estdo apresentados na Tabela 3, pagina 39. Comparando os valores dos sinais com 0s
obtidos no espectro de RMN de *H do composto 2, mostrado na Figura 27, conclui-se

gue a metodologia adotada foi eficaz na sintese do composto 2.
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Figura 27: Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds) do composto 2.

Tabela 3: Comparacdo entre os sinais de RMN de *H (DMSO-ds) para 0 composto 2.

HIDROGENIOS LITERATURAE (ppm)

EXPERIMENTAL (ppm)

CHs

CHO

AROMATICOS

3,67 (s, 9H)

10,12 (s, 1H)

8,24 (d, J = 8,7 Hz, 2H)
8,16 (d, J = 8,7 Hz, 2H)

3,68 (s, 9H)

10,12 (s, 1H)

8,25 (d, J = 8,9 Hz, 2H)
8,15 (d, J = 8,9 Hz, 2H)

O espectro de massas do composto 2 (Figura 28, pagina 40) mostrou um sinal

intenso de m/z 164, de acordo com a massa nominal esperada. O espectro de fragmentacao

deste ion mostrou uma perda de 15 Da, consistente com o perfil de fragmentacéo obtido

para o ion de m/z 164 detectado na reacdo em superficie, comprovando sua estrutura.
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Figura 28: PS(+)-MS do composto 2 (A) e PS(+)-MS/MS do ion m/z 164 (B).

O composto 3 foi sintetizado em duas etapas: a primeira etapa consiste numa reacao

de oxidacdo do 4-(dimetilamino)benzaldeido. Ap6s algumas tentativas empregando

KMnO4, NaBO3z/CH3CO2H ou CrO3z/H2SO4, sem sucesso, a reagao forneceu o composto

3a utilizando nitrato de prata, em uma solugcdo 7% de hidroxido de potéssio, a 60 °C

durante 24 horas (Esquema 6).

o
>N

p-dimetilaminobenzaldeido

AgNO3IKOH(aq)

~N

60 °C/24 h N

|
3a

Esquema 6: Sintese do composto 3a.

OH

O espectro de RMN de *H do composto 3a (Figura 29, pagina 41) apresenta entre

7,80 e 6,65 ppm os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos e um simpleto em 2,97

ppm referente aos hidrogénios metilicos. Destaca-se que as integracGes dos sinais sdo

coerentes com a estrutura proposta.
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Figura 29: Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 3a.

Os valores dos sinais do RMN de *H descritos na literatural®”! para o composto 3a
estdo apresentados na Tabela 4. Comparando os sinais obtidos no espectro de RMN de
'H do composto 3a, mostrado na Figura 29, com a literatura, concluiu-se que a sintese

foi bem sucedida.

Tabela 4: Comparagao entre os sinais de RMN de *H (DMSO-ds) para 0 composto 3a.

HIDROGENIOS LITERATURAP (ppm) EXPERIMENTAL (ppm)
CHs 2,99 (s, 6H) 2,97 (s, 6H)

) 7,75 (d, J = 8,7 Hz, 2H) 7,75 (d, J = 8,9 Hz, 2H)

AROMATICOS 6,70 (d, J = 8,7 Hz, 2H) 6,69 (d, J = 8,9 Hz, 2H)

O espectro na regido de IV do composto 3a (Figura 30) mostra uma banda larga
entre 3500 e 2000 cm™, caracteristeristico de acidos carboxilicos. Em 1670 cm™ encontra-
se uma banda caracteristica de estiramento C=0 de &cido carboxilicos.
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Figura 30: Espectro na regido do infravermelho do composto 3a pastilhado em KBr.

A segunda etapa para a sintese do composto 3 consistiu na formacdo de um sal de
amonio quaternario. Empregou-se iodeto de metila, em acetona e refluxo, durante 24
horas (Esquema 7).

o) o)

OH CHj;l/Acetona OH
N refluxo/24 h >T

3a I3

Esquema 7: Sintese do composto 3.

O espectro de RMN de *H do composto 3 (Figura 31, pagina 43) apresenta em 8,12
ppm um simpleto atribuido aos hidrogénios aromaticos e em 3,66 ppm um outro simpleto
atribuido aos hidrogénios metilicos. A diferenca entre o deslocamento quimico dos
hidrogénios aromaticos € muito pequena e de fato, os sinais se tornam um sd. As

integracOes dos sinais sdo coerentes com a estrutura proposta.
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Figura 31: Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 3.

Os valores dos sinais do RMN de *H descritos na literatural®® para o composto 3a
estdo apresentados na Tabela 5. Comparando os sinais obtidos no espectro de RMN de
'H do composto 3a, mostrado na Figura 23, com a literatura, conclui-se que n&o houve
sucesso na sintese. Entretanto, o espectro de RMN de 3C e DEPT-135 (Figura 32,
pagina 44), demonstram resultados coerentes com a estrutura proposta.

Tabela 5: Comparagéo entre os sinais de RMN de *H (DMSO-ds) para 0 composto 3.

HIDROGENIOS LITERATURAL® (ppm) EXPERIMENTAL (ppm)

CHs 4,64 (s, 9H) 3,66 (s, 9H)

7,79 (d, 3 = 9,1 Hz, 2H)

8,12 (s, 4H)

43



165.9
150.2
—132.2

T130.8
—121.2
56.4

o)
3
4 2
, OH
6 5
\+
/'l‘ r
3
6
4 3
1 5 2
WM e L]
T T T | T T T T T | T T T T T | T T T 1
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figura 32: Espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) e DEPT-135 do composto 3.

Além disso, o espectro de massas do composto 3 (Figura 33, pagina 45) mostrou
um sinal intenso com m/z 180, de acordo com a massa nominal esperada. O espectro de
fragmentacdo deste ion mostrou uma perda de 15 Da, consistente com o padrdo de

fragmentacdo do ion de m/z 180 (acido 3) obtido na reacdo em superficie.
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Figura 33: PS(+)-MS do composto 3 (A) e PS(+)-MS/MS do ion m/z 180 (B).

O composto 4 foi sintetizado em duas etapas: a primeira etapa consistiu numa reacao
de esterificagdo do composto 3. Apés diversas tentativas, sem sucesso, empregando
esterificacdo de Fischer, esterificacdo de Yamaguchi, esterificacdo de Steglich e de
cloretos de acido, o uso de brometo de terc-butila na presenca de 6xido de prata e

trietilamina (Esquema 8) mostrou-se eficiente.

i Lk
OH Br/k /©)Lo
N Ag,0/Et;N/DCM \rr

| T.A./24 h
3 4a

Esquema 8: Sintese do composto 4a.
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O espectro de RMN de *H do composto 4a (Figura 34) apresenta dois dupletos entre

6,60 e 7,90 ppm referentes aos hidrogénios aromaticos. H4 um simpleto em 3,01 ppm

referente aos hidrogénios metilicos e outro simpleto em 1,57 ppm referente aos

hidrogénios terc-butilicos. Destaca-se que 0s sinais e as integracdes sdo coerentes com a

estrutura proposta.

3.01

A

T

:

1 0 ppm

Figura 34: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do composto 4a.

O espectro na regido de IV do composto 4a (Figura 35, pagina 47) mostra bandas

entre 2800 e 3000 cm™, caracteristeristicas do estiramento de ligagdes C-H. Além disso,

apresenta uma banda em 1690 cm referente ao estiramento de C=0 do éster.
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Figura 35: Espectro na regido do infravermelho do composto 4a pastilhado em KBr.

A segunda etapa consistiu na formacdo de um sal de amonio quaternério.
Primeiramente, empregou-se iodeto de metila, em acetona e refluxo, durante 24 horas,
mas ndo houve precipitado algum, além de nenhuma evidéncia de formacao do composto
mediante analise por CCD. Deixou-se por mais tempo, mas ndo houve mudanca. Entéo,
optou-se por adicionar algumas gotas de DMF e diminuir o volume de solvente utilizado.

(Esquema 9).

CH;l/Acetona/DMF
~ NN

N
| 50 °C/24 h “
I
4a 4

oOJ< 00J<

Esquema 9: Sintese do composto 4.
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O espectro de RMN de *H do composto 4 (Figura 36) apresenta entre 8,15 e 8,05

ppm os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos e dois simpletos, um em 3,66 ppm e

outro em 1,56 ppm, referentes aos hidrogénios metilicos. Destaca-se que 0s sinais e as

integracOes sdo coerentes com a estrutura proposta e com 0 mesmo padrao do ion de m/z

236 obtido na reacdo em superficie.

6,5

.66
1.56

10 9

= e

|

4.00

Figura 36: Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 4.

O espectro de massas do composto 4 (Figura 37, pagina 49) mostrou um sinal

intenso com m/z 236, de acordo com a massa nominal esperada. O espectro de

fragmentacdo deste ion mostrou uma perda de 56 Da, consistente com a estrutura proposta

para esse composto, referente a uma molécula de 2-metilpropeno.
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Figura 37: PS(+)-MS do composto 4 (A) e PS(+)-MS/MS do ion m/z 236 (B).

O peréster 5 (m/z 252) ndo foi obtido, mesmo apds algumas tentativas de sintese,
como o uso de cloreto de acido na presenca de TBHP. De acordo com a estrutura
apresentada, o hemiperacetal 6 (m/z 254) seria um composto instavel e dificil de ser

isolado e caracterizado, portanto, optou-se por nao sintetiza-lo.
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4.1.1. Aquecimento e Radiacdo UV

Outro teste realizado neste trabalho foi submeter o papel contento os reagentes a
radiacdo ultravioleta (UV) e ao aquecimento. As analises dos espectros mostraram a
formacéo dos mesmos ions quando o composto 1, RuCls e TBHP séo aplicados no papel
e expostos a essas condicdes, se comparados com os resultados encontrados em condigdes
normais. Destaca-se que 0s espectros de fragmentacdo desses ions formados em
condicBes de aquecimento e radiacdo UV sdo iguais aos encontrados para os ions gerados

em condig¢des normais.
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Figura 38: Reacédo de oxidacdo em superficie em diferentes condi¢6es (normal A/B,

aquecimento a 80 °C C/D e radiagdo UV E/F) em 10 e 60 min, respectivamente.
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Comparando o perfil dos espectros (Figura 38) em condi¢des normais, radiacdo UV
e em aquecimento, € nitido que quando os reagentes sdo submetidos a essas novas
condigdes, ha um aumento na velocidade da reacéo. E perceptivel que em 10 minutos de
reacdo em aquecimento e radiacdo UV houve o consumo total ou quase total do ion m/z
166 (alcool 1), se comparado com o espectro em 10 minutos em condi¢fes normais. Ao
final de 60 minutos 0os mesmos ions sdo formados, mas nota-se que houve mudanca na

intensidade relativa nas diferentes condigdes aplicadas.

4.1.2. Outros Metais e Agua Oxigenada

Além dos testes anteriores, realizou-se outros dois testes: o primeiro empregando
outros metais ao invés do ruténio; o segundo utilizando agua oxigenada (H202) ao inves
de TBHP. Primeiramente, para avaliar a atividade catalitica de outros metais, aplicou-se
ao papel a mesma solucéo do alcool 1 (ion m/z 166) e TBHP, juntamente com a solucédo
de cada novo metal: paladio, platina e ferro; com a mesma concentracdo da solucdo de
RuClz e submetidos as mesmas condigdes. Entretanto, os espectros ndo mostraram a
formacdo de nenhuma das espécies discutidas anteriormente, apenas o sinal intenso do
alcool 1 (ion m/z 166). Esse resultado demonstra, mais uma vez, a importancia do ruténio

como catalisador frente a oxidacao de alcoois.

O outro teste realizado foi 0 uso de H20>, ao inves de TBHP. Aplicou-se no papel
as mesmas solugdes de RuClz e do composto 1, juntamente com uma solucgéo de H2O2 na
mesma concentracdo da solucdo de TBHP. O papel foi submetido as mesmas condicdes,
mas ndo houve a formacdo de nenhum dos ions. Acredita-se que o ruténio catalisa
rapidamente a degradacdo da H>O», inviabilizando a sua atuagcdo como oxidante na
reacdo.34 Além disso, esse resultado esta de acordo com os resultados encontrados em
trabalhos anteriores® onde complexos de ruténios foram empregados, sem sucesso, na
oxidacéo de alcoois na presenca de H20., porém em fase condensada. Aplicou-se também
a H20- na presenca dos outros metais, mas nenhum apresentou atividade catalitica frente

a oxidagao.

4.1.3. Reagdo em Fase Condensada
Compararam-se 0s resultados entre as reagdes em superficie e em fase condensada.
Ap0s 60 minutos da reagdo em fase condensada, a analise PS-MS mostrou apenas o sinal

do ion m/ z 166 (alcool 1). Nenhum dos outros ions descritos anteriormente foram vistos,
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apenas o ion m/z 164 (aldeido 2) em intensidade muito baixa. Além disso, submeteu-se a
reacdo ao aquecimento sob refluxo e, apds 60 minutos, uma aliquota foi retirada para
analise de PS-MS, mas ndo houve diferenca significativa no perfil do espectro, nem

mesmo apos 24 horas.

Portanto, isso indica que a reacdo em fase condensada é mais lenta e menos efetiva
que o processo em superficie, mesmo empregando as mesmas proporcdes dos reagentes
e nas condicOes reacionais propostas neste trabalho. Todos esses resultados demonstram,
mais uma vez, que a PS-MS é uma forma simples e eficaz de estudar reacdes quimicas

em superficie.

4.1.4. Conclusdes

A oxidacdo do alcool 1 em superficie, empregando RuClz e TBHP, mostrou bons
resultados. Cinco produtos foram visualizados durante os sessenta minutos de reacdo: o
aldeido 2, &cido carboxilico 3, éster 4, peréster 5 e hemiperacetal 6. Realizou-se a
fragmentacdo das espécies formadas, e isso auxiliou na elucidacdo estrutural de cada
composto. Além disso, foram realizadas a sintese e caracterizacdo do aldeido 2, acido
carboxilico 3 e éster 4, assim, pode-se comparar o perfil de fragmentacao das espécies
formadas na reacdo em superficie com o perfil dos compostos sintetizados. Testes
submetendo-se 0s reagentes ao aquecimento e a radiacdo UV também foram feitos e

mostraram que a reacdo se processa mais rapidamente.

4.2. Reagbes Enzimaticas
O primeiro passo para avaliar a reacdo enzimatica em superficie foi a escolha do
substrato. Devido a disponibilidade do metil g-D-glucopiranosideo, optou-se por utiliza-
lo como substrato inicial. Deste modo, inicialmente, testou-se a reacdo de acetilacdo
empregando acetato de vinila, lipase BCL e o metil B-D-glucopiranosideo. Apesar de

varios testes preliminares, essa rea¢cdo ndo mostrou resultados.

Portanto, optou-se por testar a reacdo de desacetilacdo do derivado acetilado do 1-
metoxi-B-D-glucopiranosideo (7). O composto 7 foi sintetizado utilizando-se cloreto de

acetila e piridina, em ACN (Esquema 10, pagina 53).
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Esquema 10: Sintese do composto 7.

Apos as andlises dos espectros de RMN de *H e 13C, e por espectrometria de massas
(ANEXO - Figuras 19-22), foi possivel confirmar a obtencdo do composto 7
peracetilado. A etapa seguinte foram os testes em superficie, visando a reacdo de
desacetilacdo enzimatica, no entanto, a lipase BCL ndo mostrou atividade frente a esse
substrato. Apesar de existirem na literatura trabalhos que empregam a BCL lipase na

desacetilacdo regiossseletiva do composto 7, mas em fase condensada.

Uma possivel explicacdo para esses resultados negativos, devido a diferenca natural
entre 0s meios reacionais (fase condensada e superficie). Acredita-se que a celulose do
papel possa interferir na estrutura da enzima, ou seja, 0s grupos hidroxila livres presentes
na celulose, através de interacdes intermoleculares (ligac6es de hidrogénio), conseguem
fixar a enzima numa determinada conformagdo, tornando-a inativa frente a um

substrato.®9

Diante deste resultado, optou-se por empregar outro substrato com caracteristicas
estruturais diferentes, neste caso, a D-xilopiranose. Primeiramente, avaliou-se a reagédo
de acetilacdo da D-xilopiranose em superficie, utilizando a lipase BCL e acetato de
vinila, no entanto, a reacdo ndo mostrou resultados. Acredita-se que as hidroxilas livres
da celulose estejam sendo acetiladas nesse processo, ao invés do substrato de interesse,

desempenhando o papel de aceptores dos grupos acetila.

Outra estratégia foi testar a reagdo de desacetilacdo com o derivado peracetilado da
D-xilopiranose. A sintese desse composto 8 foi realizada utilizando-se anidrido acético

e acetato de sodio, a 80 °C. (Esquema 11, pagina 54).
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Esquema 11: Sintese do composto 8.

O espectro de RMN de 'H do composto 8 (Figura 39, pagina 55) apresentou,
inicialmente, trés simpletos entre 2,06 e 2,11 ppm referente aos hidrogénios metilicos do
grupo acetila. A principio, esperava-se 0 surgimento de quatro simpletos devido a
presenca de quatro grupos acetila na molécula, entretanto, ocorre a sobreposi¢cdo dos

sinais. A integracdo esta de acordo com o esperado.

Observou-se também dois dupletos duplos (dd) em 3,53 e 4,16 ppm. Esses sinais sdo
referentes aos Hs, sendo um na posicdo axial e outro na posicdo equatorial. Esses
hidrogénios sdo diastereotopicos, devido a isso eles se apresentam como dd, acoplando,

primeiramente, entre si, com J = 8,5 Hz e posteriormente, acoplam com o Ha.

Entre 4,95 e 5,06 ppm aparece um multipleto, referente aos hidrogénios H. e Ha.
Devido ao acoplamento escalar e espacial, eles se apresentam em forma de multipleto.
Em 5,23 ppm, ha um tripleto referente ao Hz que acopla com o Hz e Ha, se desdobrando
em trés sinais. Por fim, observou-se um dupleto referente ao Hi em 5,73 ppm. Esses

dados corroboram a estrutura proposta.

Os valores dos sinais do RMN de *H descritos na literatural®! para o composto 8
estdo apresentados na Tabela 6, pagina 55. A comparagdo dos sinais obtidos no espectro
de RMN de 'H do composto 8, mostrado na Figura 39, pagina 55, com os da literatura,

confirmam a obteng&o do composto 8.
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Tabela 6: Comparagéo entre os sinais de RMN de *H (CDCls) para 0 composto 6.

HIDROGENIOS LITERATURAPY (ppm) EXPERIMENTAL (ppm)
COCHjs 2,00-2,20 (4x s, 12H) 2,06-2,11 (3x s, 12H)
Hea 3,35 (dd, 1H, J = 12,0 Hz 3,53 (dd, 1H, J = 12,0 Hz
J=8,5Hz) J=8,0 Hz)
Hee 4,16 (dd, 1H, J = 12,0 Hz 4,15 (dd, 1H, J = 12,0 Hz
J=49 Hz) J=8,0 Hz)
Ha, Ha 4,93-5,10 (m, 2H) 4,95-5,06 (m, 2H)
Hs 5,22 (t, 1H, J = 8,2 Hz) 5,21 (t, 1H, J = 8,2 Hz)
H1 5,73 (d, 1H, J = 6,8 Hz) 5,72 (d, 1H, J = 6,9 Hz)

TMS

OAc

”wgfﬂa? WY

Figura 39: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do composto 8.

12.44
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Apds a sintese, os testes da reacdo de desacetilacdo do composto 8 na presenca da

lipase BCL foi realizado em superficie fornecendo bons resultados, mostrados a seguir.

Primeiramente, avaliou-se a influéncia da concentracdo da enzima lipase BCL na
reacdo de desacetilagdo da 1,2,3,4-tetra-O-acetil-p-D-xilopiranose (Figura 40).
Solugdes de diferentes concentragdes (2, 4, 6, 8 e 10 mg.mL™) da lipase BCL foram
aplicadas no papel, juntamente com o composto 8 e monitorou-se a reacdo por PS(+)-MS
em 5, 10, 30 e 60 minutos.

o OAc o OAc
BCL lipase
. ., EM SUPERFICIE . ,
Aco™ "0Ac Aco™ "IoAc

Figura 40: Representacdo geral da reacdo de desacetilacdo enzimatica em superficie.

Mediante a analise dos espectros na Figura 41, pagina 58, é possivel observar a
mudanca no perfil dos espectros a medida que a concentracdo da lipase BCL aumenta,
ao final de 60 minutos. Nota-se que alguns ions se tornam mais intensos (m/z 299, m/z
575 e m/z 617) ao se adicionar 8 mg de lipase BCL, mantendo a mesma concentracao do
substrato 8. Esses ions sdo referentes as estruturas onde grupos hidroxilas foram

monodesacetilados e isso sera discutido posteriormente.

E importante mencionar que, devido & baixa ionizacdo de carboidratos, todas as
estruturas mostradas nesse estudo sdo observadas na forma de adutos de sédio ou
potéssio. Entretanto, ao contrario dos ions descritos anteriormente, o ion m/z 259 néo €
visualizado na forma de adutos de sddio ou potéssio. Esse ion seja o produto da
eliminacdo de um grupo acetila no C-1, devido a assisténcia anquimeérica dos pares de

elétrons do oxigénio vizinho, resultando no ion oxoénio.

Analisando-se a Figura 41, pagina 58, é perceptivel que o aumento da concentracao
da enzima afeta diretamente a formacao dos produtos. Deste modo, optou-se por utilizar
10 mg da lipase BCL neste estudo porque essa concentracdo de enzima mostrou 0s
mesmaos resultados vistos com 8 mg da enzima, porém, com a metade do tempo de reacéo.

A concentracgdo do substrato 8 foi mantida, bem como, 0s outros parametros de anélise.
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A anélise dos espectros na Figura 42, pagina 59, permitiu avaliar a mudanca no
perfil dos espectros através do tempo, indicando que a reagdo ocorre em superficie e ndo
nas microgotas do spray. Os ions formados sdo os mesmos descritos anteriormente e ha
mudanca na intensidade de alguns ions ao final de 60 minutos. Os ions de m/z 299, m/z
575 e m/z 617 sdo referentes aos produtos monodesacetilados e se tornam mais intensos

a cada intervalo de tempo.
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Figura 41: PS(+)-MS da reacdo em superficie da desacetilagdo do substrato 8 em

diferentes concentracdes da lipase BCL (60 minutos).
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Figura 42: PS(+)-MS da reagdo em superficie da desacetilagdo enzimatica do
substrato 8 em 0 (A), 10 (B), 30 (C) e 60 (D) minutos.

59



A fragmentacdo do ion de m/z 299 (ANEXO — Figura 24) revelou a perda de 60 Da,
referente a perda de uma molécula de &cido acético (Figura 43). Essa proposta de
fragmentacdo esta de acordo com a estrutura proposta. Os ions m/z 575 e m/z 617, que
seriam os produtos da reacdo em forma de dimeros de sodio, ndo sofreram fragmentacao.
Além disso, o produto em forma de adutos de potassio também nédo pode ser fragmentado

devido a baixa intensidade.

Na*t O’) \0) Na* .
O \”/
27 o
= H W
OAc HAc  HO OAc

60 Da
m/z 299 m/z 239

AcO\\\\\

Figura 43: Mecanismo de fragmentacdo proposto para o ion m/z 299.

O ion de m/z 259 poderia dar origem ao ion de m/z 299 e consequentemente, aos ions
de m/z 575 e m/z 617. Devido a elimina¢do do grupo acetila no C-1, ocorre a formacao
do ion oxdnio (ion de m/z 259). Essa espécie poderia ser facilmente atacada por moléculas
nucleofilicas, como agua, produzindo os ions m/z 299, m/z 575 e m/z 617. Entretanto, no
experimento controle, onde se adiciona apenas o substrato 8 e 4gua ao papel, mantendo
0S mesmos paradmetros experimentais, ndo é visualizado nenhum dos ions discutidos

acima.

Ha uma davida sobre a acdo da BCL lipase no substrato, ou seja, qual grupo sofreu
a acdo da enzima, ja que existem quatro diferentes grupos acetilas no substrato. A
regiosseletividade dessa reacdo, geralmente, depende da origem da enzima, ou seja, de

qual microrganismo é extraida.l"]

Ferndndez-Mayoralas e Torres apresentaram a acetilagdo/desacetilagdo
regiosseletiva de derivados da D-xilopiranose, frente a atividade enzimatica de lipases.
Os autores demostraram a acetilagdo com até 70% de rendimento na posicdo C-3,
utilizando a lipase Pseudomonas cepacia. Além disso, demonstraram a desacetilacdo
regiosseletiva na posicao C-3, com até 95% de rendimento, empregando a lipase Candida
antartica imobilizada (Novozym 345).181 Portanto, acredita-se que o grupo acetila que

sofreu acdo da BCL lipase foi 0 que se encontra no C-3.
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Outro teste realizado foi o uso de &cido cloridrico (5 mol.L™Y) na reacdo de
desacetilacdo do substrato 8, ao invés da lipase BCL. Os resultados mostraram que o
HCI ndo possui atividade na hidrdlise desses grupos do substrato 8 apds 120 minutos.
Isso demonstra que a lipase BCL é de extrema importancia no estudo da reacdo de

desacetilacdo desse substrato em superficie.

4.2.1. Conclustes

A desacetilacdo enzimatica do substrato 1,2,3,4-tetra-O-acetil-p-D-xilopiranose (6)
em superficie, empregando a BCL lipase, mostrou bons resultados. Ao final de sessenta
minutos, o produto da monodesacetilacdo foi visto em intensidade relativamente alta. A
fragmentacdo dessa espécie mostrou a perda de uma molécula de &cido acético, de acordo
com a estrutura proposta para o produto monodesacetilado.

4.3. ReacOes Multicomponentes

O primeiro passo para o estudo da reacdo de Povarov em superficie foi a escolha dos
reagentes. Sabe-se que para a formacdo dos produtos é necessario a presenca de trés
componentes: amina aromatica, aldeido e alceno, na presenca de um catalisador cido.
Portanto, inicialmente, optou-se por utilizar a 4-bromoanilina (BrA), o iodeto de 4-
(formilfenil) N,N,N-trimetilaménio (2), o 2,3-diidrofurano (2,3-DHF) como alceno e

o0 &cido férmico como catalisador &cido (Esquema 12).

N+
2

/©/CHO

. o
N

N
“ HJLOH

'

+ EO) EM SUPERFICIE o

2,3-DHF

Esquema 12: Reacdo de Povarov em superficie.
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A analise dos espectros na Figura 44 revelou uma mudanca no perfil dos espectros

ao longo do tempo. Nota-se que a reagdo € muito rapida, formando os ions em poucos

minutos. As propostas de formacao de cada ion serdo discutidas a seguir, bem como, sua

caracterizacdo por meio do padrdo de fragmentacao.
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Figura 44: PS(+)-MS da Reacédo de Povarov em superficie em 0 min (A),
10 min (B) e 30 min (C).

Acredita-se que o ion de m/z 196 corresponde a adi¢do de metanol ao ion de m/z 164

(aldeido 2), formando um hemiacetal. A formagéo dessa espécie € explicada através da

presenca de metanol, oriundo das solugdes dos reagentes, em meio &cido (Figura 45,

pagina 63). Nota-se que ao passar do tempo sua intensidade vai diminuindo, indicando

que a medida que o metanol evapora da superficie do papel, a formacéo do ion de m/z
196 diminui.
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Figura 45: Mecanismo de formacéo do ion de m/z 196.

O espectro de fragmentacdo (Figura 46) deste ion mostrou a perda de 32 Da,

referente a uma molécula de metanol. O mecanismo de fragmentacdo € mostrado na

Figura 47.
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Figura 46: PS(+)-MS/MS do ion de m/z 196.
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Figura 47: Mecanismo de fragmentacao do ion de m/z 196.

Os ions de m/z 317 e 319 séo atribuidos a imina. Esses ions s&o 0s mais intensos do
espectro, mesmo ap6s 30 minutos, e sua formacdo ja era esperada. Destaca-se que 0
padrdo isotopico do bromo é visto, indicando que houve participagdo da BrA na formagéo
desta espécie. O mecanismo de formacgéo destes ions € mostrado a seguir (Figura 48,
pagina 62).
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Figura 48: Mecanismo de formag&o do ions de m/z 317 e 3109.

O espectro de fragmentacdo (Figura 49) do ion de m/z 317, assim como o ion m/z
319, mostra a reducgéo de 15 Da em relacdo a sua massa inicial, indicando a perda de um
radical metila. O mecanismo de fragmentacdo é mostrado na Figura 50.
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Figura 49: PS(+)-MS/MS do ion de m/z 317.
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Figura 50: Mecanismo de fragmentacédo do ion m/z 317.

Os ions de m/z 349 e 351 possuem uma diferenca de 32 Da com relagdo aos ions m/z
317 e 319, indicando que, possivelmente, ocorreu uma simples adigdo de metanol a imina.
Além disso, destaca-se que o padrdo isotopico do bromo é visto neste ion, indicando que
houve participacdo da BrA na formagéo desta espécie. O mecanismo de formagéo deste

ion € mostrado a seguir (Figura 51, pagina 65).
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Figura 51: Mecanismo de formacéo do ions de m/z 349 e 351.

A adigdo de uma molécula de metanol aos ions m/z 317 e 319 ocorre devido a acidez
do meio, na presenga de um composto nucleofilico. De um modo geral, quando ocorre a
protonacao do atomo de nitrogénio da ligacdo C=N, a ligacdo se torna altamente reativa
a um ataque nucleofilico. Além disso, é perceptivel que sua intensidade diminui a medida

que o metanol evapora da superficie do papel.

O espectro de fragmentacédo (Figura 52) do ion de m/z 349, assim como o ion de m/z
351, mostra a formacéo de quatro principais fragmentos. O mecanismo de fragmentacéo

é mostrado na Figura 53, pagina 66.
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Figura 52: PS(+)-MS/MS do ion de m/z 349.
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Figura 53: Mecanismo de fragmentacao do ion de m/z 349.

Os ions de m/z 387 e 389 sdo atribuidos ao produto final, ou seja, o produto formado
guando ocorre a reacdo entre os trés reagentes principais resultando na producédo do anel
tetraidroguinolinico. Destaca-se, mais uma vez, que o padrédo isotépico do bromo é visto
nestes ions, indicando que hé participacdo da BrA na formagdo do mesmo. O mecanismo

de formacdo destes ions € mostrado na Figura 54.
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Figura 54: Mecanismo de formacao dos ions de m/z 387 e 389.
Basicamente, o mecanismo para a formacéo dos ions de m/z 387 e 389 processa-se,

primeiramente, com a formacdo da imina (ions de m/z 317 e 319). Posteriormente, a imina
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¢ protonada, o carbono da ligacdo C=N se torna altamente reativo e o 2,3-DHF, atuando
como nucleofilo, ataca o carbono da ligagdo C=N*H. Um carbocéation é formado, sendo
estabilizado por ressonancia através da formagdo de um oxonio. Por fim, o ox6nio €
atacado através de uma reagdo de substituicdo eletrofilica aromatica, formando o anel

tetraidroquinolinico.

O espectro de fragmentacédo (Figura 55) do ion de m/z 387, assim como o ion de m/z
389, mostra a formacéo de trés principais fragmentos. O mecanismo de fragmentacéo é

mostrado na Figura 56.
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Figura 55: PS(+)-MS/MS do ion de m/z 387.
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Figura 56: Mecanismo de fragmentacao do ion de m/z 387.

Os ions de m/z 405/407 e 433/435 mostram uma diferenca de 18 Da e 46 Da,
respectivamente, em relacdo aos ions de m/z 387 e 389. Portanto, acredita-se que eles se
referem a espécies onde o intermediario oxonio é atacado por agua e acido férmico,
respectivamente. Destaca-se, mais uma vez, que o padrdo isotopico do bromo € visto

nestes ions, indicando que hé participacdo da BrA na formacdo do mesmo.
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O espectro de fragmentacao destes ions € mostrado nas Figuras 57, onde nota-se o
surgimento de alguns fragmentos. Seus respectivos mecanismos de fragmentacdo séo

mostrados a seguir (Figura 58 e Figura 59, respectivamente).
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Figura 57: PS(+)-MS/MS dos ions de m/z 405 (A) e 433 (B).
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Figura 58: Mecanismo de fragmentacdo do ion de m/z 405.
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Figura 59: Mecanismo de fragmentacao do ion de m/z 433.

Portanto, com os resultados mostrados acima, concluiu-se que a reacdo funcionou
em superficie. Provavelmente esta reacdo Se processa via mecanismo i6nico com a
formagdo de carbocétion, ao invés de um mecanismo concertado, como uma reagao de
Aza Diels-Alder. Apesar do ion referente ao intermediario carbocation ndo ter sido
detectado, os produtos de adicdo de dgua e acido férmico (m/z 405 e m/z 433) comprovam

sua formacdo.

A visualizacdo dos intermediarios e produtos é um 6timo resultado, assim como a
mudanca no perfil do espectro de massas com o passar do tempo. Entretanto, devido a
rapida evolucdo da reacdo em superficie e a alta volatilidade de alguns reagentes, como o
2,3-DHF, apds 10 minutos ndo hd uma mudanca significativa nos espectros. Portanto,
optou-se por variar alguns reagentes utilizados na reacdo, com o objetivo de melhorar a

distribuicdo das espécies formadas ao longo do tempo.

O primeiro componente reacional a ser avaliado foi 0 2,3-diidropirano (2,3-DHP).
Optou-se por substituir o 2,3-DHF pelo 2,3-DHP, devido a sua menor volatidade se
comparada com o 2,3-DHF. Os resultados obtidos foram semelhantes, porém, houve
mudanca na distribuicdo das espécies, bem como, em suas abundancias relativas (Figura

60, pagina 70).

Nota-se que o ion de m/z 196 também é formado nessa reacdo empregando o 2,3-
DHP. Como mostrado anteriormente, esse ion corresponde a adicdo de metanol ao
aldeido 2, formando um hemiacetal. O perfil de fragmentacao deste ion € 0 mesmo visto

na Figura 47, discutido acima.

O ion de m/z 210 e visto pela primeira vez nesta nova condi¢do e nota-se que ha um
leve aumento em sua intensidade com o passar do tempo. Devido a uma diferenca de 14
Da em relacdo ao ion de m/z 196, acredita-se que esse ion seja uma segunda adi¢do de

metanol ao aldeido 2, formando o acetal.
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Figura 60: PS(+)-MS da Reacédo de Povarov em superficie em 0 min (A),
10 min (B) e 30 min (C).

O 2,3-DHP é conhecido por ser uma substancia usada como grupo protetor de
alcoois. Essa protecdo é feita em meio &cido e é capaz de proteger o grupo hidroxila em
forma de acetal, o que o torna resistente a certas condigdes reacionais. Deste modo,
acredita-se que o 2,3-DHP tenha participacdo na formacao do ion m/z 210 (Figura 61,
pagina 71).
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Figura 61: Mecanismo de formacéo do ion de m/z 210.

O espectro de fragmentacdo do ion de m/z 210 mostra a formacdo de dois ions

principais (Figura 62). O mecanismo de fragmentacdo € mostrado na Figura 63.
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Figura 62: PS(+)-MS/MS do ion de m/z 210.
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Figura 63: Mecanismo de fragmentacdo do ion de m/z 210.

Os ions de m/z 317/319 e 349/351 sdo vistos em menor intensidade quando
empregamos o0 2,3-DHP. Esses ions ja eram esperados e correspondem a imina e a adi¢ao
de uma molécula de metanol a imina, como discutido anteriormente. O espectro de

fragmentacdo desses ions mostrou os mesmos perfis exibidos nas Figuras 49 e 52
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(pagina 64 e 65, respectivamente). O produto desejado, ou seja, a espécie onde ha o anel

tetraidroquinolinico (m/z 401/403), é visto, mas em intensidade muito baixa.

O ion mais intenso € o de m/z 419/421. Esse ion possui uma diferenca de 18 Da com
relacdo ao ion de m/z 401/403, indicando que, provavelmente, houve adi¢do de agua ao
intermediério ox6nio, como foi visto quando se empregou 2,3-DHF. O mecanismo de
formacéo deste ion é semelhante ao mostrado na Figura 55, pagina 67, com o 2,3-DHP

atacando a ligacdo C=N"*H e posteriormente, sofrendo a adi¢cdo de uma molécula de agua.

Provavelmente, neste caso, o ion de m/z 419/421 é o mais intenso porque existe a
possibilidade de formacdo de um ciclo de seis membros que auxilia na estabilizacdo da
espécie. A formacao desse ciclo é resultado de ligacGes de hidrogénio intramoleculares,

como mostrado na Figura 64.
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Figura 64: Equilibrio conformacional do ion de m/z 419.

O espectro de fragmentacdo do ion de m/z 419, assim como o ion de m/z 421,
apresenta muitos fragmentos (Figura 65, pagina 73). Os mecanismos de fragmentacao

sdo mostrados a seguir (Figura 66, pagina 73).
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Figura 66: Mecanismo de fragmentacao do ion de m/z 4109.

Os ions de m/z 433 e 435 também sdo vistos em baixa intensidade ao final de trinta

minutos. Acredita-se que essa seja a espécie resultante da adicdo de uma molécula de

metanol ao intermediario formado, ja que, possui uma diferenca de 32 Da com relagdo
403.

aos fons de m/z 401 e

No caso dessa reacdo onde o 2,3-DHP € empregado no lugar do 2,3-DHF, os ions

mais intensos ao final da reagéo sdo os ions de m/z 419 e 421. Como dito anteriormente,
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esses