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RESUMO

METODO ABSOLUTO E GERAL PARA A AVALIAGAO ESTRUTURAL
DIRETA DE ISOMEROS CONSTITUCIONAIS POR ESPECTROMETRIA DE
MASSAS PENTAQUADRUPOLAR

Autor: Mario Benassi Neto
Orientador: Prof. Dr. Marcos Nogueira Eberlin

E proposto um método absoluto para diferenciacdo de isébmeros
constituicionais por espectrometria de massas, utilizando a reatividade em fase
gasosa de fragmentos idnicos diagndsticos de estrutura (FIDE), gerados a partir
de precursores isoméricos. Com apenas um espectro de massas € possivel
fazer a atribuicdo de configuragdo de um isbmero, sem a necessidade de
comparagcdo com outros espectros de massas. Para provar o principio foram
testadas as seguintes classes de isdbmeros: acetonaftonas, alquilanilinas,
carbetoxipiperidinas, metiltiofenos, acidos ciclohexeno carboxilicos e
metilpiperidinas. Os precursores foram submetidos a El a 70 eV, e o
comportamento dissociativo foi estudado com o intuito de se identificar o FIDE.
E desejavel que o FIDE tenha as seguintes caracteristicas: i) seja formado por
todos os isdbmeros dentro do conjunto, ii) mantenha a informacao estrutural da
molécula precursora, iii) seja estavel em fase gasosa e iv) os FIDE’s formados
por cada um dos precursores devem ter estruturas diferentes e estes ndo podem
interconverter-se. Para cada classe de isbmeros foi selecionado a m/z do FIDE e
este ion foi submetido a dissociagéo induzida por colisdo (CID), esperando que
sua dissociagdo seja distinta dependendo do precursor, e a reagdes
ion/moléculas, esperando que FIDEs de precursores diferentes formem
diferentes produtos i6nicos. Foi utilizado um espectrémetro de massas
pentaquadrupolar que permite experimentos de MS/MS/MS, que permitiu

caracterizar os produtos ibnicos formados nas reagdes, através de CID.

Xiii



ABSTRACT

WIDE RANGING METHOD FOR DIRECT STRUCTURE ASSIGNMENT OF
CONSTITUTIONAL ISOMERS USING PENTAQUADRUPOLE MASS
SPECTROMETRY.

Author: Mario Benassi Neto
Advisor: Prof. Dr. Marcos Nogueira Eberlin

Herein, it's described an absolute method for structure assignment of
constitutional isomers exploring the gas phase behavior of a structurally
diagnostic fragment ion (SDFI) generated by each one of the precursor
molecules within an isomeric set. This method allows the unequivocally assigning
of the configuration of a precursor isomer with only one mass spectrum. To prove
the principle the following isomeric sets were tested: acetonaphthone,
alkylanilines, carbetoxypiperidines, methylthiophenes, cyclohexene carboxylic
acids and methylpiperidines. All of the precursor isomers were submitted to 70
eV electron ionization (El) with the intent of identifying the proper SDFI for each
of the isomeric sets. Ideally, the SDFI should have the following characteristics: i)
must be formed by all the isomers within the isomeric set, ii) retain the structural
information of the precursor molecule, iii) be stable (long lifetime) and iv) the
SDFI generated from different precursors must have different structures and
must not interconvert into one another. The m/z of the SDFI is selected and then
submitted to collision induced dissociation, hoping that the dissociative behavior
is different depending on the precursor molecule, and ion/molecule reactions,
hoping the bimolecular chemistry is different due to the formation of different ion
products. For all the experiments it was used a pentaquadrupole mass
spectrometer that allows MS/MS/MS, therefore allowing characterization of the
ion products generated by ion/molecule reactions through collision induced
dissociation.
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1 — Introducgao

A diferenciagdo de isébmeros constitucionais que apresentam estruturas
similares como a isomeria do tipo cis-frans ou orto/meta/para requer o uso de
diferentes técnicas analiticas para caracterizagéo e atribuicdo de configuragao
destes compostos. Os isbmeros sao normalmente diferenciados por
espectroscopia na regiao do infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear
(RMN) e espectrometria de massas (MS)?. A técnica de IV permite atribuir os
grupos funcionais presentes na amostra, no entanto, ndo diferencia isbmeros de
forma absoluta como a RMN. Além disso, para IV é necessario obter o espectro
para o padrdo de cada isdmero e compara-los.” A técnica de RMN consegue
diferenciar isbmeros e € a mais indicada para atribuicbes absolutas, no entanto,
sua sensibilidade é varias ordens de grandeza menor que a MS.

Os isbmeros apresentam estruturas e propriedades distintas, porém
apresentam a mesma massa molecular. Como a MS analisa a relagdo massa-
sobre-carga (m/z), quando se trata de ions monocarregados a m/z expressa a
massa do composto analisado, portanto, quando se esta analisando ions em
fase gasosa, a MS nao consegue distinguir isémeros.

Existem diferentes estratégias baseadas na correlagdo entre estrutura e
propriedades fisico-quimicas que procuram suprir esta caracteristica inerente da
MS, como as estratégias que exploram a reatividade unimolecular ou
bimolecular.? Mas estes procedimentos ndo sdo absolutos pois & necessario
realizar a comparagdo entre os espectros de massas de varredura ou
espectrometria de massas seqiiencial® (MS/MS). Para isso & necessario ter a
disposicao o conjunto de isébmeros, cujas estruturas ja foram investigadas por
outras técnicas, e se obter os espectros de massas para cada isbmero
pertencente aquele conjunto, criando assim, um conjunto de espectros de

referéncia. No entanto, mesmo quando se tem a disposig¢ao todos os isébmeros,

® Do inglés: Mass Spectrometry (MS)
b Tradugdo para Tandem de acordo com a terminologia da lingua inglesa.
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0s seus espectros de massas podem ser muito parecidos, ndo permitindo a
diferenciacéo entre eles.

Logo, ndo é possivel realizar a caracterizagdo ou uma diferenciagdo de
grande abrangéncia por MS, se nao estiver a disposi¢ao o conjunto de isbmeros
dentro de uma mesma classe. Portanto, para uma nova molécula que apresenta
isomeria constitucional, s6 o espectro de massas da molécula ndo permite uma
atribuicdo de configuragao inequivoca.

Este estudo visa mostrar a utilizagdo de uma nova metodologia absoluta e
geral para atribuicdo de isomeria constitucional utilizando espectrometria de
massas. Para isso € proposta uma nova estratégia que procura caracterizar o
precursor isomérico através do comportamento em fase gasosa de um
fragmento i6nico diagnéstico de estrutura (FIDE). Esta estratégia € baseada na
expectativa de que cada uma das moléculas dentro de uma série de compostos
isoméricos ira formar o FIDE através da técnica de ionizagao utilizada.

A principal caracteristica do FIDE & que este deve reter a informagéo
estrutural do precursor isomérico. O FIDE servira como uma referéncia para a
série de isbmeros e, portanto, se estes ions apresentarem dissociacido ou
quimica bi-molecular caracteristicas, logo se apresenta um método de grande
abrangéncia para atribuicdo de isomeria constitucional, pois ira funcionar ndo s6
para os isdbmeros dentro da classe, mas para qualquer composto homologo ou
analogo a série de isbmeros, partindo-se da premissa que cada um destes
compostos, homdlogos ou analogos, irdo formar o FIDE.
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1.1 — Espectrometria de Massas

E atribuido a Joseph John Thomson, o titulo de pai da espectrometria de
massas, que com seus experimentos nos Laboratérios Cavendish da
Universidade de Cambridge, construiu o primeiro espectrdmetro de massas.

No entanto, foi Eugen Goldstein que deu os primeiros passos descobrindo
0s raios canais ou “Kamalstrahlen”, produzidos por uma descarga elétrica num
gas mantido a baixa pressao dentro de um tubo de vidro equipado com um
catodo perfurado. Diferente dos raios catodicos, os raios canais formavam uma
corrente de ions que saia do catodo e se direcionava ao anodo. Goldstein
concluiu que estes raios eram compostos por particulas positivas.®

Em 1896, o fisico alemao Wilhelm Wien mostrou que os raios canais
podiam ser defletidos por fortes campos magnéticos e elétricos e que quando
estes eram superpostos, diferentes gases apresentavam parabolas de diferentes
relagdes de carga-e-massa (e/m).

Thomson se baseou nos experimentos de Wien para estudar os raios
canais de Goldstein, construindo um tubo de vidro que operava com pressdes
menores que as de Wien, permitindo que o0s espectros produzidos
apresentassem parabolas mais resolvidas e nao tao difusas como as de Wien.
Foi quando Thomson usou nednio como o gas de preenchimento, que grande
duvida surgiu. O espectro apresentava duas parabolas referentes a m/z 20 e m/z
22. Thomson acreditava que apenas a parabola de m/z 20 fosse referente ao
nebnio e a de m/z 22 fosse NeH, ou diéxido de carbono (CO;) duplamente
carregado e ndo acreditava que este poderia ser outro sinal de nebnio referente
ao seu isétopo de numero de massa 22, que ainda nao era conhecido na época.

Francis William Aston, aluno de Thomson, acreditava que o sinal de m/z
22 era de fato nebnio, porém um isétopo do elemento. Aston solucionou
definitivamente o problema, construindo um espectrografo com o campo
magnético posicionado ao lado do campo elétrico (tandem) e com um sistema
de colimagdo dos ions produzidos no tubo de vidro apdés a descarga. Isto

permitiu um espectro mais resolvido, que ajudou a provar que o sinal era de fato
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um isétopo de nednio.>** Parece estranho a descrenca de Thomson, quanto &
possibilidade do sinal de m/z 22 ser um isétopo, no entanto, na época de
Thomson e Aston, ndo se sabia de existéncia de is6topos para elementos
estaveis na natureza. Sabia-se apenas de isétopos de elementos radioativos
gerados nos estudos de decaimento realizados pelo radioquimico inglés,
Fredrerick Soddy, ganhador do prémio Nobel em quimica de 1921, com seus
estudos sobre substéncias radioativas. Soddy foi o primeiro a cunhar o termo
isétopo para elementos de mesmo numero de protons mas diferentes numero de
néutrons.?

Outros grandes cientistas contribuiram para o desenvolvimento da
espectrometria de massas para que hoje esta chegasse a ser umas das técnicas
analiticas de maior importancia na ciéncia, movimentando um mercado bilionario
em todo o mundo.’

Fundamentalmente, a espectrometria de massas € uma técnica analitica
que permite discriminar ions de acordo com suas relagbes massa-sobre-carga
(m/z). O valor m/z, atribuido a um ion, € um numero adimensional, ou seja, m/z
nao € uma unidade e sim um adjetivo do ion.® Isto é importante ressaltar pois o
que é medido em espectrometria de massas € m/z e ndo a massa de um ion.
Apenas para ions monocarregados, a m/z reflete a massa fisica do ion. Para
ions multiplamente carregados isto ndo se aplica.

Além de discriminar ions, a MS é capaz de contar a quantidade de ions
numa determinada m/z. A MS n&o analisa atomos neutros ou moléculas neutras.
Antes de discriminar os ions € necessario, primeiramente, gera-los utilizando um
sistema de ionizacao ou fonte de ions. As diferentes ionizagdes existentes é que
determinam a aplicabilidade da MS.’

A Figura 1 mostra um diagrama com os componentes mais importantes de
um espectrometro de massas. O primeiro deles é o sistema de ionizagao, que ira
gerar ions na fase gasosa ou ira transferir espécies ibnicas em solugédo para a
fase gasosa. Estes ions séo direcionados para o analisador de massas (m/z)
que ira discriminar a populacado de ions de acordo com suas m/z's. Depois de

discriminar as m/z’s é necessario quantificar quantos ions referentes a uma
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determinada m/z estdo na populagao de ions e quem quantifica isto € o detector.
Depois da deteccédo é necessario um sistema que trate as informagdes dadas
pelo detector e as transforme num espectro de massas: um grafico que no eixo
das abscissas apresenta as diferentes m/z’s e no eixo das ordenadas indica a
intensidade dos ions presentes na amostra.

O diagrama da Figura 1 também mostra que o analisador de massas e o
sistema de detecdo sdo mantidos sob vacuo e isto ndo necessariamente se
aplica para os sistemas de ionizagdo, pois alguns deles estdo a pressao
atmosférica, fato que revolucionou a espectrometria de massas.

Os sistemas de ionizagao determinam um espectro de aplicabilidade da
MS, pois as fontes de ions determinam o tipo de analito que é possivel ser
analisado. A Figura 2 mostra a relagdo que existe entre polaridade de uma
molécula e a massa molecular para as principais técnicas de ionizagdo. A
ionizacdo por elétrons (EI°) e a ionizagcdo quimica (CI°) sdo técnicas que
necessitam de moléculas neutras em fase gasosa e para isso deve-se aquecer a
amostra. Para compostos termicamente estaveis, ou seja, que ndo degradam
com aquecimento, El e Cl sdo adequadas para a ionizagao. Para biomoléculas,
como proteinas e peptideos, o uso de El e Cl é inadequado, pois estes ndo sao
termicamente estaveis e degradam com altas temperaturas, sendo melhor o uso
de Electrospray (ESI), uma técnica de ionizagdo a pressdo atmosférica que
transfere espécies carregadas em solucéo para a fase gasosa.®®

Além de El e ESI, o diagrama da Figura 2 mostra outras técnicas de
ionizagdo importantes em MS, como a ionizagao/dessorgcdo a “laser” assistida
por matriz (MALDI®), uma técnica de ionizagdo mantida sob vacuo, importante
para a andlise de proteinas e polimeros,’® a ionizagdo quimica a pressdo

atmosférica (APCI") e fotoionizagdo & pressao atmosférica (APPI9).

‘Do inglés: Electron lonization (El).

‘Do inglés: Chemical ionization (Cl).

¢ Do inglés: Matrix assisted laser desorption/ionization (MALDI).
"Do inglés: Atmospheric pressure chemical ionization (APCI).

& Do inglés: Atmospheric pressure photoionization (APPI).
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Figura 1 — Diagrama Esquematico da Espectrometria de Massas.
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Figura 2 — Grafico de massa versus polaridade para a principais técnicas de ionizacdo em
espectrometria de massas.



Espectrometria de Massas Mario Benassi Neto

Existem diferentes estratégias para se discriminar ions dependendo do
analisador de massas utilizado. O mais comum € o analisador quadrupolar e
este é o analisador utilizado neste estudo.

Além dos quadrupolos, existem diversos tipos de analisadores como os
analisadores por aprisionamento de ions ou lon trap (IT), analisadores por
tempo-de-vdo (TOF"), ressonancia ciclotrénica de ions (ICR'), Orbitrap, além de
outros. O preco de um espectrémetro de massas esta diretamente ligado ao tipo
de analisador de massas utilizado, e também pelo numero de analisadores de
massas presentes num unico equipamento, e.g., triploquadrupolos, Q-TOF, IT-
Orbitrap, IT-ICR, IT-TOF dentre varias outras configuragdes que existem
disponiveis no mercado. Estas diferentes combina¢des de analisadores surgem
devido aos diferentes tipos de informacdes que diferentes tipos de analisadores
de m/z fornecem, que por sua vez esta relacionada a capacidade de cada tipo
de analisador dicriminar m/z. Dentre os diversos tipos de analisadores alguns
tem a capacidade de fazer experimentos do tipo MS/MS,"'2 como os
quadrupolos, IT’s e ICR’s; ja analisadores como Orbtrap’s e TOF’s ndo permitem
MS/MS. Um dos métodos mais comuns utilizados para se fazer experimentos de
MS/MS em Quadrupolos e IT’s é a dissociacdo induzida por colisdo (CID') com
um gas inerte.”® Em equipamentos modernos de FT-ICR¥, experimentos de
dissociacdo podem ser realizados através da dissociacao por captura de elétron
(ECD'),™ ou através da dissociacdo multifotdnica na regido do infravermelho
(IRMPD™)."®

"Do inglés: Time-of-flight (TOF)

"Do inglés: lon Cyclotron Resonance (ICR)

Do inglés: Collision induced dissociation (CID)

“Do inglés: Fourier transformed — ion cyclotron resonance (FT-ICR)
'Do inglés: Electron captured dissociation (ECD)

™ Do inglés: Infrared multi-photon dissociation (IRMPD)
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1.1.1 — lonizagao por elétrons

A formacdo de ions &€ uma etapa critica de qualquer aplicacdo da
espectrometria de massas. Independente do analisador, a andlise de massas
requer ions. E uma das maneiras mais antigas e praticas de se converter
moléculas neutras em ions € através de colisdes com elétrons.

A primeira fonte de ionizagao por elétrons (El) foi desenvolvida por Arthur
Jeffrey Dempster, fisico canadense da Universidade de Chicago. O trabalho de
Dempster intitulado “A new method of positive ray analysis”, publicado no
periodico Physical Review de 1913, mostra a primeira versao de uma fonte de
ionizacdo por elétrons, chamada por Dempster de bombardeamento de
elétrons”.

As versdes modernas das fontes de El sdo baseadas no design do fisico
Walker Bleakney, introduzido em 1929.® No entanto, Nier' fez importantes
contribuicdes melhorando as versdes de Bleakney e Dempster.

A Equacao 1 é a equacéao primordial de El e apesar de ser simples, ela
apresenta um conceito muito importante: se um dos elétrons da fonte de
ionizacdo (e’) se aproximar de um dos elétrons que estdo orbitando uma
molécula (M), estes irdo repelir-se. Com isso o elétron da molécula sera ejetado

gerando um fon molecular carregado positivamente (M**)."

M+e — M™" +2e Equacao 1

A amostra per se, ou 0s ion gerados a partir dela, devem primeiro ser
levados a fase gasosa. Uma vez em fase gasosa, moléculas neutras entram na
fonte de ions pelo sistema de entrada de amostra que € um orificio dentro da
fonte. A interagcdo do feixe de elétrons com as moléculas neutras levam a
deposi¢cado de energia sobre estas e uma porcentagem muito pequena destas
moléculas neutras recebem energia suficiente para ejetarem um elétron

formando assim um ion. A maioria das moléculas com excesso de energia

" Tradugao livre para Electron Bombardment.
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fragmentam-se em ions, moléculas neutras e radicais. O que dita o
comportamento do ion € a relagcdo que existe entre a energia absorvida e a
probabilidade deste ion adquirir determinada energia (Figura 3).

Uma ligagdo quimica apresenta energia de 3 a 4 eV. E nesta regido de
energia que se encontram a maioria dos ions formados por El. A curva
pontilhada mostra que existe uma grande probabilidade da deposi¢cédo de energia
interna ocorrer nesta regiao. Os ions formados por EI podem adquirir energias
acima da regiao de 3 a 4 eV, no entanto, a curva de distribuicdo de energia
interna (linha cheia) mostra que poucos ions adquirem energias por volta de 60
eV. Com o aumento da energia dos elétrons na fonte de El, menor sera a
probabilidade de deposicdo desta energia pois sera menor a probabilidade de
transferéncia, mesmo com o maior numeros de estados de energia permitidos
(curva traco dois pontos). Apesar de ser pouco provavel, este processo nao é
inexistente. Energias em torno de 60 eV sao suficientes para atomizar alguns
elementos. E por isso que ao se aumentar o ganho do detector é possivel ver o

sinal do "*C positivo radicalar de m/z 12 e seu dimero de m/z 24, no espectro de

massas.
5 Numero de Estados
Prob?bl!ldade de . de Energia Permitidos
P(e) Transferéncia de Energia \
¥ Distribuicdo de \
: Energia Interna Vd

a/.

» Energia

3-4eV 60 eV

Figura 3 - Curva de distribuicdo de energia interna de um ion."
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A distribuicdo de energia interna (linha cheia) ndo é uma distribuicdo de
Boltzmann, pois os ions na El estao isolados, nao havendo, a principio, colisdes,
portanto, ndo ha perda de energia. Numa distribuicdo de Boltzmann esta
envolvido um equilibrio.

Para um melhor entendimento da distribuicdo de energia interna adquirida
pelos ions em EI é importante compreender o diagrama de transi¢cbes
eletrénicas de uma molécula neutra (Figura 4).

Este diagrama (Figura 4) mostra que uma molécula neutra (M) precisa
receber uma certa quantidade de energia para se tornar um ion positivo radicalar
(M™). A energia aparente (AE°) representa a quantidade de energia necessaria
para se formar um ion, a partir da molécula neutra (M). A energia de ionizagao
(IEP) representa a quantidade de energia necessaria para se remover um elétron
da molécula neutra sendo definida para a temperatura de 0 graus Kelvin. Para a
maioria das moléculas organicas, |IE é por volta de 6 a 10 eV.?° O termo ¢ ¢ a
energia critica® também sendo interpretada como a energia interna adquirida
pelo ion e este é obtido subtraindo-se AE de IE (Equacgéo 2).

e=AE - IE Equacao 2
Energia

1 F+N

M+

Transi¢do
Adiabatica

s

_ Distancia
Internuclear

Figura 4 — Diagrama de Transigao Eletronica'®*’

°Do inglés: appereance energy (AE)
® Do inglés ionization energy (IE)
9 Tradug&o livre para o termo critical energy
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O diagrama de transicéo eletrénica (Figura 4) exibe duas possibilidades
de transicdes eletrbnicas: adiabatica e vertical. O processo de ionizagao vertical
¢ uma ionizagdo que ocorre de acordo com principio Franck-Condon,?' ou seja,
a ionizagao é tao rapida que nao ocorre mudangas nas coordenadas nucleares
das entidades envolvidas durante o processo de ionizagcdo. Em El, a ionizacao
ocorre numa escala de tempo muito menor que a vibracdo de estiramento C-H,
com um periodo de 10" segundos. Para um elétron com energia de 50 eV,
movimentando-se a uma velocidade de 4,2 x 10® cm/s, este ir4 atravessar um
diametro molecular de 107 cm em 2,4 x 10™"® segundos, portanto, o tempo
necessario para uma vibragao é 100 vezes maior que o tempo necessario para a
ionizacao. Isso mostra que os atomos da molécula submetida a ionizagao estéo
parados durante o processo. Este conceito & importante pois se exclui a
possibilidade da ionizagao ser adiabatica, que seria um processo de transicdo no
qual ndo ocorre troca de calor com as redondezas e quando se trata de uma
reagcao quimica, implica que o produto formado estd no seu menor estado de
energia (Figura 4).

A relagdo entre a distribuicdo de energia interna e as energias
necessarias para se provocar uma ionizacao determinam o aspecto do espectro
de massas de El. Num sistema regido pela distribuicdo de Boltzmann, existe a
redistribuicdo de energia devido ao equilibrio térmico. Em EIl, ndo existe
equilibrio térmico pelo fato dos ions formados estarem isolados na fase gasosa e
sob vacuo (10 a 107 torr). Sob este vacuo & improvavel ocorrer interacdes entre
ions depois que estes sao formados, logo, o espectro de massas de El é
reprodutivel, pois se trata de um método fisico de ionizacdo, ndo ocorrendo
reagdes quimicas ou colisbes dentro da fonte de ions.

A distribuicdo de energia interna mostra como os ions com diferentes
energias internas apresentam diferentes comportamentos na fase gasosa.
Algumas das moléculas neutras adquirem energia suficiente apenas para se
tornarem ions moleculares.

Pelo fato de estarem em fase gasosa e nao existir a possibilidade de

perder esta energia através de colisdbes, outras moléculas com grande
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quantidade de energia interna depositada perdem o excesso de energia através
da fragmentagdo. Para diferentes energias internas, existem diferentes
caminhos de fragmentacdo que podem ser acessados pelo ion. Portanto, o
espectro de massas de El fornece uma grande quantidade de informagdes como
0 peso molecular e a informacgao estrutural, devido aos diferentes caminhos de
fragmentagao que o ion gerado a partir da molécula pode acessar.

A fonte de ions por El é basicamente composta por um cubo que
apresenta alguns orificios para entrada da amostra e algumas fendas para a
passagem de elétrons e dos ions formados (Figura 5). O feixe de elétrons é
injetado na fonte através de uma fenda de entrada em P4 e atravessa a camara
de ionizacao (C) e sai pela fenda em P,. Estas fendas estédo dispostas em lados
opostos da camara de ionizagao (C) e o eixo de feixe de elétrons forma um
angulo reto com o eixo-z do analisador de massas. Este feixe é produzido a
partir de um filamento (F), colocado fora de C, que depois de aquecido emite
elétrons. O material do filamento € tungsténio. Mas com o intuito de se obter
maiores tempos de vida do filamento, usam-se revestimentos de tantalo ou
rénio, que permitem a reducéo de sua temperatura de operacgao, logo, reduzindo
problemas que podem surgir com pirolise.

Os elétrons emitidos pelo filamento sao atraidos pela lente ibnica L1 que é
mantida a um potencial positivo em relagao ao filamento. A lente L1 e a fenda de
entrada em P4 apresentam uma abertura pequena de 1 x 3 mm, permitindo que
o feixe de elétrons seja colimado antes de entrar em C. A energia com que 0s
elétrons s&o acelerados até a entrada da cadmara de ionizagao € controlada pela
reducdo da potencial elétrico entre o filamento e a lente Li. A principio, ndo
existe um campo elétrico dentro da camara de ionizagdo, pois P1 e P2 sado
mantidos no mesmo potencial. O elétrons que passam pela fenda de saida em
P, séo coletados por T, que € o anodo de captura. Algumas fontes de El ndo
apresentam este eletrodo de captura como por exemplo a fonte de El presente

no pentaquadrupolo utilizado neste presente estudo (Figura 6).
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Figura 5 — Diagrama esquematico da fonte de ionizagao por elétrons (El).

Figura 6 — Fonte de ionizagado por elétrons presente no pentaquadrupolo. a) Viséo Frontal e b)
Visdo Lateral.
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O processo de ionizagdo ocorre na regido delimitada entre a fenda de
entrada em P4 e a fenda de saida em P», pois nela se tem o feixe de elétrons
ionizantes que intercepta as moléculas neutras em fase gasosa.

O repeller (R) é um eletrodo colocado dentro de C, no lado oposto a fenda
de saida dos ions em P3, que por sua vez esta alinhada a entrada do analisador
de massas. A funcdo do repeller é impulsionar os ions formados dentro da
camara para a entrada do analisador de massas. Para isto usa-se um campo
elétrico de baixa intensidade entre R e a fenda de saida em Ps.

Os ions formados estdo sujeitos a modificacbes antes de sairem da
camara de ionizagao, podendo fragmentar-se espontaneamente ou depois de
certo tempo, em resposta ao excesso de energia interna adquirida durante o
processo de ionizagdo. Como o processo de deposi¢ao de energia é estatistico,
dentro da populacdo de moléculas neutras que adentram a camara de ionizagao
ocorrera a formagao de ions moleculares com diferentes energias internas e
estes irdo acessar diferentes caminhos dissociativos, ou seja, irdo gerar
diferentes fragmentos ibnicos que ajudam a caracterizar a molécula inicial. O ion
molecular pode fragmentar-se gerando um fragmento idnico positivo, F1*, € um
fragmento radicalar, F,* (Equagdo 3). Este tipo de fragmentacdo é conhecido
como perda radicalar e o Esquema 1a) mostra este caminho dissociativo para a
acetona. O fragmento idnico, F4*, também pode continuar a se fragmentar
dependendo da sua energia interna, gerando outro fragmento i6nico positivo,
F3*, e um fragmento neutro, F4 (Equagdo 4). Outro caminho dissociativo que o
ion molecular (M™) pode assumir é através da perda neutra, gerando um
fragmento positivo radicalar, F5™*, e um fragmento neutro, Fg (Equacéo 5), que
por sua ver pode se fragmentar por perda radicalar, gerando um fragmento
positivo, F;* e um fragmento radicalar, Fg* (Equagéo 6). O ion molecular da 2-
pentanona pode se fragmentar perdendo uma molécula de eteno, através de um
rearranjo de hidrogénio seguido de uma clivagem homolitica levando ao ion
positivo radicalar de m/z 58 (Esquema 1b). Este processo de fragmentacéo é

conhecido como o rearranjo de McLafferty. 22
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M™ > F+F,’ Equacgao 3
Fi" > F3" +Fy Equacéo 4
M*™ — F5™ + Fg Equagédo 5
Fs* > F;" + Fg’ Equacgéo 6
+
.
iR .
—_—
a) )]\ + CHj (Perda Radicalar)
|
m/z 58 m/z43
ion fragmento  fragmento
molecular ionico radicalar
“N
H e+ H H O +
5 lo) '-> \0+ fo)
b) > | > | + == (Perda Neutra)
Q
m/z 86 m/z 58
fon ) fragmento
molecular cation radicalar

Esquema 1 — Fragmentagdo da acetona por perda radicalar (a) e da 2-pentanona por perda
neutra (b) em El a 70 eV.
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1.1.2 — Analisador de Massas Quadrupolar

O quadrupolo é um dos analisadores de massas mais usados na
espectrometria de massas, sendo constituido basicamente de quatro barras
cilindricas e paralelas (Figura 7) onde é aplicado uma combinacdo de campos
elétricos de corrente continua (DC") e de radiofreqiiéncia (rf), que permitem a
passagem de ions pelo centro do quadrupolo através do eixo z, longitudinal, em
oOrbitas estaveis de acordo com suas m/z’s.

O quadrupolo € um analisador de massas sequencial, ou seja, apenas os
ions de uma determinada m/z terdo 6rbita estavel para passar por todo o eixo
longitudinal do quadrupolo, enquanto que as outras m/Z’s nao serao
transmitidas. Por exempo, para uma amostra que contem ions de m/z 50, m/z
100 e m/z 150, quando o quadrupolo estiver ajustado para analisar a m/z 50, os
ions de m/z 100 e m/z 150 n&o serao transmitidos e serao perdidos, pois baterdo
nas barras e serdao neutralizados. Quando o quadrupolo passar a analisar o ion
de m/z 100, os ions de m/z 50 e m/z 150 nao estardo mais em orbitas estaveis e
serao perdidos.

Quando se quer obter um espectro de varredura, a eletrénica do
equipamento é ajustada para fazer uma rampa nas voltagens rf e DC aplicadas
no quadrupolo, para que esta rampa passe apenas pelo apice das regides de
estabilidades (Figura 8) para cada m/z. E importante ressaltar que a rampa néo
€ linear. Se fosse mantida um rampa linear o espectro de massas perderia em

resolugdo para massas altas.®

" Do inglés: Direct Current (DC)
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Eixos do
Quadrupolo
I

1l
Fonte de ions \I/U’

Figura 7 — Diagrama esquematico de um analisador de m/z quadrupolar.6

O comportamento fisico de ions em campos elétricos quadrupolares é
descrito pela Equagao 7 que mostra a distribuicdo do potencial elétrico (®) no
instante t. U é a intensidade da voltagem DC aplicada ao quadrupolo. V é a
intensidade da voltagem rf aplicada ao quadrupolo cuja freqliéncia angular (o) é
dada por 2xf. A posigédo do ion em relagao ao eixo cartesiano € dado porxey e
ro € a distancia relacionada ao eixo-z. Sobre a Equacao 7 é aplica uma derivada
parcial em relagao aos eixos x e y de movimento dos ions levando a Equacéo 8
e a Equagdo 9 que definem os chamados parametros de Mathieu a e q.2?* O
parametro a esta relacionado a voltagem DC e q esta relacionado a voltagem rf.
Um ion tera trajetoria estavel dentro do quadrupolo se estiver submetido a
valores de a e g que correpondem a uma regido de estabilidade para uma

determinada m/z.

2.2
o= [U+ Vcos(a)t)] x2 3/ Equacgio 7
Ty
4zeU
a,=—-a,=—— Equacéo 8
: mro
_ _ 2zeV .
q9.=—4,= mz—roz Equacao 9
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O diagrama de estabilidade para um ion A tem limites definidos pelas
linhas cheias (Figura 8). Fora da regido delimitada, os ion de m/z A nao séo
transmitidos pelo quadrupolo. Se aumentar os valores dos parametros de
Mathieu para que a linha de operagéao seja a linha tracejada, o ion de m/z A nao
sera transmitido. Se for reduzido o valor dos pardmetros a e g, a nova linha
tracejado dois pontos de operagcdo nao ira passar pelo apice da regiao de
estabilidade e podera comecar a transmitir ions de outras m/z’s proximas de A,
com isso o sinal no espectro de massas perdera em resolugao.

Os quadrupolos tem dois modos basicos de operagdo: o modo de
transmissédo de ions e o0 modo que discrimina m/z. Esta classificacao se da de
acordo com o tipo de voltagem que € aplicada ao quadrupolo.

Os quadrupolos com capacidade de discriminar m/z sdo aqueles sobre os
quais sao aplicados o campo de radiofrequéncia (rf) e DC as barras de ago, e

por isso sao conhecidos como quadrupolos rf & DC.

Nao ha transmissao de ions

Sem Resolugao

i Instavel em x E

a (relacionado a voltagem DC)

q (relacionado a voltagem rf)

Figura 8 — Diagrama de Estabilidade de ions em campos elétricos quadrupolares.
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Para o modo de operacéao por transmissao de ions, é aplicado apenas um
campo de radiofreqiéncia, e por isso também €& chamado de rf-only, nao
apresentando a capacidade de discriminar m/z. Mas diferentemente dos
quadrupolos rf & DC, os quadrupolos rf-only sdo capazes de manter ions dentro
de uma determinada faixa de m/z em Oorbitas estaveis ao mesmo tempo, para
que estes possam ser transmitidos por toda a extensdo do quadrupolo e
cheguem as outras regides do espectrOmetro de massas. Sdo os quadrupolos rf-
only que sao usados em experimentos de dissociagao e reag¢des ion/molécula.

Depois do quadrupolo discriminar as m/z’'s dos ions que est&o vindos da
fonte de ionizagao, estes ainda precisam ser contados e para isso sdo enviados

ao detector descrito a seguir.
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1.1.3 — Detector por multiplicagao de elétrons

Os detectores por multiplicagdo de elétrons sdo os mais usados em MS®
e existem dois tipos principais, a multiplicadora de elétrons (ME) com dinédos
discretos e a ME com dinédo continuo, sendo a ultima o tipo de detector
presente no espectrdmetro de massas pentaquadrupolar utilizado no presente
estudo.

O funcionamento de uma ME é relativamente simples. Os ions que estao
saindo do analisador de m/z atingem o primeiro dinédo, ou dinbdo de conversao
do detector, produzindo elétrons secundarios que séo direcionados ao segundo
dinbdo e ao colidir com este produzem mais elétrons que por sua vez sao
enviados ao dinodo seguinte e mais elétrons sao produzidos. O processo se
repete gerando uma grande quantidade de elétrons que séo coletados pelo
ultimo dinédo produzindo uma corrente elétrica (I). Um unico ion que atinge o
dinddo conversor é amplificado em 10° vezes.® A corrente elétrica gerada é
proporcional a quantidade de ions de uma determinada m/z que atinge o dinédo
conversor.

A ME com dinddo continuo, também chamada de Channeltron®
apresenta o mesmo principio da ME anterior. S6 que ao invés de se ter varios
dinddos, existe uma unica peca continua com a forma de um tubo curvado que
se afunila como mostra a Figura 9. Esta peca é feita de vidro dopado com
chumbo que permite a multiplicagcado dos elétrons (Figura 10). Este tipo de ME é

mais resistente que a ME com dinodos discretos.
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Figura 9 — Diagrama esquematico de uma multiplicadora de elétrons.”®

Figura 10 — Fotografia de uma multiplicadora de elétrons com dinédo continuo.

23



Dissociagao induzida por colisao (CID) Mario Benassi Neto

1.2 — Dissociagao induzida por colisao (CID)

A Figura 11 mostra um diagrama esquematico da dissociagédo induzida
por colisdo onde um ion precursor encontra um gas inerte e através de colisbes
com este gas sado formados fragmentos ibnicos. Apesar de dois corpos estarem
envolvidos, a dissociagao se procede por cinética unimolecular, pois as colisbes
servem para ativar o ion para posterior dissociagao.

CID é um dos métodos mais usados na espectrometria de massas para
dissociagdo de um ion," por auxiliar na caracterizagdo do ion precursor através
de seu comportamento dissociativo, que €& caracteristico dependendo dos
grupos funcionais presentes no ion.

Diferente de El, que ao ionizar uma molécula neutra também induz
fragmentacéo, técnicas de ionizagdo como ESI e MALDI, na maioria das vezes
nao induzem fragmentacdo, logo a CID pode ser utilizada para melhor
caracterizar os ions formados nestas técnicas.

Quando se realizam reagdes ion/molécula, dentre os produtos iGnicos
formados podem surgir algumas duvidas quanto a estrutura do produto. CID

pode ser utilizado para se caracterizar estes produtos i6nicos.
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Figura 11 — Diagrama esquematico da dissociagao induzida por colisdo num quadrupolo rf-only.
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McLukey™ define CID (ou CAD®) como uma dissociagéo colisional que se
processa em duas etapas. A primeira delas (Equacéo 10) é a etapa de ativagao
colisional onde um ion precursor (I,") ird encontrar um alvo (N) que, geralmente,
€ um atomo ou uma molécula de um gas inerte, e, através da colisdo, trocar
energia levando a alteragao de energia cinética do sistema (Q) e a formagao do
ion precursor ativado num estado pés-colisional (I,"*) e do alvo num estado pos-
colisional (N*). A segunda etapa (Equacao 11) é a de dissociagdo unimolecular
onde o ion precursor ativado ira se dissociar para um fragmento que carrega a

carga (F.") e outro fragmento neutro (Fy).

12 Etapa O+1 +N->I"+N Equacgio 10

22 Etapa 1" > F+F, Equagio 11

A ativacado colisional permite a transferéncia da energia translacional
cinética do ion precursor para energia interna. Como a maioria dos ions se
comportam de maneira estatistica, ou seja, a energia pode se transferir
livremente entre os graus de liberdade, assim que o ion adquire esta energia
interna, esta energia sera redistribuida entre os graus de liberdade antes da
dissociacdo unimolecular, mas sera a partir dos estados vibracionais excitados
do estado eletrdnico fundamental que a dissociac&o ira ocorrer.™

A capacidade de se realizar experimentos de MS/MS é importante, pois
as dissociagdes induzidas pelos diferentes métodos de MS/MS permitem uma
caracterizacao estrutural do ion selecionado, no caso da quimica qualitativa,
como também permite maior especificidade nos experimentos que demandam

quantificagao, assim como ocorre em estudos de bioequivaléncia farmacéutica.

* Do inglés: Collisionally activated decomposition (CAD)
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1.3 — Reagoes ion/molécula

As reacgbes ion/molécula ajudam a entender processos fundamentais da
natureza, como a formacgao da atmosfera de planetas e outros corpos estelares

262728 quimica envolvida na atmosfera terrestre,”® quimica

como luas,
interestelar® e da quimica em solugdo,®’ j& que a interagdo entre ions e
moléculas sdo comuns em solugdo. Além disto, as reagdes ion/molécula ajudam
na elucidacdo de mecanismos de reacdes organicas,*? inorganicas® e
processos cataliticos,>® estudando reacdées modelo na fase gasosa, ajudando a
abstrair informacdes sobre a reatividade intrinseca das espécies de interesse, ou
seja, sem a influéncia do solvente, como ocorre na quimica tradicional em
solugao.>*

Em reagdes ion/molécula é formado um complexo entre o ion e a
molécula neutra que se mantém ligado através de diferentes tipos de interacoes,
como: a) a ligacéo de hidrogénio, b) a interagao da carga do ion com o sistema &
da molécula neutra e c) através da atragéo ion-dipolo e ion dipolo-induzido.** A
formacao deste complexo ion-molécula neutra é entropicamente favorecido em
fase gasosa e é a primeira etapa dentro da cinética envolvida numa reacéo

ion/molécula.’"3¢%7

Em fase condensada, estes complexos ion-molécula
também sao formados, no entanto, a solvatacdo impede que estes complexos
sejam estabilizados. A partir do complexo ion-molécula € que sdo formados os
produtos idnicos da reacao.

Os espectrdbmetros de massas também sao usados para realizar as
reagdes ion/molécula, pois permitem que ions sejam isolados na fase gasosa e
tem a capacidade de selecionar a m/z do ion, cuja identidade quimica queira ser
estudada. A molécula neutra utilizada na reacgao € inserida numa cela reacional
podendo ser quadrupolos do tipo rf-only, ion traps, celas de ICR, entre outras

técnicas descritas com maiores detalhes por Farrar & Saunders®.
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A Figura 12 mostra um diagrama esquematico de uma reagao
ion/molécula sendo realizada num quadrupolo rf-only, onde um ion reagente é
direcionado para este quadrupolo preenchido com moléculas neutras em fase
gasosa e a reagado se processa, formando produtos ibnicos diferentes que
posteriormente sao detectados gerando um espectro de massas.

A grande vantagem do uso das reag¢des ion/molécula para se caracterizar
ions é que esta abordagem € mais especifica que a dissociacao induzida por
colisdo. Para que uma reacao ion/molécula ocorra é necessario que exista uma
certa especificidade entre o ion e a molécula. Na CID n&o existe especificidade
para se dissociar um ion através de colisbes com um gas inerte.

E devido a esta maior especificidade que as reacdes ion/molécula foram
utilizadas para se tentar diferenciar isdmeros constitucionais através da
reatividade de um fragmento i6nico diagndstico de estrutura com apenas um

espectro de massas.

Produtos
I6nicos
fon /7 \
Reagente /7 \
® - |\ o
™ v @ 1
—> —> e = o o
L ° ® ® —— - 1
N . . 7
Molécula
Neutra

Figura 12 — Diagrama esquematico de uma reagdo ion/molécula sendo realizada num
quadrupolo rf-only.
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1.4 — Diferenciagao de isébmeros com MS

A palavra isbmeros foi cunhada pelo quimico sueco Jons Jacob Berzelius.
Sua origem vem da lingua grega onde a palavra isos siginifica igual e meros
significa partes.®® Bezelius utilizou este termo para descrever compostos
diferentes porém formados dos mesmos elementos e nas mesmas proporgoes.*°

Isbmeros sdao compostos diferentes pois estes apresentam estruturas
moleculares diferentes. A diferenca estrutural pode levar a diferentes
propriedades fisico-quimicas como: o estado fisico, ponto de ebulicdo, ponto de
fusao e pressao de vapor. No entanto, nem sempre as diferencas estruturais de
isdbmeros levam a diferentes caminhos dissociativos quando submetidos a
ionizagdo por elétrons. Na verdade, em muitos casos alguns isémeros
apresentam os mesmos caminhos dissociativos por MS. Por exempo, os
isdmeros de 2-aminofenol e 3-aminofenol apresentam espectros de massas de

El a 70 eV com os mesmos caminhos dissociativos (Figura 13).

109
a)
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Figura 13 — Espectros de Massas de varredura obtidos com El a 70 eV dos isbmeros 2-
aminofenol (a) e 3-aminofenol (b).
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Existem diferentes tipos isomeria e estas séo divididas em duas principais
categorais: a constitucional (ou estrutural) e a otica. A isomeria constitucional
refere-se a compostos que apresentam conectividades dos seus atomos
diferentes.*! Onde conectividade é a ordem com que os atomos das moléculas
estdo ligados. No caso da isomeria 6tica, os compostos apresentam as mesmas
conectividades porém o arranjo espacial entre eles é diferente, ou seja, a suas
estruturas tridimensionais sao diferentes. Estes compostos sdo chamados de
esteroisdbmeros e sao definidos dois principais tipos: os enantibmeros e os
diasteroisbmeros. Enantibmeros sdo moléculas cujas estruturas sao imagens
especulares uma das outras. Ja duas moléculas que sao diastereroisdbmeros nao
sao imagens especulares uma da outra.

O termo atribuicdo de configuracdo em quimica refere-se a determinagéo
do tipo de isomeria que uma molécula possui, seja ela constitucional ou ética. E
importante ndo confundir os conceitos de configuragdo e conformacgao. Para se
mudar a configuracdo de uma molécula é necessario que ligagbes quimicas
sejam quebradas para que outras sejam formadas originando um nova
configuragdo, ou seja, uma nova molécula. Numa mudanga de conformagao,
uma molécula estda sofrendo apenas rotagdes em suas ligagdes quimicas
gerando um novo arranjo espacial para ela. As conformag¢des de uma molécula
sao facilmente interconvertidas.*?

Existem diferentes técnicas que permitem atribuir configuragdo de
isbmeros como ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas. O
presente estudo trata da diferenciacdo de isbmeros por MS. Dentre as

abordagens descritas na literatura pode-se destacar Zheng et al*?

que utilizaram
a MS para discriminar diasteroisébmeros de peptideos utilizando electrospray.
Zaitsu et al* discriminam seis isémeros constitucionais de
trimetoxianfetamina utilizando separagao por cromatografia gasosa e MS. Este
método necessita o0 uso de padrbes para se validar a separagao cromatografica.
Além disso é necessario uma analise comparativa dos espectros de massas

para discriminar os seis isbmeros.
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Filsinger et al*

utilizam uma nova abordagem para diferenciar os
isomeros cis e trans de 3-aminofenol através da aplicagdo do campo elétrico ndo
homogéneo que permite a separacdo espacial dos isbmeros antes de serem
submetidos a ionizagdo multifotdnica intesificada por ressonancia (REMPI)".

A espectrometria de mobilidade ibnica acoplada a espectrometria de
massas (IMS-MS)" também permite a separagdo de isdbmeros. Para isso, ions
gerados a partir de precursores isoméricos migram por uma cela preenchida
com gas e submetida a um campo elétrico de baixa intensidade.*® Depois de
separados, o ions sao discriminados de acordos com suas m/z’'s pelo analisador
de massas.

Plasencia et al*’ separaram e discriminaram isdmeros de ovoalbumina

N-glicana através de IMS-MS. Dwivedi et al*®

separaram os enantidmeros de
interesse farmacéutico como atenolol e serina por IMS-MS. Os autores
utilizaram o gas quiral (S)-(+)-2-butanol que induz a migracédo diferencial dos
enatibmeros, permitindo assim a distingdo entre eles. As separagbes de
enantibmeros por IMS-MS permitem a distingdo entre eles, no entanto, esta
abordagem n&o é método absoluto e se usa padrbes de referéncia para se
validar a metodologia.

O escopo deste trabalho é diferenciar isémeros constitucionais de
maneira absoluta, ou seja, sem a necessidade de se fazer a comparagao de
espectros de massas para se chegar a conclusdo sobre a isomeria de uma
molécula precursora.

Dentro deste ensejo, partiu-se dos resultados obtidos pelo Laboratorio
Thomson de Espectrometria de massas relacionados a ions diagnosticos de

estrutura. Carvalho et al*®

comegaram esta abordagem e investigaram o
comportamento de ions pirimidilas, piridilas, furanilas e tiofenilas frente a CID de
baixa energia e reagbes ion/molécula, com o intuito de se revelar a identidade

de seus precursores isoméricos. Na reagao ion/molécula com 2-metil-1,3-

' Do inglés: resonance-enhanced multiphoton ionization (REMPI)
“ Do inglés: lon mobility spectrometry-mass spectrometry (IMS-MS).

30



Diferenciacédo de isdbmeros com MS Mario Benassi Neto

dioxolano, cada ion, proveniente de cada precursor isomérico, apresenta
comportamento caracteristico.

O conceito de caracterizagao de compostos através de ions diagnoésticos
através de reacgdes ion/molécula e CID ja foi utilizado por Gozzo & Eberlin®
para diferenciar ions piridila e pirimidila.

A abordagem para diferenciacdo de isOmeros através de ions
diagnosticos foi realizada com sucesso por Sabino et al*!, que diferenciaram
isdbmeros orto/meta/para de nitroacetofenonas através da dissociagao
unimolecular e quimica bi-molecular.

Rocha et al*?

apresentaram a mesma abordagem para atribuicdo de
isbmeros posicionais (orto, meta e para) para anilinas e fendis substituidos com
grupos acila e amidila provocando as reag¢des sobre ions diagndsticos do tipo
acilio (R—C*=0).

Os ions acilio sdo estaveis num ambiente livre de solventes, que é
proporcionado em fase gasosa.’® Estes ions quando em contato com moléculas
neutras reagem prontamente e por diversos mecanismos.>® Portanto, o estudo
de um conjunto de isdmeros constitucionais, que formam ions acilio, é favoravel
a atribuicdo de isomeria constitucional, pelo método baseado em ions
diagnésticos, pois ions acilio sdo carbocations comuns, estaveis e de facil
acesso0.”* Para isso, deve-se provocar reacdes ion/molécula ou dissociacdes
sobre o ion acilio formado na fragmentagao por El do precursor isomérico.

Em fase gasosa, os ions acilio reagem de maneira semelhante a
compostos carbonilados e estes reagem prontamente com nucledfilos. Lemos et
al®® mostram que ions acilio na presenca de dienos conjugados sofrem
cicloadi¢éo polar [4 + 27].

Moraes et al*® apresentam reagdes ion/molécula de acetais e cetais com
ions acilio por transacetalizagao polar, reacbes estas que sao diagnédsticas de
estrutura tanto para acetais e cetais como para os ion acilio utilizados. No
mesmo ano, Moraes & Eberlin® apresentaram reacdes de transacetalizagéo
com o acetal 1,3-dioxano, utilizando homoélogos sulforados dos ions acilio como

os ions tioacilio (R-C*=8) e ions sulfonila (R-S*=0).
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Eberlin & Cooks®® estudaram a reatividade em fase gasosa de ions acilio
através da reagdo de cicloadicdo de Diels-Alder [4 + 27], sendo o isopreno um
dos dienos utilizados nas reacdes ion/molécula. Posteriormente, Lu et al®®
reagiram ions carbonilados, submetidos a metilacdo e protonagao por ionizagao
quimica, para estudar sua reatividade por cicloadi¢cao de Diels-Alder com dienos,
avaliando se estas reagdes ocorrem por demanda normal ou demanda inversa
de elétrons.

Begala et al®

diferenciaram isbmeros orto, meta ou para de 6-fenil-
dibenzo(d,f)(1,3)dioxepinas substituidos com metila, metoxila e grupo nitro,
através da dissociagdo induzida por colisao (CID) sobre ions 2-
fenilbenzo[b]furanos diagndsticos de estrutura das dioxepinas.

Benassi & Eberlin®" mostraram a diferenciacdo de isdmeros de
acetonaftonas através da reatividade bimolecular em fase gasosa do FIDE.
Neste estudo, ions acilio foram gerados a partir dos precursores e postos a
reagir numa cela de reacdo utilizando um espectrobmetro de massas
pentaquadrupolar.

Benassi et al®?

diferenciaram isdmeros de butilanilinas gerando o FIDE
por EI a 70 eV e realizando reacbdes ion/molécula com estes ions para se
diferenciar os precursores isoméricos. No entanto, nesta abordagem nao se
utiliza ions acilio e sim, ions do tipo fenil-iménio gerados a partir de anilinas
substituidas por um grupo alquila no nitrogénio e que apresentam reatividade
distinta ao ion aminotropilio, gerado a partir de anilina substituida com grupo
alquila no anel.

Benassi & Eberlin® diferenciaram isémeros de carbetoxipiperidinas
utilizando a reagao ion/molécula entre o ion acilio diagndstico de estrutura
gerado a partir dos precursores isoméricos e etil vinil éter. Também foi possivel
diferenciar os precursores isoméricos através da dissociagdo induzida por
colisado sobre o ion diagndstico de estrtura.

Aléem de ions acilio, outros tipos de ions podem ser utilizados para

caracterizar o0s precursores isoméricos. Os ions azabutadienos sao
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relativamentes estaveis em fase gasosa,® podendo ser utilizados como ions
diagnosticos de estrutura.

Os ions azabutadienos N-protonados sao formados através da
fragmentacao induzida por El a 70 eV sobre as moléculas neutras precursoras
como as alil-aminas e piperidinas.®® Estes sdo dienos amplamente usados em
sinteses de heterociclos nitrogenados,66 principalmente, através de reacdes de

hetero-Diels-Alder®’ 5869

e Diels-Alder intramolecular,”® pois apresentam grande
reatividade frente a diendfilos, podendo sofrer cicloadigées polares [4* + 2].”"

Outra categoria de ions estaveis em fase gasosa € a dos ions do tipo acil-
iminio. Estes s3o empregados em reacdes de alquilacdo a-amida’® ou
condensacdes do tipo Mannich,”® reagdes nas quais se formam ligacdes
carbono-carbono via adicdo de endis e enolatos.” Nos ions aciliminio, o grupo
captor de elétrons, N-acila, aumenta bastante a velocidade da reagao pelo fato
de aumentar a eletrofilicidade do ion, fazendo a adicdo no carbono nucleofilico
irreversivel. Tomazela et al”® formaram ions iminio e N-aciliminio por MS e
realizaram reacgdes ion/molécula com viniloxitrimetilsilano.

As abordagens apresentadas inspiraram o presente estudo, pois a
maioria delas n&do permitem a atribuicdo de configuracdo de forma absoluta.
Neste trabalho procurou-se encontrar novos casos para se determinar a
isbmeria de uma molécula neutra precursora de forma absoluta. Assim
explorando a abordagem que utiliza fragmentos i6nicos diagnésticos de

estrutura (FIDE).
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2 — Objetivos

O principal objetivo deste estudo foi permitir a atribuicdo de configuracéo

de isbmeros constitucionais com apenas um espectro de massas, ou seja,

eliminar a necessidade de analise comparativa de espectros de massas para se

chegar a uma conclusdao quanto a configuragdo de um isbmero. Para isto, foi

proposto um método absoluto e geral para diferenciar isdbmeros constitucionais,

através da reatividade em fase gasosa de um fragmento i6nico diagndstico de

estrutura (FIDE) formado por cada um dos precursores isoméricos, dentro de um

conjunto de isbmeros. Para isso tiveram-se os seguintes objetivos especificos.

2.1 — Objetivos Especificos

Caracterizar cada precursor isomérico através do espectro de massas de
varredura,

Identificar o FIDE para o conjunto de isbmeros,

Dissociar o FIDE formado por cada um dos precursores,

Realizar reagdes ion/molécula com o FIDE formado por cada um dos
precursores,

Caracterizar os produtos idnicos das reagdes ion/molécula por experimentos
de MS?,

Identificar os produtos idnicos e/ou de dissociagdo que diferem os isbmeros
constitucionais,

Viabilizar a metodologia testando-a com uma molécula diferente dos
precursores isoméricos, seja ela, analoga ou homodloga, mas que possa

formar um FIDE.
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3 — Material e Métodos

3.1 — Reagentes

Os precursores isoméricos utilizados sdo todos padrées de referéncia
com alto grau de pureza e cujas especificacbes estdo listados na Tabela 1.
Estes reagentes precursores foram posteriormente submetidos a El a 70 eV
para se formar o fragmento iénico diagnéstico de estrutura (FIDE), que por sua

vez € submetido a reag¢des ion/molécula com os reagente listados na Tabela 2.

Tabela 1 — Isomeros utilizados

Precursores PM Formula . m/z do I
Isoméricos (Da) Molecular Tipo de FIDE FIDE Especificagdes
" 98% - Aldrich
1-Acetonaftona 170,21 C12H100 Acilio 155 (Milwaukee, EUA)
" 99% - Aldrich
2-Acetonaftona 170,21 C12H100 Acilio 155 (Milwaukee, EUA)
L - = 98% Alfa Aesar
1-carbetoxipiperidina 157,21 CsH1sNO2 Acilio néo forma (Pelham, NH, EUA)
L - 97% Alfa Aesar
2-carbetoxipiperidina 157,21 CsH1sNO2 Acilio 112 (Pelham, NH, EUA)
L - 98% Alfa Aesar
3-carbetoxipiperidina 157,21 CsH1sNO; Acilio 112 (Pelham, NH, USA)
Ac. 1-ciclohexeno-1- - 97% Aldrich
~ carboxilico 126,15 CrH100; Acilio 108 (St. Louis, EUA)
Ac. 1-ciclohexeno-3- - 97% Aldrich
carboxilico 126,15 CrH100; Acilio 108 (St. Louis, EUA)
—— N 97% Sigma-Aldrich
N-Butilanilina 149,23 C1oH1sN Imonio 106 (St. Louis, EUA)
- . - 97% Alfa Aesar
) ’ elham, NH,
4-Butilanilina 149,23 C1oH1sN Aminotropilio 106 (Pelh NH, EUA)
. — - N.D. Aldrich
) ‘ ilwaukee,
N-isopentilanilina 163,26 C11H47N Imonio 106 (Mi kee, EUA)
- . - 98% Aldrich
4-pentilanilina 163,26 C11H17N Aminotropilio 106 (St. Louis, EUA)
S . 97% Alfa Aesar
1-metilpiperidina 99,17 CsH1sN Azabutadieno 70 (Pelham, NH, EUA)
S . 98% - Aldrich
2-metilpiperidina 99,17 CsH13N Azabutadieno 70 (Milwaukee, EUA)
S . 99% - Aldrich
3-metilpiperidina 99,17 CsH13N Azabutadieno 70 (Milwaukee, EUA)
-~ R 98% Aldrich
2-metiltiofeno 98,17 CsHeS Tiopirilio 97 (Milwaukee, EUA)
o .
3-metiltiofeno 98,17 CsHeS Tiopirilio 97 98% Aldrich

(Milwaukee, EUA)

N.D. — ndo determinado pelo fabricante.
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Tabela 2 — Reagentes utilizados em reagoes ion/molécula

Reagente P.M. (Da) Ivllzglgzﬂ::r Especificag6es
2-metil-1,3-dioxolano 88,11 C4HsO2 99% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
2,2-dimetil-1,3-dioxolano 102,1 CsH1002 99% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
Etil vinil éter 72,11 C4HsO 99% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
Propil vinil éter 86,13 CsH100 99% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
Etil 1-propenil éter 86,13 CsH4100 98% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
2-metoxipropeno 72,11 C4HsO 99% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
Alil etil éter 86,13 CsH100 95% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
t-Butil vinil éter 100,16 CesH120 98% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
Isobutil vinil éter 100,16 CesH120 99% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
Etil vinil sulfeto 88,17 C4HsS 96% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
Isopreno 68,12 CsHs 99% Aldrich (Milwaukee, EUA)
Acroleina 56,06 CsH4O 99% Aldrich (Milwaukee, EUA)
Dieno de Danishefsky 172,30 CgH1602Si 98% Aldrich (Milwaukee, EUA)
1-Trimetilsiloxil-1,3-butadieno 142,27 C7H140Si 99% Aldrich (Milwaukee, EUA)
Acetona 58,08 C3HeO P.A. Vetec (Duque de Caxias, RJ)
Etil vinil cetona 84,12 CsHsO 98% Aldrich (Milwaukee, EUA)
Acetonitrila 41,08 CoH3N HPLC/Spectro - Tedia (Fairfield, EUA)
Propionitrila 55,08 CsHsN 99% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
Acrilonitrila 53,06 CsH3N 99% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
Cloreto de alila 76,06 C3HsCl 99% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
Brometo de alila 120,98 C3HsBr 97% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
Dissulfeto de metila 94,20 C2HsS» 99% - Aldrich (Milwaukee, EUA)
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3.2 — Método absoluto e geral proposto

A principal meta do método proposto foi permitir a atribuicdo da isomeria
constitucional de uma molécula com apenas um espectro de massas. No
entanto, a diferenciacdo nao foi realizada pelo comportamento dissociativo por
El a 70 eV dos isbmeros, dentro de uma classe, mas pelo comportamento em
fase gasosa de um fragmento iGnico diagndstico da estrutura (FIDE) formado
pelo isbmero. Para que um FIDE seja ideal é desejado que tenha as seguintes

caracteristicas:

1) ser formado por todos os isdmeros dentro do conjunto em estudo,
2) manter a informacgao estrutural da molécula neutra precursora,

3) ser estavel em fase gasosa, ou seja, tempo de vida longo,

4) o FIDE formado por cada um dos precursores devem ter estruturas

diferentes e estes nao podem interconverter-se.

Para uma classe de isbmeros que se deseja estudar, para identificar o
FIDE pertinente aquela classe é necessario adquirir os padrdes de referéncia
para um dos isdmeros. Deve-se submeter cada um dos isbmeros a ionizagao
por elétrons (El) a 70 eV para se adquirir os espectros de massas de varredura
de cada um deles e avaliar se todos os isdmeros do conjunto apresentam ion
em comum, ou seja, mesma m/z. Uma vez identificado estes ions deve-se
avaliar se estes sao provaveis FIDE’s, ou seja, carregam a informagao estrutural
da molécula precursora.

E utilizando a reatividade em fase gasosa deste FIDE que se conseguiu
diferenciar os isébmeros, seja realizando reag¢des ion/molécula ou dissociagao
induzida por coliséo (CID). E interessante ressaltar que ndo se utiliza o ion
molecular do precursor, pois isto tiraria a generalidade do método, ja que outros
compostos analogos ou homélogos a séria de isbmeros teriam m/z’s diferentes
para cada ion molecular. Quando se estuda ions diagndsticos, compostos

analogos ou homélogos podem fragmentar-se e gerar o ion diagnéstico que tera
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a mesma m/z da série estudada inicialmente, independente da massa do
precursor.

Com o FIDE identificado, deve-se primeiro estudar sua dissociagao
induzida por colisdo com dois propésitos em mente. O primeiro deles é retirar
informacgdes estruturais do FIDE, ou seja, verificar a estrutura do ion através de
sua dissociacdo e o segundo proposito € verificar se existem diferengas nos
caminhos dissociativos entre os FIDE’s gerados por cada um dos precursores
isoméricos da classe sob estudo. Se os ions dissociam de maneiras diferentes é
possivel atribuir a configuragdo da molécula precursora.

Se a abordagem por CID nédo funcionar, utilizam-se entdo as reagdes
ion/molécula que apresentam maior especificidade. Para isso, ao invés de colidir
o FIDE, gerado por cada um dos precursores, com um gas inerte, este € enviado
para a cela de reagao (g2) que esta preenchida com moléculas do reagente
neutro na fase gasosa. Dentro da cela de reacao (g2) sdo formados os produtos
ibnicos que sao direcionados até o Qs, que por sua vez ira discriminar os ions de
acordo com suas m/z's trabalhando no modo de varredura, enquanto Qs e Qs
deixam todos os ions passarem em Orbitas estaveis. A Figura 14 exibe um
diagrama esquematico do procedimento utilizado para o método proposto.

A idéia deste método é criar uma relagdo de ions diagndsticos que sao
gerais para uma classe de compostos e com este ion realizar reagdes
ion/molécula ou dissocia¢cdes induzida por colisdo para se obter produtos ou
fragmentos caracteristicos a classe de isdmeros. Por exemplo, se é separado
um produto natural do qual se tem uma noc¢ado da classe a que pertence, mas
nao se tem certeza da isomeria constitucional e além disso ndo se tem uma
quantidade suficiente para fazer RMN ou IV, poderia utilizar-se da MS. Esta
apresenta maior sensibilidade, permite gerar o ion diagnéstico de acordo a
classe do composto e verificar pelo seu comportamento em fase gasosa se este

gera ions caracteristicos a uma isomeria e ndo a outra(s).
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Figura 14 — Diagrama esquematico do método proposto. Etapa 1: Obter os padrbées dos
precursores isoméricos. Etapa 2: Obter os espectros de massas de varredura para ambos os
precursores. Etapa 3: Selecionar o FIDE. Etapa 4: Com o FIDE promover experimentos de
dissociagao (CID) e reagdes ion/molécula.
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3.3 — Espectrometro de Massas Pentaquadrupolar

7877 ytilizado neste estudo

O espectrometro de massas pentaquadrupolar
€ um equipamento que permite realizar o estudo de reagdes ion/molécula e
dissociagao induzida por colisdo (CID) com um gas inerte como arg6énio (Ar) ou

nitrogénio (N). Caracteristicas do equipamento:

e Fabricante: Extrel CMS, LLC (Pittsburgh, EUA).

e 3 Bombas Turbomoleculares Leybold

e 3 Bombas Mecanicas Boc-Edwards (Modelo: RV12)

e Medidor de Vacuo: PenningVac PM 31 Leybold (East Syracuse, EUA)
e 3 Controladoras de bomba turbomolecular Turbotronik NT 150/360

e Gas de colisao: Argbnio (Air Liquide — Sdo Paulo — Brasil)

Os espectrometros de massas pentaquadrupolares (QqQgQ) também
podem ser usados como equipamentos para estudos de reacbes ion/molécula,
apresentando algumas vantagens, como o fato da analise de m/z nao ser
sensivel a diferentes energias cinéticas dos ions, fornecendo resolugdes
unitarias antes e depois das colisbes na camara reacional. Outras vantagens
relacionadas ao uso de analisadores de massas quadrupolares sdo a alta
transmissdo de ions realizada pelo quadrupolo que funciona como cela de
colisdo, tolerancia a vacuos nao tao bons, facil operacado e facil controle por
softwares.”®

O pentaquadrupolo, Q192Q3q4Qs5, utilizado nos experimentos possui uma
fonte de ions que opera com ionizagao por elétrons (El) e ionizagdo quimica
(Cl). Dentre os cinco quadrupolos do equipamento, dois sdo quadrupolos
reacionais (g2 € q4) que operam no modo para transmissao de ions chamado de
apenas-rf, ou rf-only, utilizando a terminologia da lingua inglesa. Os trés
quadrupolos restantes (Q1, Qs € Qs) sdo quadrupolos analisadores de massas e
sao estes que discriminam os ions de acordo com suas m/z’'s. O software de

aquisicao desenvolvido no laboratério é descrito em detalhes por Juliano™.
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Por apresentar cinco quadrupolos, este espectrometro de massas permite
grande versatilidade de experimentos. Se é desejado dissociar uma molécula
neutra e avaliar sua fragmentagdo por El, basta inserir a molécula neutra na
fonte de ions do pentaquadrupolo e deixar quatro dos quadrupolos operando no
modo de transmissdo de ions (rf-only), e um deles operando no modo de
varredura. Geralmente o quadrupolo utilizado para isso € o Qs, por discriminar
m/z ao operar no modo r-DC. Desta forma os ions produzidos por El sao
transmitidos até o detector, constituindo assim um experimento de MS
unidimensional.

Para realizar uma reagdo ion/molécula no pentaquadrupolo, os ions
gerados na fonte de ions sao filtrados em Q4, que opera no modo de selegao de
m/z, deixando passar apenas o ion de interesse, para que este possa reagir em
g2, com condigdes controladas, como por exemplo a energia de colisdo e a
concentragao do gas reagente. Os produtos ibnicos da reagao sao transmitidos
por Qs e g4 que operam no modo rf-only e sao discriminados de acordo suas
m/z’s por Qs. Cada produto i6nico da reagao em g, pode ser selecionado em Q3
e caracterizado estruturalmente através de dissociacdo induzida por colisdo
(CID) ou reagao ion/molécula em q4, € os produtos da reagdo ou dissociagao
neste quadrupolo s&o analisados por Qs.

A Figura 15 mostra uma foto do pentaquadrupolo e como os quadrupolos
estdo alinhados em relacdo a fonte de ions e o detector. E possivel observar que
0s quadrupolos reacionais (g2 € q4) séo encapsulados por uma carapaga de aco,
permitindo que o reagente neutro ou o gas de colisdo sejam confinados dentro
do quadrupolo, aumentando-se o seu tempo de residéncia, diferentemente dos

quadrupolos analisadores de m/z (Q1, Qs e Qs), que sao vazados.
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Figura 15 — EspectrOmetro de massas pentaquadrupolar. Q; Q3 e Qs sdo quadrupolos
analisadores de massas r-DC. q, e q4 sdo quadrupolos reacionais que operam no modo de
transmissao de ions, rf-only.

_ (EleCl) |
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3.3.1 — Formas de introdug¢ao de reagentes

Os precursores isoméricos utilizados sao inseridos no equipamento de
duas formas: utilizando a sonda de sdélidos ou a entrada para gases e liquidos. A
maioria dos precursores sao liquidos volateis e sdélidos facilmente volatilizados
com pouco aquecimento.

Para liquidos, utiliza-se uma ampola ou retorta (Figura 16) ligada a uma
valvula reguladora para gases a baixas pressoées (Figura 17). Dentro da ampola

€ colocado 500 pL do reagente no estado liquido.

Figura 16 — Ampola ou retorta utilizada para inserir liquidos no pentaquadrupolo.

Figura 17 — Ampola conectada a valvula para gases a baixas pressdes.
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Ao ser aberta, a valvula reguladora para gases permite que a baixa
pressdao do vacuo do equipamento seja o suficiente para que o liquido contido
dentro da ampola seja volatilizado. O gas formado encaminha-se até a regiao da
fonte de ions onde se encontra o flamento de tungsténio, que emite os elétrons
com energia de 70 eV (Figura 18).

Percebe-se que o liquido esta mudando para a fase gasosa e entrando no
equipamento devido ao aumento da pressdo, que é indicado pelo sensor de
vacuo (ion gauge). O espectrdmetro de massas pentaquadrupolar opera a
pressdo de 107 torr (~1,31 x 107"° atm) e ao se abrir a valvula para a entrada do
precursor opera a pressao de 8 x 10 torr (~ 8 x 10 atm).

Para a introdugcédo de solidos utiliza-se uma sonda (Figura 19) do
fabricante Vacumed (Ventura, CA, EUA), modelo 31622-H9, que permite inserir
um cadinho (Figura 20) contendo a amostra sélida, no centro da fonte por El.
Para as amostras soélidas que nao volatilizam com a agao do vacuo ou com o
aquecimento proporcionado pelo filamento de tungsténio, é possivel induzir uma
volatilizagao através do sistema de aquecimento da sonda. No entanto, nenhum

dos precursores isoméricos utilizados necessitou de aquecimento.

PN L

! Linhadireciona |

| “gasparao i

I centrodafonte i

Figura 18 — Fonte de ions mostrando o caminho percorrido pelo gas gerado a partir do precursor
isomeérico no estado liquido.
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Figura 19 — Sonda para insergao de sélidos na fonte de ionizagéo (a) e a parte retratil da sonda,
dentro da qual é alojado o cadinho com o sélido desejado (b).

A sonda de sélidos também pode ser usada para inserir liquidos que nao
sao facilmente volatilizados com a acdo da pressdao baixa do vacuo do
equipamento. Para se obter sinais intensos utilizando ampolas com liquidos nao
tdo volateis é preciso abrir bastante a valvula reguladora e isto pode sujar a
fonte de ions. Para limpar é necessario deixar o filamento de tungsténio
funcionando por longos periodos de tempo até que todo o contaminante seja
aquecido e eliminado pelo sistema de vacuo. Com a utilizacdo do cadinho, a
quantidade de liquido que se usa é reduzida pois se insere direto na fonte de
ions além de reduzir a contaminacdo. Com esse procedimento o tempo
necessario para eliminar a contaminacao € de 10 a 20 minutos, o que antes nao
levava menos de uma hora. Depois de colocar o sélido dentro do cadinho, é
colocado um pouco de |& de vidro sobre o sélido para impedir que este seja
retirado do cadinho pela acédo do vacuo, ao entrar no equipamento. O cadinho é
inserido na sonda de sdlidos e esta por sua vez é inserida diretamente na fonte

de ions como mostram a Figura 21 e a Figura 22.
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Figura 20 — Cadinho a ser colocado dentro da sonda de sdlidos.

Figura 21 — Inser¢do da sonda de soélidos no pentaquadrupolo. a) Inicio do procedimento de
insergdo. b) sonda totalmente inserida.

Figura 22 — Inserindo sonda de solidos na fonte de ions (a) e sonda de sdlidos totalmente
inserida (b).
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3.3.2 — CID e reagoes ion/molécula com o pentaquadrupolo

O pentaquadrupolo permite a realizagao de reagdes ion/molécula e CID
nos quadrupolos reacionais em g2 € g4. No entanto, realiza-las em g, permite
que os produtos idnicos possam ser submetidos a experimentos subsequentes
como CID e novas reagdes ion/molécula em q4. Com isso mais informacdes
relacionadas a reatividade e a dissociacdo dos produtos iGnicos levam a uma

caracterizacao estrutural fidedigna.
3.3.2.1 — Obtencao de espectros de MS?

Denominam-se espectros de MS? que s&o obtidos depois de duas etapas
em que ions precisam ser discriminados antes da detecgdo. Em se tratando do
pentaquadrupolo, isso quer dizer que dois quadrupolos precisaram discriminar
m/z durante o experimento, ou seja, um quadrupolo (Q) precisa selecionar um
ion enquanto outro quadrupolo (Q) discrimina os produtos formados num dos
quadrupolos reacionais (q).

Para se obter um espectro de MS? para um experimento de CID (Figura
23) deve-se, primeiro, inserir o reagente precursor na entrada da fonte de ions e
permitir que moléculas em fase gasosa sejam ionizadas por El. Segundo, se
dentre os fragmentos produzidos por El existe um ion que se deseja
caracterizar, a m/z deste ion é selecionada por Q4, permitindo que apenas o ion
de interesse possa seguir até o quadrupolo rf-only (q) dentro do qual sera
realizada a dissociacdo. Em todos os experimentos, q4 € o quadrupolo escolhido
para realizar os experimentos de CID, portanto, para que os ions da m/z
selecionada cheguem até q4, estes devem passar por g2 e Qs, que estdo
operando no modo de transmissao de ions, logo ndo estdo discriminando m/z.
Terceiro, para realizar o CID é necessario ajustar a corrente idnica total (TIC) do
ion selecionado. Quarto, com a TIC otimizada, deve-se abrir a valvula
reguladora que permite a entrada do gas de colisdo, argbnio, para se induzir a

dissociagao do ion selecionado. E por ultimo, os fragmentos idnicos produzidos

53



Material e Métodos Mario Benassi Neto

por CID sao enviados até o Qs, que ira discrimina-los quanto as suas m/z’s antes
de atingirem o detector. Este procedimento é utilizado para caracterizar o

possivel FIDE como mostra a Figura 23.

L J, e Q; em modo de ‘ |
Q; discrimina o . Precursor |

transmissao de ions )
m/z dos i |

5 fragmentos - Q, seleciona m/z |
I
- |

do ion diagnéstico

Nao é inserido
eagente em q, |

d, € preenchido
com Argénio

Figura 23 — Procedimento para obtengdo de um espectro de massas (MSZ) de CID para o
fragmento diagndstico de estrutura (FIDE).

A Figura 24 mostra como o argbnio € inserido em q4. A valvula com
regulador Vernier controla a entrada do gas com maior precisdo. Se a valvula
abrir demais, ou de forma n&o controlada, se grandes quantidades de gas entrar,
0 vacuo do equipamento sera prejudicado. Com isso as bombas
turbomoleculares tentariam compensar o vacuo girando mais rapido, o que
poderia levar a um aquecimento e consequentemente a dilatacdo das pas
giratorias. Antes que isso acontega, o equipamento desliga ao atingir pressao de
10 torr (1,31 x 107 atm) como modo de seguranga, no entanto, desligadas

bruscas podem prejudicar a parte eletronica do equipamento.
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Figura 24 — Insergao do gas de colisdo, argbnio, em q4 para realizagao de CID.

Para se obter um espectro de MS? para reacdes ion/molécula deve-se
inserir o reagente neutro em Qp, € este precisa ser um gas ou um liquido que
seja facilmente volatilizado pelo vacuo do equipamento. Portanto, ndo € possivel
inserir sélidos ou liquidos ndo volateis em q,. Se o reagente neutro for um gas
basta acoplar a saida do cilindro de gas a entrada do reagente em gz e controlar
a vazao do gas pelo regulador de presséo ligado ao cilindro de gas reagente e
também com a valvula reguladora na entrada de reagentes em qz. A quantidade
de gas que entra € acompanhada através do aumento da pressdo do
equipamento, assim como foi realizado para o controle da entrada do precursor
na fonte de ions. A pressdo geral do equipamento, com precursor, € de
aproximadamente 8 x 10° torr. Com o reagente neutro preenchendo q, é
permitido ao equipamento trabalhar com pressdo aproximada de 4 x 10° torr

(5,2 x 10°® atm), podendo aumentar-se a pressao se o rendimento da reagao for
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baixo, ou seja, se o sinal do ion reagente no espectro de massas for bem maior
que os sinais provenientes de produtos idnicos da reagao.

Se o reagente for liquido, este é colocado dentro de uma ampola e
acoplado a entrada de reagente em q, (Figura 25). Abre-se a valvula reguladora
para que o reagente volatil preencha o quadrupolo reacional (qz). A quantidade
de reagente que entra também é controlada pela alteracdo da presséao total do
equipamento, sendo normalmente mantida a 4 x 107 torr.

A Figura 26 mostra o procedimento para o estudo de reacgdes
ion/molécula. Os ions gerados na fonte s&o filtrados em Q4, deixando-se passar
apenas os ions com a m/z que se deseja estudar a reatividade em fase gasosa.
Os ions com a m/z do ion selecionado sao direcionados até gz, que esta
preenchido com moléculas neutras do reagente. Dentro de g, € permitido que a
reacao ocorra. Os produtos idbnicos sdo enviados até Qs, onde serdao
discriminados de acordo com suas m/zZ’'s, passando por Qs e qs4, que estdo no
modo de transmissdo de ions permitindo que todos ions passem, sem
discrimina-los, até chegarem ao Qs. O quadrupolo reacional, q4, ndo deve conter
reagente ou gas de colisdo, permitindo que os ions passem sem interagir com
qualquer espécie em fase gasosa e cheguem intactos até o detector. Para que
uma reagao ion/molécula ocorra, € necessario que a energia translacional dos
ions reagentes chegando em q; esteja ajustada para uma energia préxima de 1
eV. Desta forma garante-se que os ions tenham energia suficiente para colidir
com o regente e reagir. Com energia de 1eV, impede-se que os ions reagentes
colidam com as moléculas neutras em g, e sejam ativados para um caminho
dissociativo, assim como ocorre em CID, que exige uma energia de

aproximadamente 15 eV.
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Figura 25 — Insergéo de reagente em q, para obtengao de espectros de MS?.
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Figura 26 — Procedimento para obtengdo de um espectro de massas (MSZ) para reagao
ion/molécula.
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3.3.2.2 - Obtencao de espectros de MS®

Depois de se realizar reagdes ion/molécula e algumas duvidas persistirem
quanto a estrutura dos produtos i6nicos formados, experimentos de dissociagcao
induzida por colisdo (CID) podem ser realizados para caracteriza-los através de
suas fragmentagdes. Neste tipo de experimento (Figura 27), um dos produtos
formados na reagao ion molécula em q; é selecionado em Q3 e direcionado a g4
com energia translacional de 15 eV para que possam ocorrer colisbes com o
argonio que resultem em fragmentacdes do ion, diferente do procedimento para
reagao ion/molécula no qual a energia do ion é ajustada para préximo de 1 eV.
A medida que os fragmentos sao formados em q4 estes séo direcionados a Qs
que trabalha em modo de varredura e analisa os fragmentos idnicos de acordo
com sua m/z. Experimentos em que se obtém espectros de MS®, também sao

chamados de triplo estagio ou muiltiplos estagios.”

& Précursor

~f =

/ - Q, seleciona | ]
‘m/z do-FIDE )

A

PO QU

# Qs discrimina m/z
dos fragmentos
I6nicos

Figura 27 — Procedimento para obtencdo de um espectro de massas (MS3) da dissociagao
induzida por colisdo (CID) dos produtos idnicos formados na reagdo ion/molécula em qs.
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3.4 — Simbologia da MS de mutiplos estagios

Schwartz et al®°

elaboraram a simbologia utilizada para representar os
tipos de experimentos que podem ser realizados em MS de multiplos estagios.
Nesta simbologia, cada analisador de massas € representado por um circulo
como mostra a Figura 28.

Um circulo vazio (O) indica que o analisador esta varrendo todas as m/z,
ou seja, esta discriminando todos os ions que chegam até ele, porém nao esta
selecionando nenhuma m/z.

Um circulo cheio (@) indica que o analisador esta fixo em uma Unica m/z,
ou seja todos os ions de determinada m/z séo transmitidas pelo analisador e
todos os ions de outras m/z ndo sao transmitidos.

As flechas (J) indicam os quadrupolos reacionais que apenas transmitem
ions e nao discriminam m/z’s, ou seja operam no modo rf-only.

Esta simbologia funciona também para outros tipos de analisadores e
outros tipos de experimentos que levam a dissociacdo como ECD, IRMPD e
ETD. Portanto, cada etapa em que ions s&o discriminados de acordo com suas
m/z’s, é representada por um circulo. Para equipamentos triploquadrupolares ou
pentaquadrupolares, cada circulo sera um quadrupolo, ja que estes analisadores
fazem dissociagdo no espacgo. No entanto, analisadores do tipo ion trap (IT),

fazem experimentos de dissociagdo no tempo,'"®

e cada etapa em que se
discrimana m/z dentro do trap também é representada por um circulo.

A Figura 28 também exibe os principais tipos de experimentos que podem
ser realizados com o espectrdbmetro de massas pentaquadrupolar, desde
experimentos de MS?, como CID (Figura 28d) no qual se usa um gas de colisao,
ou reacdo ion/molécula (Figura 28e) até experimentos de MS®, mostrando a
simbologia para os principais tipos de experimentos MS® que podem ser
realizados com o pentaquadrupolo. O experimento h é o mais utilizado por
permitir a caracterizagcado dos produtos ibnicos através de CID. Existem muitas
possibilidades para experimentos de MS® que sdo descritas com maiores

detalhes por Eberlin® e por Schwartz et al®’.
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MS2 Géas de Colisédo Reagente Neutro L e Ve as.m/z’s
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Figura 28 — Simbologia utiizada na MS de mudltiplos estagios e os principais tipos de
experimentos que podem ser realizados no pentaquadrupolo.80
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3.5 — Reagdes ion/molécula testadas

A Tabela 3 mostra as reagdes ion/moléculas testadas para cada classe

de isbmeros, onde o reagente neutro inserido em g, € posto a reagir com o FIDE

produzido a partir dos precursores isoméricos listado na Tabela 1. As reacdes

foram realizadas com os FIDE gerados a partir de cada um dos precusores

isoméricos pertencente a classe. Os resultados referentes a todas a reacdes

ion/moléculas testadas sado apresentados a seguir na secao de resultados e

discussao.

Tabela 3 — Reagoes ion/molécula testadas

Classe de Isbmeros

m/z do FIDE

Reagente Neutro (qz)

Acetonaftonas

155

2-metil-1,3-dioxolano
Isopreno
Acetonitrila
Propionitrila
Etil vinil éter
Propil vinil éter
Etil 1-propenil éter
2-metoxipropeno
Etil vinil sulfeto
Alil etil éter
Isobutil vinil éter
t-butil vinil éter

AlquilAnilinas

106

2-metil-1,3-dioxolano
Isopreno
Acroleina
Etil vinil éter

Carbetoxipiperidinas

112

2-metil-1,3-dioxolano
Etil vinil éter

Acidos Ciclohexeno
Carboxilicos

108

2-metil-1,3-dioxolano
Isopreno
Acroleina
Etil vinil cetona
1-trimetilsiloxil-1,3-butadieno
trans-1-metoxi-3-(trimetilsiloxil)-1,3-butadieno
Etil vinil éter
Dimetildissulfeto
Brometo de alila
Cloreto de alila

Metiltiofenos

45

97

Etil vinil éter
2,2-dimetil-1,3-dioxolano
Isopreno

Metilpiperidinas

70

Etil vinil éter

Propionitrila

Acrilonitrila
Isopreno
Acetona
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4 — Resultados e Discussao

4.1 — Acetonaftonas

Os isébmeros constitucionais 1-acetonaftona e 2-acetonaftona apresentam
como nucleo estrutural um anel naftaleno e uma carbonila ligada a ele (Esquema
2). Os espectros de massas de El a 70 eV (Figura 29) de ambos isbmeros
apresentam os mesmos caminhos dissociativos. Dentre eles, o ion molecular de
m/z 170 fragmenta-se por clivagem alfa liberando metila radicalar gerando o ion
acilio de m/z 155. O ion de m/z 127 é o ion naftilio gerado pela perda neutra de
CO (28 Da) a partir do ion acilio de m/z 155.

Dentre os ion observados nos espectros de massas da Figura 29, pode-
se destacar dois possiveis FIDEs que apresentam a mesma m/z e carregam a
informacao estrutural do precursor isomérico e sdo: o ion acilio de m/z 155 e o
ion naftilio de m/z 127, formados por ambos precursores.

Com o FIDE, sao realizados dois tipos de experimentos: a dissociagao
induzida por colisao (CID) e reagbes ion/molécula. O experimento de
dissociacao sobre o FIDE foi realizado primeiro com dois propdsitos: o primeiro
deles foi caracterizar estruturalmente o FIDE através dos seus caminhos
dissociativos e o segundo propdsito foi avaliar se os precursores isoméricos sao

diferenciados pela presenca de fragmentos idnicos distintos.

EI70 eV -Cco
a) .—b —_—
-CHs

+ 20
¢ A
CH; El70ev -co
b) —_— —_—
-CHy

m/z155 m'z 127

Esquema 2 — Fragmentagao por El da 1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).
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Figura 29 — Espectros de massas de varredura obtidos com ElI a 70 eV dos isdbmeros
1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).

Os espectros de massas da Figura 30 mostram o comportamento
dissociativo do ion naftilio de m/z 127 formado por ambos os precursores
isoméricos. Este ion apresenta dois principais caminhos dissociativos: o primeiro
deles € a perda de hidrogénio radicalar levando ao ion de m/z 126 e o segundo
€ a formagao do cation fenila de m/z 77, que é o ion base para ambos os
espectros de massas. Além desses dois processos, € possivel observar o
fragmento de m/z 51 gerado a partir do cation fenila de m/z 77 através da perda
neutra de etino (26 Da). O ion de m/z 103 € um fragmento de baixa intensidade
gerado a partir da perda de 24 Da do ion de m/z 127. Pelo fato de ambos os
espectros de CID do ion naftilio de m/z 127 serem parecidos, ou seja, nao
apresentarem fragmentos ibnicos distintos, esta abordagem nao permitiu a

diferenciagcdo dos precursores isomeéricos.
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Figura 30 — Espectro de Massas (MSz) da dissociagao induzida por colisdo (CID) do ion naftilio
de m/z 127 formado a partir da 1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona.

A Figura 31 mostra a dissociagédo do ion acilio de m/z 155 e observa-se
que este ion fragmenta-se através da perda neutra de CO (28 Da) gerando o ion
naftilio de m/z 127. Também é observado o fragmento ibnico de m/z 77 referente
ao cation fenila, porém em baixa intensidade. A dissociacdo do ion de m/z 155,
gerado por ambos precursores isomericos, € similar e n&do permite a
diferenciacéo entre eles.

Além da dissociacdo induzida por colisdo pode-se realizar reagodes
ion/molécula com os ions diagnésticos. A vantagem de se usar reagodes
ion/molécula esta na maior especificidade deste método. Pelo fato do ion de m/z
155 ser um ion acilio, este apresenta reatividade em fase gasosa similar a
compostos carbonilados em solugcdo. Com este ion realizou-se uma série de

reagdes ion/molécula discutidas a seguir.
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Figura 31 — Espectro de Massas (MSZ) da dissociagao induzida por colisdo (CID) do ion acilio de
m/z 155 formado a partir da 1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).

4.1.1 — Reacao com 2-metil-1,3-dioxolano — a reagao de Eberlin

Ao se reagir um ion acilio com um acetal ciclico neutro forma-se um
acetal ibnico estabilizado por ressonancia, através da eliminacdo de uma
molécula neutra de aldeido ou de cetona. Esta reacado foi observada em fase
gasosa por Eberlin & Cooks® ficando conhecida como a reacéo de Eberlin. O
mecanismo da reacéo de Eberlin® inicia-se por uma O-acilagdo seguida de uma
etapa rapida de abertura de anel termodinamicamente favoravel. Em seguida,
ocorre uma reciclizagao liberando o composto carbonilado neutro protegido pelo
acetal, formando um ion 1,3-dioxanilio ciclico estabilizado por ressonancia
(Esquema 3). A reacao de Eberlin permite a diferenciacdo de isébmeros de
acetais ciclicos.®® No entanto, nao foi utilizada para diferenciar ions acilios que
sao formados a partir de precursores isoméricos. Desta forma, os ions acilio de
m/z 155, formado por ambos os precursores, foram submetidos a reacdo de
Eberlin com o acetal 2-metil-1,3-dioxolano e ambas as reagdes apresentarem
reatividades semelhantes formando o produto de Eberlin, o ion 1,3-dioxanilio

ciclico estabilizado por ressonancia de m/z 199 (Esquema 4).
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Em ambos os espectros de massas da reagao ion/molécula entre 2-metil-
1,3-dioxolano e o FIDE de m/z 155 (Figura 32) s&o observados o ion naftilio de
m/z 127, o ion de m/z 89, referente a molécula protonada de 2-metil-1,3-
dioxolano, o ion de m/z 87, referente a perda de hidreto da molécula 2-metil-1,3-
dioxolano e o ion de m/z 171 formado através da perda neutra de eteno (28 Da)

a partir do produto de Eberlin de m/z 199.

O,

oSl

R2 ° ( +07 /(J)n

e L e
R 0D

-

Esquema 3 — Mecanismo da Reagao de Eberlin.®®
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[ >_ Om o>;§ 9 @
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m/z 155 n/z 199

Esquema 4 — Mecanismo da reagao de Eberlin entre 2-metil-1,3-dioxolano e o FIDE de m/z 155.
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Figura 32 — Espectro de massas (MSZ) da reagao ion/molécula entre 2-metil-1,3-dioxolano e o
ion acilio de m/z 155 formado a partir da 1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).
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Os produtos de Eberlin de m/z 199 foram selecionados e submetidos a
experimentos de CID (MS®) e estes apresentam a dissociagdo tipica dos
produtos de Eberlin através da perda neutra de acetaldeido (44 Da),
regenerando o ion acilio de m/z 155 (Figura 33). Também ¢é observado o ion
naftilio de m/z 127, resultado da perda neutra de CO a partir do ion de m/z 155.

Esta abordagem nao permitiu a diferenciagéo dos precursores isoméricos.

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
m/z

Figura 33 — Espectros de Massas (MS3) do CID do produto de Eberlin de m/z 199 formado a
partir da reacao de 2-metil-1,3-dioxolano (88 Da) com o FIDE de m/z 155 formado a partir da
1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).
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4.1.2 — Reagio de cicloadigédo polar [4 + 2]

fons acilio reagem prontamente com dienos através de reagdes de
cicloadicdo.®* Eberlin & Cooks®® estudaram a reatividade de diferentes tipos de
ions acilio com isopreno e observaram que estes reagem por cicloadigao polar
de Diels-Alder [4 + 27]. ions acilio ao reagirem com O-heterodienos sofrem mono
e dupla cicloadigdo de Diels-Alder [4 + 21.%° Eberlin et al®*® mostraram que
cicloadicbes polares podem ser estruturalmente seletivas para ions acilio como
ja se mostrou funcionar para o cation acetila e outros isémeros de CyH;0".
Portanto, esta abordagem foi aplicada aos ions acilio de m/z 155 gerados a
partir dos precursores isoméricos 1-acetonaftona e 2-acetonaftona.

Os espectros de massas (Figura 34) para a reagédo ion/molécula entre
isopreno e o FIDE de m/z 155 mostram a formagédo do ion de m/z 223, o
cicloaduto formado de acordo com o mecanismo evidenciado no Esquema 5.
Mais uma vez é observado o ion naftilio de m/z 127, que se fragmenta
prontamente por perda neutra de CO (28 Da) assim que o reagente isopreno é

inserido em Q3.

m/z 155 mz 223

Esquema 5 — Reacdo de cicloadicéo polar [4 + 27].

Os espectros de massas dos experimentos de CID (Figura 35) realizados
sobre o cicloaduto de m/z 223 mostram como principal caminho dissociativo a
restauracdo do ion acilio de m/z 155 através da perda de uma molécula neutra
de isopreno (68 Da). A abordagem através da reagao de cicloadi¢gao polar nao

permitiu a diferenciacdo do isbmeros de acetonaftonas.
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Figura 34 — Espectros de massas (MS?) da reagao ion/molécula entre isopreno (68 Da) e o FIDE
de m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).
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Figura 35 — Espectros de Massas (MS®) do CID para o cicloaduto de m/z 223 formado a partir da
reagao entre isopreno (68 Da) e o FIDE de m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona (a) e
2-acetonaftona (b).
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4.1.3 — Reagoes com Nitrilas: Acetonitrila e Propionitrila

I estudaram a reatividade de diferentes nitrilas com

Meurer et a
diferentes tipos de ions acilio. O Esquema 6 mostra 0 mecanismo de reagao na
qual o par de elétrons ndo compartilhado em ligagdo ataca o carbono da
carbonila no ion acilio formando o aduto, e este por sua vez sofre a adicdo de
mais uma molécula neutra de nitrila levando a formagéo do ion 1,3,5-oxidiazinio
ciclico. No entanto, quando submetido a reagdo com acetonitrila, o ion acilio de
m/z 155, formado por ambos precursores isomeéricos, nao reage de acordo com
0 mecanismo exibido no Esquema 6. O ion de m/z 155 se dissocia prontamente
através da perda neutra de CO (28 Da) gerando o ion naftilio de m/z 127 e é
este ion que reage com acetonitrila formando o aduto de m/z 168 (Esquema 7 e
Figura 36). Apesar da energia translacional com que o ion reagente chega até a
cela de reacao (qy) ser relativamente baixa, por volta de 5 eV, esta energia é
suficiente para induzir a dissociagdo do ion reagente de m/z 155, assim que o
reagente neutro é inserido em q, levando a formacgéo do ion naftilio de m/z 127
e do cation fenila de m/z 77. O cation fenila de m/z 77 também reage com
acetonitrila levando a formacgao do aduto de m/z 118. O produto ibnico de m/z

142 surge da adi¢cao de metila ao ion naftilio de m/z 127.

_F o A N N
R—C=0 » RI—C=N —— y | —— @
R Il * \ =

R!

. R'—C=N . //o R'—C=N )R1\ )(j‘\ )\

Esquema 6 — Mecanismo da reacéo entre ions acilio e nitrilas.®’

od =00 = Od

m/z 155 m/z 127 m/z 168

Esquema 7 — Mecanismo da adigdo de acetonitrila ao ion naftilio de m/z 127.
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Figura 36 — Espectros de massas (MSZ) da reagao entre acetonitrila (41 Da) e o FIDE de m/z
155 gerado a partir da 1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).

Ao ser submetido a experimentos de dissociagdo em q4, 0 ion de m/z 168
se dissocia através da perda neutra de uma molécula de acetonitrila (42 Da)
restaurando o ion naftilio de m/z 127 (Figura 37).0 espectro de massas também

mostra como fragmento iénico, o cation fenila de m/z 77.

74



Acetonaftonas Mario Benassi Neto

° 168 —Cc=n
OO [CHT ar

40 60 80 100 120 140 160 180
m/z

Figura 37 — Espectro de Massas (MS>) do CID para o produto iénico de m/z 168 formado pela
reagao entre acetonitrila e o FIDE de m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona.

Ao se reagir com propionitrila, o ion acilio de m/z 155 mais uma vez se
dissocia através da perda neutra de CO (28 Da), levando a formagao do ion
naftilio de m/z 127, que por sua vez reage com propionitrila levando ao produto
ibnico de m/z 182 (Figura 38 e Esquema 8). Em ambas as reag¢des ocorre a
formacado do aduto de m/z 182 e este se dissocia prontamente por perda
radicalar de metila (15 Da) gerando o ion de m/z 167 (Figura 38). Para se
confirmar que a reagao ocorre com o ion de m/z 127, este foi selecionado em Q;
e reagido com propionitrila em qg2. O espectro de massas da Figura 39 mostra
que o ion de m/z 127 reage prontamente com propionitrila gerando o aduto de
m/z 182, que também se dissocia por perda radicalar de metila gerando o ion de
m/z 167. Os espectros de CID para aduto de m/z 182 (Figura 40) mostram como
principal caminho dissociativo a perda neutra de propionitrila, levando ao ion
naftilio de m/z 127. Como caminhos dissociativos menos favoraveis estdo a
perda radicalar de metila levando ao ion de m/z 167 e a formagao do cation
fenila de m/z 77 (Figura 40).
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Figura 38 — Espectros de Massas (MSZ) da reacgao entre propionitrila (55 Da) e o FIDE de m/z
155 formado a partir da 1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).
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Esquema 8 — Reacgao entre o FIDE de m/z 155 e propionitrila
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Figura 39 — Espectro de Massas (MSZ) para a reagao ion/molécula entre propionitrila (55 Da) e o
ion naftilio de m/z 127 gerado a partir da 1-acetonaftona.
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Figura 40 — Espectros de Massas (MS3) do CID sobre o produto ibnico de m/z 182 formado a
partir da reagdo entre propionitrila (55 Da) e o FIDE de m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona
(a) e 2-acetonaftona (b).
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4.1.4 — Reagbes com Eteres Vinilicos

O primeiro éter vinilico testado foi o etil vinil éter por se tratar de um
diendfilo que reage tipicamente por cicloadicdo polar com cations
azabutadienilicos. Meurer et al’' mostraram que este tipo de reacéo
ion/molécula permite retirar informacdes estruturais dos precursores de cations
azabutadienos. Portanto, o etil vinil éter foi utilizado esperando que este reagisse
através de cicloadi¢ao polar. Os espectros de massas da Figura 41 mostram os
produtos ibnicos de m/z 165 e m/z 181, quando o FIDE de m/z 155 gerado a
partir da 1-acetonaftona reage com etil vinil éter, e estes sdo os ions diagnéstico
da estrutura do precursor, pois ndo sdo formados na reagdo do FIDE gerado a

partir da 2-acetonaftona.
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Figura 41 — Espectros de Massas (MSZ) da reagao ion/molécula entre etil vinil éter e o FIDE de
m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).
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O produto i6nico de m/z 253 é formado por ambas as reagdes. O
Esquema 9 mostra o mecanismo proposto para a reagdo entre o ion acilio de
m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona e etil vinil éter onde este éter vinilico
ataca o ion acilio formando o aduto de m/z 227, que ndo é detectado pelo
espectrémetro de massas. O par de elétrons da dupla ligagado C5=C6 ataca o
C13 da ligagao dupla C13=014 e o par de elétrons compartilhado é conjugado
para O14 deixando para o C5 carregar a carga positiva. O ion 4 permite o
tautomerismo ceto-endlico formando a espécie 5, que sofre a perda neutra de
uma molécula de etanol (46 Da) levando a formacgao do ion de m/z 181. Uma
molécula de etil vinil éter pode se adicionar a C5 do ion de m/z 227 levando a
formacao da espécie 7 de m/z 299, nado detectada pelo espectrémetro de
massas. O ion de m/z 299 sofrer uma perda neutra de etanol formando o ion de
m/z 253 (8). A partir deste ion s&o possiveis dois caminhos dissociativos: o
primeiro deles é a formacédo do cation fenaleno de m/z 165 (9) a partir das
perdas de neutras de etanol (46 Da) e de ceteno (42 Da) e o0 segundo que leva a
formacgao do ion de m/z 181 (6) devido a perda neutra de uma molécula e etil
vinil éter .

O CID do produto iénico de m/z 253, gerado a partir do FIDE proveniente
da 1-acetonaftona, se dissocia formando os ions diagnésticos de m/z 165 e m/z
181, que nao sao formados na dissociacdo do ion de m/z 253, formado pelo

FIDE proveniente da 2-acetonaftona (Figura 42).
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Esquema 9 — Mecanismo proposto para a reagao entre etil vinil éter o FIDE de m/z 155 gerado a
partir da 1-acetonaftona.

O ion fenaleno de m/z 165 ao ser submetido a dissociagdo com argdnio
nao apresenta fragmentos detectaveis (Figura 43) mesmo utilizando altas
pressdes de argbnio em g4 € aumentando-se a energia com que o ion chega a
cela de coliséo.

O ion fenaleno hidroxilado de m/z 181 também foi submetido a CID este
pouco se fragmenta, apresentando apenas um caminho dissociativo no qual é
restaurado o ion naftilacilio de m/z 155 de baixa intensidade (Figura 44).

As reacdes com etil vinil éter foram testadas com o ion naftilio de m/z
127, mas este ion formado por ambos os precursores mostrou-se nao reativo em
fase gasosa, pois ndo foram observados produtos ibnicos nos espectros de

massas.
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Figura 42 — Espectro de Massas (MS3) para o CID sobre o produto idbnico de m/z 253 formado
pela reagéo ion/molécula entre etil vinil éter (72 Da) e o FIDE de m/z 155 gerado a partir da 1-
acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).
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Figura 43 — Espectro de Massas (MS®) para o CID do produto idnico de m/z 165 formado na
reagao ion molécula entre o FIDE de m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona e etil vinil éter.
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Figura 44 — Espectro de Massas (MS3) para o CID do produto iénico de m/z 181, formado na
reagao ion molécula entre etil vinil éter e o FIDE de m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona.

Com o intuito de se obter maiores evidéncias quanto ao mecanismo
proposto para a reagcdo do FIDE de m/z 155, este foi submetido a reacdes
ion/molécula com diferentes éteres vinilicos. Dentre os novos éteres vinilicos
testados, procurou-se mudar as caracteristicas estruturais do substituintes
ligados tanto a ligagdo dupla quanto a grupo conectado ao oxigénio do éter.

O primeiro teste foi realizado com propil vinil éter e a Figura 45 mostra a
formacao do cation fenaleno de m/z 165 e o cation fenaleno hidroxilado de m/z
181, para a reagao com o FIDE gerado a partir da 1-acetonaftona. Na reacao
com o FIDE, gerado a partir na 2-acetonaftona, ndo sdo produzidos os ions
diagnosticos de m/z 165 e m/z 181 (Figura 45b). Além desses € observado o ion
m/z 267, um ion homologo ao ion de m/z 253, formado na reagdo com etil vinil
éter. Ao se dissociar o ion de m/z 267 (Figura 46) produzido pela reagao do
FIDE de m/z 155, gerado a partir da 1-acetonaftona, sdo formados os
fragmentos i6nicos de m/z 165 e m/z 181 assim como ocorre na dissocia¢cao do

ion de m/z 253 formado na reagdo com etil vinil éter (Figura 42).
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Figura 45 — Espectros de Massas (MS?) para a reacio ion/molécula de propil vinil éter (86 Da)
com o FIDE de m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).
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Figura 46 — Espectro de Massas (MS3) para o CID do ion de m/z 267 formado pela reacao
ion/molécula entre propil vinil éter e o FIDE de m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona.



Acetonaftonas Mario Benassi Neto

A reacao com propil vinil éter mostrou que o aumento de um metileno (14
Da) na estrutura do éter vinilico, quando comparado ao etil vinil éter, levou ao
aumento de 14 unidades na m/z do aduto referente a adicdo do éter vinilico ao
ion fenaleno hidroxilado de m/z 181, vis-a-vis o ion de m/z 253 formado na
reacao com etil vinil éter passar a ser o ion de m/z 267 na reagao com propil vinil
éter.

Dentro deste ensejo, foi realizada a reacdo com o éter vinilico etil 1-
propenil éter que apresenta um grupo metila ligado ao carbono B da dupla
ligacdo. Sua reatividade € mostrada nos espectros de massas da Figura 47.

A reacgao entre etil 1-propenil éter e o FIDE de m/z 155, gerado a partir da
1-acetonaftona, mostra os produtos iénicos de m/z 179 e m/z 195 que néo sao
formados na reacdo do FIDE de m/z 155, gerado a partir da 2-acetonaftona. O
ion de m/z 179 é 14 unidades maior que o ion fenaleno de m/z 165, formado nas
reacoes anteriores. Isto indica que o ion de m/z 179 é o ion fenaleno metilado na
posicdo C13 como mostra a proposta de mecanismo do Esquema 10. Assim
como o ion de m/z 195 também é 14 unidades maior que o ion fenaleno
hidroxilado de m/z 181 formado nas reacdes anteriores, indicando que este € o
ion fenaleno hidroxilado e metilado na posicdo C13 como mostra o Esquema 10.

Para a reagcdo com o FIDE de m/z 155 gerado a partir da 2-acetonaftona,
€ observado o ion de m/z 281 que é resultado da adigao de etil 1-propenil éter

ao ion fenaleno hidroxilado e metilado de m/z 195, como mostra o Esquema 10.

84



Acetonaftonas Mario Benassi Neto

o
I

a)

o)
ol 7 ‘ I

86
| 103

oo™ Oés zﬁ“

127
A

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
m/z

Figura 47 — Espectro de Massas (MS2) para a reagao ion/molécula entre etil 1-propenil éter (86
Da) e o FIDE de m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).
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Esquema 10 — Mecanismo da reagao ion/molécula entre etil 1-propenil éter e o FIDE de m/z 155
gerado a partir da 1-acetonaftona.
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O éter vinilico 2-metoxipropeno apresenta uma metila ligada ao carbono a
da dupla ligagao, diferente do reagente etil 1-propenil éter que apresenta uma
metila ligada ao carbono B. Esta mudanga estrutural faz com que o reagente 2-
metoxipropeno ndo apresente um hidrogénio o ao oxigénio. Isto influencia a
reatividade pois os espectros de massas da reacdo com FIDE de m/z 155 nao
apresentam produtos idnicos de reagdo. E apenas observado o ion de m/z 73

resultado da protonagao do éter vinilico (Figura 48).
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Figura 48 — Espectros de Massas (MSZ) da reacao ion/molécula entre 2-metoxipropeno (72 Da)
e o FIDE de m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).

A reacgao ion/molécula com o tioéter etil vinil sulfeto e o FIDE de m/z 155
gerado a partir da 1-acetonaftona apresenta como produtos ibnicos de reacéo os
ions de m/z 165 e m/z 181 (Figura 49a), que também sao formados nas reacgdes
com os éteres vinilicos, etil vinil éter e propil vinil éter. Na reacdo com o FIDE

gerado a partir da 2-acetonaftona, estes ions ndo sao formados (Figura 49b).
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Para ambos os espectros € possivel observar o ion de m/z 117, referente ao etil
vinil sulfeto etilado, um ion analogo aos ions de m/z 101 e m/z 115 referentes ao

etil vinil éter etilado e propil vinil éter etilado, respectivamente.
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Figura 49 — Espectros de Massas (MS2) da reacgao ion/molécula entre etil vinil sulfeto e o FIDE
de m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).

As reagoes ion/molécula com isobutil vinil éter e t-butil vinil éter avaliam a
influéncia de grupos volumosos como substituintes ligados ao oxigénio do éter.
Para o isobutil vinil éter, a reacéo ion/molécula com o FIDE de m/z 155 gerado a
partir da 1-acetonaftona permite a diferenciacdo dos precursores isoméricos pois
sao formados os produtos idnicos de m/z 165 e m/z 181, os ions fenanaleno e
fenaleno hidroxilado, respectivamente (Figura 50a). Estes ions nao sé&o
formados na reagcéo com o FIDE gerado a partir da 1-acetonaftona (Figura 50b).
Para ambas as reagdes € possivel observar o ion de m/z 281, produto da adi¢ao

do isobutil vinil éter ao ion fenaleno hidroxilado de m/z 181 (Figura 50).
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A reacdo com t-butil vinil éter ndo permite a diferenciacéo dos precursores
isoméricos, pois ambas as reagdes apresentam os mesmo produtos idnicos de
reacdo (Figura 51). E observado o ion de m/z 281, isdbmero do ion de m/z 281
formado na reagao com isobutil vinil éter. O ion de m/z 227 é formado em ambas

as reacoes e se trata da adicado de t-butil vinil éter ao ion naftilio de m/z 127.
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Figura 50 — Espectros de Massas (MS?) da reacdo ion/molécula entre isobutil vinil éter e o FIDE
de m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).
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Figura 51 — Espectros de Massas (MSZ) da reagao ion/molécula entre t-butil vinil eter e o FIDE
de m/z 155 gerado a partir da 1-acetonaftona (a) e 2-acetonaftona (b).
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4.1.5 — Prova do principio com a molécula teste

O uso de uma molécula teste permite que a metodologia seja testada por
uma molécula diferente dos precursores isoméricos. A caracteristica mais
importante desta molécula é a possibilidade de formar o FIDE de m/z 155
quando submetida a ionizagao por elétrons a 70 eV. A molécula teste utilizada
para a classe das acetonaftonas foi a 4-(1-naftil)-2,4-dioxobutanoato de metila
(Figura 52), que ao ser submetida a El com 70 eV apresenta no seu espectro de
massas de varredura o ion acilo de m/z 155, como o ion base (Figura 53). Este
ion é selecionado em Q4 e submetido a dissociagéo induzida por colisdo (CID)
em q4, para provar que este ion é realmente o fragmento iénico diagnéstico de
estrutura (FIDE). O espectro de massas de CID mostra que o ion acilio de m/z
155 se dissocia por perda neutra de CO (28Da) formando o ion naftilio de m/z
127 e o cation fenila de m/z 77 com baixa intensidade.

O principal objetivo deste teste é atribuir a isomeria constitucional através
de um unico espectro de massas. Como foi mostrado com os resultados obtidos
para os padrbes dos isdbmeros, os ions naftilacilio substituidos na posicao 1
formam produtos iGnicos caracteristicos e que diagnosticam a estrutura do

precursor.

Figura 52 — Molécula teste 4-(1-naftil)-2,4-dioxobutanoato de metila
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Figura 53 — Espectro de Massas de varredura da molécula teste 4-(1-naftil)-2,4-dioxobutanoato
de metila obtido com El a 70 eV.

Quando o ion acilio de m/z 155, gerado a partir da molécula teste, é
submetido a reagao ion/molécula com etil vinil éter (Figura 54a), sao formados
os produtos ibnicos de m/z 165 e m/z 181, que permitem a atribuicdo de
isomeria constitucional do precursor como sendo um anel naftaleno substituido
com uma carbonila na posicdo 1 do anel. Portanto, com apenas um espectro de
massas € possivel atribuir a isomeria do precursor.

Os testes com os outros éteres vinilicos servem para corroborar as
conclusdes tiradas com a reacdo de etil vinil éter. A Figura 54 mostra os
espectros de massas das reacgdes ion/molécula entre o FIDE de m/z 155 gerado
a partir da molécula teste e os éteres vinilicos: propil vinil éter, etil 1-propenil éter
e 2-metoxipropeno (Figura 54).

A reagao com propil vinil éter mostra os ions diagndsticos de m/z 165 e
m/z 181, assim como ocorre na reacdo com etil vinil éter, permitindo, portanto, a

atribuicdo de configuragado da molécula precursora.
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A reacao com etil 1-propenil éter apresenta os ion diagndsticos de m/z
179 e m/z 195 que também permitem a atribuicdo de configuracdo da molécula
precursora.

A reagao com 2-metoxipropeno nao permite a atribuicdo de configuragao,
mas esta foi realizada para se corroborar as informagdes extraidas com os

padrdes de acetonaftonas realizadas anteriormente.
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Figura 54 — Espectros de Massas (MS?) para as reacdes ion/molécula entre o FIDE de m/z 155
gerado a partir da molécula teste 4-(1-naftil)-2,4-dioxobutanoato de metila com os éteres
vinilicos: etil vinil éter (a), propil vinil éter (b), etil 1-propenil éter (c) e 2-metoxipropeno (d).
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Os espectros de massas da Figura 55 mostram os resultados com o
restantes do éteres vinilicos testados com os padrdes de acetonaftonas, porém
desta vez os resultados mostrados sao referentes as reagcdes ion/molécula com
o FIDE de m/z 155, gerado a partir da molécula teste 4-(1-naftil)-2,4-
dioxobutanoato de metila.

A reacao com isobutil vinil éter permite a atribuicdo de configuragéo da
moléculas teste ja que o espectro de massas (Figura 55a) exibe os produtos
ibnicos de m/z 165 e m/z 181 diagndsticos de estrutura.

As reacdes com t-butil vinil éter e alil etil éter (Figura 55b e c) foram
realizadas com os padrdes de acetonaftonas e nao permitiram atribuicdo de
configuragado. A reagdo com o FIDE gerado a partir da molécula teste também
nao permite a atribuicdo de configuragdo mas permite validar os resultados
mostrados com os padrdes.

A reagao com o tioéter, etil vinil sulfeto (Figura 55c), permite a atribuicao
de configuracdo da molécula teste através da reatividade do FIDE de m/z 155

assim como foi mostrado para os padrdes.
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Figura 55 — Espectros de Massas (MS?) para as reagdes ion/molécula entre o FIDE de m/z 155,
gerado a partir da mlécula teste 4-(1-naftil)-2,4-dioxobutanoato de metila, e os éteres vinilicos:
isobutil vinil éter (a), -butil vinil éter (b), alil etil éter (c) e etil vinil sulfeto (d).
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4.2 — Alquil-Anilinas

Os espectros de massas de varredura obtidos com El a 70 eV (Figura
56) dos precursores isoméricos 4-butilanilina e N-butilanilinas sdo praticamente
idénticos, ndo permitindo a distincdo entre eles observando-se apenas o
comportamento dissociativo por El. Em ambos os espectros de massas
observam-se o ion molecular de m/z 149 e o ion base m/z 106 que surgem da
fragmentacao por perda radicalar de n-propila (43 Da) a partir do ion molecular.
O ion de m/z 106, gerado na fragmentagao da 4-butilanilina, pode apresentar a

estrutura de um cation 4-aminobenzila. No entanto, estudos®®®?

mostram que
este ion isomeriza para o cation aminotropilio (Esquema 11a) estabilizado por
ressonancia, enquanto que o ion de m/z 106, gerado a partir da fragmentagao
da N-butilanilina, tem a estrutura de um ion feniliménio (Esquema 11b), um
diendfilo que pode reagir através de cicloadicdo polar com dienos. Devido a
estas diferencas estruturais do ion de m/z 106, gerados por diferentes
precursores isoméricos, este ion € um candidato a fragmento i6nico diagndstico
de estrutura (FIDE), pois pode apresentar reatividades em fase gasosa distintas,
diferenciando alquilanilinas substituidas no anel das alquilanilinas N-
substituidas.

O ion de m/z 106 gerado a partir da 4-butilanilina e N-butilanilina s&o
submetidos a dissociagdo induzida por colisdo (CID) com o intuito de
caracterizar o FIDE e também para avaliar se o comportamento dissociativo por
CID é capaz de diferenciar os precursores. Apesar das diferengas estruturais
entre os FIDE’s, estes apresentam os mesmos caminhos dissociativos, como
mostram os espectros de massas da Figura 57. Tanto o ion aminotropilio quanto
o ion feniliménio se dissociam formando os ions de m/z 79 e m/z 77, através da
perda neutra de HCN (ou HNC) e subsequentemente a perda neutra de H

gerando o cation fenila de m/z 77.
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Figura 56 — Espectros de Massas (MS) de Varredura para a 4-butilanilina (a) e N-butilanilina (b).
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Esquema 11 — Formacgao do FIDE de m/z 106 a partir dos precursores isoméricos 4-butilanilina
(a) e N-butilanilina (b).
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Figura 57 — Espectro de massas (MSZ) do CID para o FIDE de m/z 106 formado a partir da
4-butilanilina(a) e N-butilanilina (b).
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4.2.1 — Reagao com 2-metil-1,3-dioxolano — a reagao de Eberlin

Apesar de apresentarem comportamentos dissociativos idénticos, os ions
de m/z 106 apresentam reatividades bimoleculares contrastantes. O primeiro
teste com 2-metil-1,3-dioxolano mostra que o ion aminotropilio gerado a partir da
4-butilanilina ndo apresenta produtos idnicos de reagao detectaveis (Figura 58a),
enquanto que o ion feniliménio reage prontamente por transcetalizacéo polar,®
formando o produto iébnico de m/z 150 (Figura 58b e Esquema 12). O espectro
de massas (MS®) da Figura 59, mostra o CID do produto idnico de m/z 150 e
seus caminhos dissociativos s&do consistentes com a estrutura proposta
(Esquema 13). Apesar do ion aminotropilio ser muito menos reativo, este nao é
totalmente inerte frente a 2-metil-1,3-dioxolano, formando um produto de

abstracao de hidreto de m/z 87 de baixa intensidade (Figura 58a).
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Figura 58 — Espectros de Massas (MSZ) da reacao ion/molécula entre 2-metil-1,3-dioxolano e o
FIDE de m/z 106 formado a partir da 4-butilanilina (a) e N-butilanilina (b).
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Esquema 12 — Mecanismo proposto para a reagao de transacetalizagao polar com o ion de m/z
106 formado a partir da N-butilanilina.
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Figura 59 — Espectro de Massas (MS3) para o CID do produto idnico de m/z 150 formado na
reacao ion/molécula entre 2-metil-1,3-dioxolano e o FIDE gerado a partir da N-butilanilina.
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Esquema 13 — Proposta do mecanismo de dissociagao do ion de m/z 150.
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4.2.2 - Reagoes de Cicloadigcao Polar

Eberlin et al®®

estudaram o comportamento de ions imdénio quando
submetidos & reacgdo de cicloadigdo polar [4 + 2*]. A seguir € mostrado o uso
desta abordagem pois espera-se que o ion aminotropilio seja mais uma vez
praticamente inerte e o ion fenilimdnio reaja prontamente com dienos gerando
cicloadutos (Esquema 14).

Os espectros de massas da Figura 60 mostram a reagéo ion/molécula do
FIDE de m/z 106 com isopreno: como se esperava o FIDE de m/z 106
aminotropilio, gerado a partir da 4-butilanilina, é praticamente inerte, nao
apresentando produtos de reacao detectaveis (Figura 60a). J& o FIDE de m/z
106 feniliménio, gerado a partir da N-butilanilina, reage com isopreno formando o
cicloaduto de m/z 174. Ao ser submetido a CID, o cicloaduto de m/z 174 restaura
o ion reagente feniliménio de m/z 106 através da perda neutra de isopreno
(Figura 61). Para confirmar este comportamento, foi utilizada a abordagem de

Meurer et al®®

que realizaram reacdes ion/molécula com heterodienos, como a
acroleina. Portanto, ao se reagir com o dieno acroleina, o FIDE de m/z 106,
aminotropilio, ndo apresentou produtos ibnicos detectaveis (Figura 62a),
enquanto que o FIDE de m/z 106, fenilimbnio, reagiu com acroleina formando o
cicloaduto de m/z 162 (Figura 62b). Ao ser submetido a CID, o ion de m/z 162
fragmenta-se por perda neutra de acroleina, restaurando o ion fenilimoénio de

m/z 106 (Figura 63).

R1
x” YA
H +/CH2 l\H
\N/ +N
X R!
[4+2%]

+ —_—
m/z 106 Isopreno (68 Da; X=CH,; R{=CH3) Ry =CHj3, X=CH,, m/z 174

Acroleina (56 Da; X=0; Ry=H) Ri=H,X=0,m/z162

Esquema 14 — Reac3o de cicloadigdo polar [4 + 2] com ion feniliménio de m/z 106.
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Figura 60 — Espectro de Massas (MSZ) para a reacao ion/molécula entre isopreno e o FIDE de
m/z 106 gerado a partir da 4-butilanilina (a) e N-butilanilina (b).
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Figura 61 — Espectro de Massas (MS3) de CID para o cicloaduto de m/z 174, produto iénico da
reagdo ion/molécula entre isopreno e o FIDE de m/z 106, fenilimbnio, gerado a partir da
N-butilanilina.
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Figura 62 — Espectros de Massas (MSZ) para a reacao ion/molécula entre acroleina e o FIDE de
m/z 106 gerado a partir da 4-butilanilna (a) e N-butilanilina (b).
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Figura 63 — Espectro de Massas (MS3) de CID para o cicloaduto de m/z 162, produto iénico da
reagdo ion/molécula entre acroleina e o FIDE de m/z 106, fenilimbnio, gerado a partir da
N-butilanilina.
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A reacédo ion/molécula com etil vinil éter foi utilizada para testar se o ion
feniliménio de m/z 106 reagiria por cicloadicdo [4* + 2].8* Os espectros de
massas da Figura 64 mostram que o FIDE aminotropilio € pouco reativo e mais
uma vez nao apresenta produtos idnicos detectaveis. O FIDE de m/z 106,
feniliménio, reage por cicloadicédo [4” + 2] e forma o cicloaduto de m/z 178. Este
cicloaduto de m/z 178 apresenta a tipica dissociacao de baixa energia dos
cicloadutos provenientes de enol éteres,® perdendo etanol (46 Da) para formar

o ion de m/z 132 (Esquema 15 e Figura 64).

a)
NH, NH,
e 106
NGRSO
N
* CH,
\§/CH2
HN
b) /\6/\
PN ™ o1
HN \
10 132
PATNES
- EtOH 178
\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\
40 60 80 100 120 140 160 180 200
m/z

Figura 64 — Espectros de Massas (MS?) da reagdo ion/molécula entre etil vinil éter e o FIDE de
m/z 106, aminotropilio formado a partir da 4-butilanilina (a) e feniliménio formado a partir da
N-butilanilina (b).

H\+ éCHz +/\ + +
N OEt HN OEt HoN OEt HN

| -EtOH
—_— — —_—
4" +2]
m/z106 m/z178 m/z178 m/z 132

Esquema 15 — Mecanismo de reacgao entre etil vinil éter e o FIDE de m/z 106 formado a partir da
N-butilanilina.
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Figura 65 — Espectro de Massas (MSS) de CID para o cicloaduto de m/z 178 formado a partir da
reagado ion/molécula entre etil vinil éter e o o FIDE de m/z 106, fenilimbnio, gerado a partir da
N-butilanilina.

4.2.3 — Prova do principio com moléculas teste

Para provar que o método proposto funciona para a atribuicdo de
configuragao de alquilanilinas foram realizadas as reagdes ion/molécula com as
moléculas teste 4-pentilanilina e N-isopentilanilina (Figura 66).

Os espectros de massas de varredura para ambas as moléculas teste
mostram como ion base, o ion de m/z 106 (Figura 67). Para confirmar que
realmente se trata de um ion gerado a partir de alquil anilinas, o ion de m/z 106,
formado por ambos os precursores, € submetido a dissociagado induzida por
colisdo (CID) e através de seu comportamento dissociativo & possivel verificar
que realmente se trata do FIDE da classe de alquil anilinas. Os espectros de
massas da Figura 68 mostram o CID do ion de m/z 106, que apresenta como
principal caminho dissociativo a formagao do cation fenila de m/z 77, além da

formacao do ion de m/z 79 e de m/z 51.

¥ /\)\
HN

a) b)

Figura 66 — Moléculas testes 4-pentilanilina (a) e N-isopentilanilina (b).
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Figura 67 — Espectros de massas de varredura obtidos por El a 70 eV para as moléculas testes
4-pentilanilina (a), N-isopentilanilina (b).
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Figura 68 — Espectros de Massas (MS) de CID para o ion m/z 106 gerado a partir da 4-
pentilanilina (a) e N-isopentilanilina (b).
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A reagao de Eberlin com o reagente 2-metil-1,3-dioxolano permite a
atribuicdo de configuracdo da molécula precursora. Quando se trata da reagao
com o ion de m/z 106, gerado a partir da 4-pentilanilina, o espectro de massas
nao apresenta produtos idnicos detectaveis (Figura 69a), logo pode-se inferir
que o FIDE é o ion aminotropilio pouco reativo que s6 é formado por anilinas
substituidas por um grupo alquila ligado ao anel. Para o FIDE de m/z 106,
gerado a partir da N-isopentilanilina, a reacdo com 2-metil-1,3-dioxolano
surpreendemtemente ndo formou o esperado produto de Eberlin de m/z 150. Ao
invés disso foi observado o produto ibnico de m/z 194, resultado de uma simples
adicao do reagente 2-metil-1,3-dioxolano ao ion de m/z 106. O ion de m/z 177 é

resultado da perda neutra de uma molécula de NH3 a partir do aduto de m/z 194.

a)

NH,

HN/\)\ [°>~ 1 o

L 8‘7 89
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/ 177 f
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Figura 69 — Espectros de Massas (MSz) da reagdo ion/molécula com 2-metil-1,3-dioxolano e o
FIDE de m/z 106, aminotropilio, formado a partir da 4-pentilanilina (a) e o FIDE de m/z 106,
fenilimoénio, formado a partir da N-isopentilanilina (b).
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A reacao com acroleina permite a atribuicdo de configuragdo para ambas
as moléculas teste. O FIDE de m/z 106, gerado a partir da 4-pentilanilina, ao
reagir com acroleina ndo apresenta produtos idnicos detectaveis (Figura 70a),
por se tratar do ion aminotropilio aromatico e pouco reativo. Ja o FIDE de m/z
106, gerado a partir da N-isopentilanilina, como esperado, se trata do ion
fenilimonio que reage por cicloadigdo polar [4 + 27] gerando o produto idnico de
m/z 162 (Figura 70b), assim como aconteceu para a reagdo com o padrao de
N-butilanilina. Estes dados corroboram os resultados obtidos com os padrdes de

butilanilinas.

NH,

106

* CH,

H\K‘écm
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Figura 70 — Espectro de Massas (MSZ) para a reagao ion/molécula entre acroleina e o FIDE de
m/z 106, aminotropilio, gerado a partir da molécula teste 4-pentilanilina (a) e o FIDE de m/z 106,
fenilimdnio, gerado a partir da molécula teste N-isopentilanilina (b).
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Na reagcdo com isopreno, o ion de m/z 106 gerado a partir da N-
isopentilanilina reage por cicloadi¢éo polar [4 + 2], gerando o cicloaduto de m/z
174, assim como ocorre na reagdo com o FIDE de m/z 106 gerado a partir da N-
butilanilina (Figura 60b). Enquanto que o ion de m/z 106 gerado a partir da 4-
pentilanilina, por se tratar do ion aminotropilio pouco reativo, apresenta o ion de
m/z 174, porém em baixa intensidade (Figura 71). E possivel que a fonte de ions
estivesse contaminada com o outro isdmero, N-isopentilanilina, em quantidade

suficiente para levar a formagao do cicloaduto.
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Figura 71 — Espectros de Massas (MSZ) das reagdes ion/molécula entre isopreno e o FIDE de
m/z 106, aminotropilio, formado a partir da molécula teste 4-pentilanilina e o FIDE de m/z 106,
fenilimbnio, formando a partir da molécula teste N-isopentilanilina.
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4.3 — Carbetoxipiperidinas

As carbetoxipiperidinas sdo compostos constituidos por anéis
piperidinicos substituidos por um grupo carboxilato em diferentes posigées do
anel piperidinico, como mostra a Figura 72.

Os espectros de massas de varredura para 0s precursores iSomericos
sdo apresentados na Figura 73. De acordo com a estrutura dos isbmeros
espera-se que todos os precursores formem o ion acilio de m/z 112 através de
perda de etoxila radicalar, a partir do ion molecular de m/z 157 (Esquema 16).
No entanto, o isbmero 2-carbetoxipiperidina ndo forma o ion acilio de m/z 112,
sendo seu principal caminho dissociativo a formacao do ion de m/z 84, o anel
piridinico (Figura 73a).

Os precursores 3-carbetoxipiperidina e a 4-cabertoxipiperidina formam o
ion acilio de m/z 112 e o ion carboxilato de m/z 128. Este ultimo é resultado da

perda de etila radicalar (29 Da) a partir do ion molecular de m/z 157.

0 o NG

0\/ O/\

Iz

(o)

Iz
Iz

a b c

Figura 72 — Estruturas dos precursores 2-carbetoxipiperidina (a), 3-carbetoxipiperidina (b) e
4-carbetoxipiperidina (c).
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Figura 73 — Espectros de Massas de Varredura obitidos por El a 70 eV do precursores
isoméricos 2-carbetoxipiperidina (a), 3-carbetoxipiperidina (b) e 4-carbetoxipiperidina (c).
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Esquema 16 — Fragmentagdo do ion molécular de m/z 157 gerando o ion acilio de m/z 112 a
partir do precursor isomérico 2-carbetoxipiperidina (a), 3-carbetoxipiperidina (b) e
4-carbetoxipiperidina (c).
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Apesar do isbmero 2-carbetoxipiperidina ndo formar o ion acilio de m/z
112, os outro dois precursores isoméricos o formam, logo, o ion de m/z 112 foi
selecionado em Q4 e submetido a experimentos de CID em g4, com o intuito de
se avaliar sua estrutura. Os espectros de massas da Figura 74 mostram que
este ion acilio apresenta caminhos dissociativos semelhantes apesar de serem
originados de precursores diferentes. A principal via de fragmentacao é a perda

neutra de CO (28 Da) gerando o ion de m/z 84.
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Figura 74 — Espectros de massas (MSZ) de CID para o ion acilio de m/z 112, gerado a partir da
3-carbetoxipiperidina (a) e 4-carbetoxipiperidina (b).

O ion carboxilato de m/z 128 também foi submetido a experimentos de
CID com o intuito de avaliar sua estrutura, como também para avaliar se este ion
permite a distincdo entre os isbmeros através de seu comportamento
dissociativo. O CID do ion gerado a partir da 3-carbetoxipiperidina fragmenta-se
principalmente para o ion de m/z 82 através da perda neutra de acido férmico

(46 Da). No entanto, € formado o ion de m/z 84 (Figura 75a) que nao é formado
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na dissociacdo do ion de m/z 128, gerado a partir da 4-carbetoxipiperidina
(Figura 75b). Logo, a presenga do fragmento ibnico de m/z 84 permite a

atribuicdo de configuragdo para carbetoxipiperidinas substituidas na posi¢ao 3

e
0
N

do anel piperidinico.
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Figura 75 — Espectros de massas (MSZ) de CID para o ion de m/z 128, gerado a partir da 3-
carbetoxipiperidina (a) e 4-carbetoxipiperidina (b).
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4.3.1 — Reagao com 2-metil-1,3-dioxolano — a reagao de Eberlin

O ion acilio de m/z 112 foi selecionado em Q4 e submetido a reagao
ion/molécula em gz com o reagente neutro 2-metil-1,3-dioxolano com intuito de
verificar se o ion acilio reage através da reagéo de Eberlin (Esquema 17). No
entanto, como mostram os espectros de massas da Figura 76, o produto iGnico
esperado de m/z 156, o produto de Eberlin, ndo é detectado pelo espectrometro

de massas.

JS S A
Foy O} A

m/z 112

Esquema 17 — Mecanismo da reagao de Eberlin para o ion acilio de m/z 112 gerado a partir de
carbetoxipiperidinas.
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Figura 76 — Espectros de Massas (MS?) da reacdo ion/molécula entre 2-metil-1,3-dioxolano e o
ion acilio de m/z 112, formado a partir da 3-carbetoxipiperidina (a) e 4-carbetoxipiperidina (b).
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Para a reagao com o ion de m/z 112 formado por ambos os precursores é
formado o ion de m/z 158, resultado da perda neutra de ceteno (42 Da) a partir
do aduto de m/z 200 (Esquema 18). O aduto de m/z 200 n&o é observado na
reagdo com o ion de m/z 112, gerado a partir da 4-carbetoxipiperidina. Os
espectros de massas de CID (Figura 77) do ion de m/z 158 corroboram o
mecanismo de dissociagao proposto no Esquema 18, onde este ion sofre a
perda neutra de etanol (46 Da) restaurando o ion acilio de m/z 112, que por sua

vez sofre a perda neutra de CO (28 Da) levando a formagao do ion de m/z 84.
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Esquema 18 — Caminhos dissociativos possiveis partindo do aduto de m/z 200.
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Figura 77 — Espectros de Massas (MS3) de CID para o produto iébnico de m/z 158 formado na
reagdo ion/molécula entre 2-metil-1,3-dioxolano e o ion acilio de m/z 112, gerado a partir da 3-
carbetoxipiperidina (a) e 4-carbetoxipiperidina (b).
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4.3.2 — Reagao com etil vinil éter

Ao reagir um éter vinilico com o ion acilio de m/z 112, ocorre a adigao
gerando o aduto de m/z 184 (Esquema 19) como mostram os espectros de
massas da Figura 78. O aduto é formado em ambas as reacdes, no entanto, na
reagao com o ion acilio gerado a partir da 3-carbetoxipiperidina, € formado o ion
de m/z 138, que ndo é formado na reagao com o ion acilio de m/z 112, gerado a

partir da 4-carbetoxipiperidina.
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HO. o _~ HO. ~
. EtOH
N N
w H
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o .o
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m/z 112 m/'z 184

Esquema 19 — Adi¢ao nucleofilica do etil vinil éter ao ion acilio de m/z 112.
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Figura 78 — Espectros de Massas (MS?) para a reacdo ion/molécula entre etil vinil éter e o ion
acilio de m/z 112 gerado a partir da 3-carbetoxipiperidina (a) e 4-carbetoxipiperidina (b).
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O ion de m/z 138 surge da perda neutra de etanol (46 Da) a partir do
aduto de m/z 184. Quando foi submetido a CID, este se dissocia por perda
neutra de eteno (28 Da) levando a formagao do ion de m/z 110 (Figura 79). A
dissociagao do ion de m/z 138 nao restaura o acilio de m/z 112, pois este nao
aparece no espectro de massas. A presencga do ion de m/z 138 é diagnéstico de
estrutura para anéis piperidinicos substituidos na posi¢ao 3.

O aduto de m/z 184 ¢é formado em ambas as reacdes. O CID deste ion
(Figura 80) apresenta caminhos dissociativos distintos de acordo com o ion
acilio de m/z 112 posto a reagir. O aduto de m/z 184 formado na reagdo com o
ion acilio, gerado a partir da 3-carbetoxipiperidina, ao ser submetido a CID
produz o fragmento idnico de m/z 138 (Figura 80a) através da perda neutra de
etanol, o mesmo ion que é exibido no espectro da reagédo ion/molécula (Figura
78a) e € o ion diagnéstico de estrutura. Enquanto que o CID do aduto de m/z
184, formado na reagdo com o ion acilio de m/z 112, gerado a partir da 4-
carbetoxipiperidina, ndo apresenta este caminho dissociativo (Figura 80b).

O ion de m/z 158 é formado por ambas as reagdes ion/molécula e este é
resultado da perda neutra de etino (26 Da) a partir do aduto de m/z 184. Os
espectros de CID para o ion de m/z 158 (Figura 81) mostram os mesmos
caminhos dissociativos, nos quais o ion de m/z 158 perde um molécula de etanol
(46 Da) gerando o fragmento ibnico de m/z 112 que por sua vez sofre a perda
neutra de CO (28 Da) levando a formacgéo do ion de m/z 84. O fragmento idnico
de m/z 56 é formado a partir da perda neutra de eteno (28 Da) do ion de m/z 84.

Na reagdo com o ion acilio de m/z 112, gerado a partir da 4-
carbetoxipiperidina, € formado o ion de m/z 156 (Figura 78b), que nao é formado
na reagdo com o ion acilio de m/z 112, gerado a partir da 3-carbetoxipiperidina.
Este ion de m/z 156 surge da reagao de adigao entre etil vinil éter e o ion de m/z
84, este por sua vez é resultado da dissociagao por perda neutra de CO (28 Da)
a partir do ion acilio de m/z 112. O comportamento dissociativo do ion de m/z
156 corrobora esta proposta pois seu espectro de massas de CID exibe como
principal fragmento o ion de m/z 84 (Figura 82). O ion de m/z 156 é diagndstico

de estrutura para anéis piperidinicos substituidos na posicao 4.
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Figura 79 — Espectro de Massas (MSs) de CID para o produto iénico de m/z 138 formado na
reagdo ion/molécula entre etil vinil éter e o ion acilio de m/z 112, gerado a partir da
3-carbetoxipiperidina.
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Figura 80 — Espectros de Massas (MS3) de CID para o aduto de m/z 184, formado na reagao
ion/molécula entre etil vinil éter e o ion acilio de m/z 112, gerado a partir da 3-carbetoxipiperidina
(a) e 4-carbetoxipiperidina (b).
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Figura 81 — Espectro de Massas (MS3) de CID para o produto ibnico de m/z 158 formado na
reagdo ion/molécula entre etil vinil éter e o ion acilio de m/z 112, gerado a partir da 3-
carbetoxipiperidina (a) e 4-carbetoxipiperidina (b).
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Figura 82 — Espectro de Massas (MS3) de CID para o produto ibnico de m/z 156 formado na
reagdo ion/molécula entre etil vinil éter e o ion acilio de m/z 112, gerado a partir da 4-
carbetoxipiperidina.

117



Acidos Ciclohexeno Carboxilicos Mario Benassi Neto

4.4 — Acidos Ciclohexeno Carboxilicos

Esta classe é composta por dois isbmeros que apresentam em comum
um anel ciclohexeno e um grupo acido carboxilico ligado a este anel. A diferenga
entre eles esta na posicao que a insaturacéo esta no anel em relacdo a posicao
que o grupo carboxililico esta ligado (Figura 83).

Os espectros de massas de varredura (Figura 84) mostram que o sinal do
ion molécular de m/z 126 nao € observado para o isbmero acido 1-ciclohexeno-
1-carboxilico e € observado com baixa intensidade para o isbmero acido 3-
ciclohexeno-1-carboxilico, que se da pela favoravel perda neutra de H,O (18
Da), levando a formagédo do cation radicalar de m/z 108 que pode ter as
seguintes estruturas propostas no Esquema 20, para o ion de m/z 108 formado
a partir do acido 1-ciclohexeno-1-carboxilico e no Esquema 21, para o ion de

m/z 108 formado a partir do acido 3-ciclohexeno-1-carboxilico.

a b

Figura 83 — Estrutura molecular do acido 1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e do acido 3-
ciclohexeno-1-carboxilico (b).
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Figura 84 — Espectros de massas de varredura obtido com El a 70 eV para os isdmeros acido
1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e do acido 3-ciclohexeno-1-carboxilico (b).
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Esquema 20 — Proposta de fragmentagéo do ion molecular de m/z 126 do acido 1-ciclohexeno-
1-carboxilico formando o ion de m/z 108.
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Esquema 21 — Proposta de fragmentagéao do ion molecular de m/z 126 do acido 3-ciclohexeno-
1-carboxilico formando o ion de m/z 108.
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O ion de m/z 108 é um candidato a FIDE para a classe de isbmeros pois
€ formado por ambos os precursores isoméricos e podem ter estruturas em fase
gasosa distintas, o que pode levar a reatividades contrastantes. O primeiro
passo foi realizar a CID para o candidato a FIDE para se obter informacdes
estruturais e para verificar se estes dissociam de formas distintas, o que
permitiria a atribuicdo de configuragao do precursor.

Os espectros de massas de CID (Figura 85) para o ion de m/z 108,
formados por ambos os precursores isoméricos mostram um unico caminho
dissociativo no qual o ion de m/z 108 sofre a perda neutra de CO levando a
formagao do ion de m/z 80. O CID nao permite a diferenciagdo do precursores

isoméricos.
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Figura 85 — Espectros de Massas (MSZ) de CID para o ion de m/z 108 gerado a partir do acido
1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e do acido 3-ciclohexeno-1-carboxilico (b)
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4.4.1 — Reagao com 2-metil-1,3-dioxolano — a reagao de Eberlin

Apesar de se tratar de um cation radicalar e possivelmente um ion
distbnico, o ion de m/z 108 é um ion acilio, que pode reagir por
transacetalizagdo polar com 2-metil-1,3-dioxolano, a reagdo de Eberlin®
(Esquema 22). Pelo fato de ambos os ions de m/z 108 apresentarem estruturas
diferentes, era possivel que estes reagissem de maneiras distintas. No entanto,
os espectros de massas da reagao ion/molécula apresentam o mesmo produto
de reacdo, o ion de m/z 152 (Figura 86). Os espectros exibem o sinal
proveniente da fragmentagcéo do ion de m/z 108, formando o ion de m/z 80.
Também é possivel observar os sinais referentes ao reagente 2-metil-1,3-
dioxolano, onde o ion de m/z 89 é o reagente protonado e o ion de m/z 87
refere-se a perda de hidreto. A abordagem da reagédo de Eberlin ndo permitiu a

distincéo entre os isbmeros.
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Esquema 22 — Mecanismo da reagao de Eberlin para o ion de m/z 108 formado a partir do acido
1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e do acido 3-ciclohexeno-1-carboxilico.
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Figura 86 — Espectros de Massas (MS?) para a reagéo ion/molécula entre 2-metil-1,3-dioxolano
e o ion de m/z 108 gerado a partir do acido 1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e do acido
3-ciclohexeno-1-carboxilico (b).

4.4.2 - Reagoes de cicloadicao polar

A seguir sdo apresentadas reacgdes ion/molécula com diferentes tipos de
dienos, procurando explorar a reativade do ion reagente de m/z 108 quando
submetido a uma abordagem por cicloadigao polar. O primeiro teste foi realizado
com o dieno isopreno utilizado com o intuito de se reagir este dieno com o ion de
m/z 108 através de cicloadicdo polar, formando o cicloaduto de m/z 176. No
entanto, este ion ndo é observado nos espectros de massas (Figura 87). E
observado o ion de m/z 149, que surge da polimerizacéo de isopreno em fase
gasosa. O ion base para ambos os espectros € o sinal de m/z 80, proveniente
da perda neutra de CO (28 Da) a partir do ion de m/z 108.
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Figura 87 — Espectros de Massas (MS?) para a reagdo ion/molécula entre isopreno e o ion de
m/z 108 gerado a partir do acido 1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e do acido 3-ciclohexeno-1-
carboxilico (b).

A Figura 88 mostra a reatividade do heterodieno, acroleina, frente ao ion
de m/z 108 selecionado em Qq, formado a partir dos isbmeros de acidos
ciclohexeno carboxilicos. Os espectros de massas mostram que o reagente
neutro acroleina, ao ser inserido, provoca a dissociagao do ion de m/z 108, que
através da perda neutra de CO (28 Da) leva a formagao do ion de m/z 80 e é
este ion que reage por cicloadigdo com acroleina, gerando o cicloaduto de m/z
136, que por sua vez reage com uma segunda molécula de acroleina formando
o duplocicloaduto de m/z 192 (Esquema 23). Os espectros de massas também
exibem o sinal de m/z 57, referente a acroleina protonada, [M + H]*, e o dimero
de acroleina, [2M + H]", de m/z 113. Esta abordagem ndo permitiu a

diferenciagcédo do precursores isomericos.
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Figura 88 — Espectros de Massas (MSZ) para a reagao ion/molécula entre acroleina e o ion de

m/z 108 gerado a partir do acido 1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e do acido 3-ciclohexeno-1-
carboxilico (b).
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Esquema 23 — Proposta de mecanismo para formagao do adutos de acroleina de m/z 136 e m/z
192 a partir do ion de m/z 80 gerado a partir dos precursores acido 1-ciclohexeno-1-carboxilico
(a) e do &cido 3-ciclohexeno-1-carboxilico (b).
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A Figura 89 mostra os espectros de massas referentes a reacao
ion/molécula com etil vinil cetona (84 Da), que nao apresentou produtos idnicos
detectaveis. Foi observado como ion base para ambos os espectros o ion de
m/z 80, dissociagao favoravel por perda neutra de CO, a partir do ion reagente
de m/z 108, selecionado em Q para reagir com etil vinil cetona em Q. Os
espectros de massas ainda exibem o sinal de m/z 85, referente a etil vinil cetona
protonada, [M + H]", e o seu dimero, [2M + H]" de m/z 169. Pelo fato de ambos
0s espectros apresentarem os mesmo sinais € de nao terem sido formados
produtos iGnicos de reagao detectaveis, esta abordagem nao permitiu a distingao

dos isbmeros constituicionais.
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Figura 89 — Espectros de Massas (MSz) da reagao ion/molécula entre etil vinil cetona (84 Da) e
o ion de m/z 108, gerado a partir do acido 1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e do acido 3-
ciclohexeno-1-carboxilico (b).
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A Figura 90 mostra os espectros de massas para a reagao ion/molécula
entre o ion de m/z 108 e o dieno 1-trimetilsiloxil-1,3-butadieno (142 Da), que ao
reagir por cicloadicdo polar deveria formar o cicloaduto de m/z 250.°> No
entanto, este produto ndo é detectado pelo espectrdmetro de massas. Os
espectro de massas para ambas as reacdes apresentam 0s mesmo sinais,
sendo observado o ion de m/z 143, referente ao dieno 1-trimetilsiloxil-1,3-
butadieno protonado, [M + H]" e o ion de m/z 80 resultado da perda neutra de

CO (28) a partir do ion reagente de m/z 108.
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Figura 90 — Espectros de Massas (MSz) para a reagao ion/molécula entre 1-trimetilsiloxil-1,3-
butadieno (142 Da) e o ion de m/z 108 gerado a partir do acido 1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e
do acido 3-ciclohexeno-1-carboxilico (b).
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A Figura 91 mostra os espectros de massas para a reagédo com o dieno
trans-1-metoxi-3-(trimetilsiloxi)-1,3-butadieno (172 Da), também conhecido como
o dieno de Danishefsky.* Este dieno apresenta um grupo trimetilsiléxi, que ativa
o dieno para uma reagao de Diels-Alder. Esta abordagem ja foi utilizada por

Lemos et al®®

gue observaram a reacao de cicloadicao deste dieno a ions acilio.
No entanto, a reagdo com o dieno de Danishefsky ndo apresenta produtos
ibnicos detectaveis quando é reagido com o ion de m/z 108. Os espectros de
massas exibem o ion de m/z 173, referente ao dieno de Danishefsky protonado,
o ion de m/z 101, referente a perda do grupo timetilsilano (72 Da) a partir do ion
de m/z 173 e o ion de m/z 201, possivelmente um dimero de préton do dieno

com um grupo OH no lugar do grupo trimetilsiloxil.
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Figura 91 — Espectros de Massas (MSZ) para a reagado ion/molécula entre o dieno de
Danishefsky e o ion de m/z 108 gerado a partir do acido 1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e do
acido 3-ciclohexeno-1-carboxilico (b).

127



Acidos Ciclohexeno Carboxilicos Mario Benassi Neto

O ultimo teste foi realizado com o diendfilo etil vinil éter (72 Da) que ao
invés de reagir por cicloadigdo polar [4 + 27], reagiria por [4" + 2] gerando o
cicloaduto de m/z 180. No entanto, os espectros de massas da Figura 92 nao
exibem tal aduto. Sdo observados os sinais do ion de m/z 101, referentes ao etil
vinil éter etilado, e o fragmento iénico de m/z 80, resultado da perda neutra de
CO a partir do ion de m/z 108. Nenhum dos testes que procuraram explorar a
reavidade do ion de m/z 108 através de cicloadicao polar com dienos permitiu a

diferenciacédo dos isdbmeros de acidos ciclohexeno carboxilicos.
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Figura 92 — Espectros de Massas (MS?) para a reacgdo ion/molécula entre o etil vinil éter e o ion
de m/z 108 gerado a partir do acido 1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e do acido 3-ciclohexeno-1-
carboxilico (b).

128



Acidos Ciclohexeno Carboxilicos Mario Benassi Neto

4.4.3 — Reacgoes que exploram o carater disténico do FIDE

O Esquema 20 e o Esquema 21 mostram as propostas de formacgao dos
ions de m/z 108 gerados por diferentes precursores e estes podem assumir
estruturas de ions distbnicos.

Os ions distbnicos sao cations ou anions radicalares no quais o sitio de
carga esta espacialmente separado do sitio radicalar. Esta caracteristica leva a
uma reatividade diferenciada onde o ion distdnico pode reagir apenas como um
jon, apenas como um radical, ou reagir como ambos.*®

Stirk et al®® apresentaram uma abordagem para determinar se um ion é
distbnico através da reacdo ion/molécula com o dissulfeto de metila
(CH3SSCH3). O reagente CH3SSCH; (94 Da) pode reagir com um cation
radicalar através de transferéncia de elétron. Se este cation radicalar ndo for um
ion disténico este transferira um elétron ao reagir com o CH3SSCH3 gerando um
cation radicalar CH3SSCH3™. Se o cation radicalar for de fato um ion disténico
este ira abstrair o radical *"SCH3; do reagente neutro dimetilsulfeto. Esta
abordagem também foi utilizada por Gozzo et al’” para se confirmar se uma
espécie isolada na fase gasosa era de fato um ion distonico.

Os ions de m/z 108 formados a partir de ambos os acidos ciclohexeno
carboxilicos foram submetidos a reacdo com CH3SSCHj3 para verificar se ambos
eram ions disténicos. Verificou-se também se estes poderiam reagir de maneiras
distintas permitindo a diferenciagdo dos precursores isoméricos.

Os espectros de massas (Figura 93) exibem o ion de m/z 80, resultado da
fragmentacgao por perda neutra de CO a partir do ion de m/z 108. Os espectros
de massas mostram que ambos os ions de m/z 108 transferem um elétron para
o reagente CH3SSCHj3; gerando o ion de m/z 94 positivo radicalar. Isto indica que
o ion de m/z 108 pode ser apenas um cation radicalar, onde o sitio de carga e o
sitio radicalar estdo no mesmo atomo. Porém, ndo se pode concluir que os ions
realmente nao sao distdnicos ja que a energia de ionizacdo do CH3SSCHj; é 8,1
eV e a energia de ionizagao dos ions de m/z 108 podem ser maior que este

valor.

129



Acidos Ciclohexeno Carboxilicos Mario Benassi Neto

-+
\S/s\—l
a) ' *
94 .
o OH
v ‘ \s/s\
—— aso '/
l 108
A
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
o+
\/S—I
b) S*\ |
+
o OH + 94
G0 [ 0
\s/s\
——
\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘
40 60 80 100 120 140 160 180 200

m/z

Figura 93 — Espectros de Massas (MSZ) da reagao ion/molécula entre dimetilsulfeto e o ion de
m/z 108 formado a partir do acido 1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e do acido 1-ciclohexeno-3-
carboxilico (b).

Outra abordagem utilizada para verificar se um ion € de fato disténico &
através da reagdo com um haleto de alila, como o brometo de alila.**®"%® Os
espectros de massas da Figura 94 mostram a reagédo ion/molécula entre o
brometo de alila (120/122 Da) e o ion de m/z 108 formado a partir de ambos os
precursores isoméricos. O ion de m/z 108 fragmenta-se prontamente para o ion
de m/z 80 através da perda neutra de CO. O ion de m/z 80 reage através da
reacdo de substituicio do tipo Sp2'*® gerando o produto idnico da abstracdo do
radical alila de m/z 121 (Esquema 24a), e o produto ibnico da abstracdo de
brometo radicalar de m/z 159 (Esquema 24b) e seu isotopdélogo de m/z 161.

Este produtos idnicos sdo caracteristicos da reatividade de ions distnicos.®"%
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Figura 94 — Espectros de massas (MSZ) da reagdo ion/molécula entre brometo de alila e o ion
de m/z 108 gerado a partir do acido 1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e do acido 1-ciclohexeno-3-
carboxilico (b).
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Esquema 24 — Reacao de substituicdo (Sy2’) entre o ion de m/z 80 gerado a partir do acido 1-
ciclohexeno-1-carboxilico com brometo de alila promovendo a alilagao (a) e a bromagéo (b).
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Como os produtos idnicos formados na reagdo com o ion de m/z 108
surgem da reagao com o fragmento idnico de m/z 80, os espectros de massas
da Figura 95 mostram a reatividade do ion de m/z 80 frente ao Brometo de alila.
E interessante observar que n3o sdo formados os produtos idnicos de m/z 121 e
m/z 159 esperados (Esquema 24 e Esquema 25). Porém, os espectros de
massas exibem o cétion alila de m/z 41 e os ions de m/z 79 e m/z 81 referentes
aos isotopologos do bromo positivo radicalar. Estes provavelmente surgem da
fragmentacdo do brometo de alila postivo radicalar de m/z 120 e m/z 122 de
acordo com o mecanismo do Esquema 26. O Brometo de alilla positivo radicalar
nao € observado nos espectros de massas. No entanto, s&do observados os ion
de m/z 119 e m/z 121 provenientes do brometo de alila apds abstracdo de
hidreto.

+ + b
.7 ‘/\,\/jr 7 .

m/z 80 m/z80 m/z121
+ + //— Br\’*/\ + Br
K = O ©/ : "/..\n
m/'z 80 m/z 80 m/z 159/ m/z 161

Esquema 25 - Reacgao de substituicdo (Sy2) entre o ion de m/z 80 gerado a partir do acido 1-
ciclohexeno-3-carboxilico com brometo de alila promovendo a alilagao (a) e a bromagéo (b).

a) /\/rBr R g\ + ;r:

m/z120/ m/z 122 m/z79 /mjz 81

B .
b) /\/r_>/v\+3,

+

m/z120/ m/z 122 m/'z 41

AN, —» A

O

m'z4 m'z41

Esquema 26 — Proposta de fragmentagdo do Brometo de alila positivo radicalar gerando o
radical alila (a) e o cétion alila (b)
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Figura 95 — Espectros de massas (MSz) da reacdo ion/molécula entre brometo de alila e o ion
de m/z 80 gerado a partir do acido 1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e acido 1-ciclohexeno-3-
carboxilico (b).

Realizou-se um teste com o cloreto de alila para ver se este composto
reagiria com maior rendimento que o brometo de alila. No entanto, os espectros
de massas da Figura 96 mostram que o ion de m/z 108 é praticamente inerte ao
cloreto de alila. Sendo observado apenas a tipica fragmentacéo por perda neutra
de CO gerando o ion de m/z 80.

Esperava-se que o ion de m/z 108 ou seu fragmento iénico de m/z 80
reagisse com o cloreto de alila de acordo com 0s mesmos mecanismos
propostos para a reagao com o brometo de alila (Esquema 24 e Esquema 25).
No entanto, ndo sdo observados os produto ibnicos de m/z 121 e m/z 115

referentes a alilagédo e cloragédo do ion de m/z 80, respectivamente.
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Figura 96 — Espectros de Massas (MS?) da reagao ion/molécula entre cloreto de alila e o ion de
m/z 108 formado a partir do acido 1-ciclohexeno-1-carboxilico (a) e do acido 1-ciclohexeno-3-
carboxilico.
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4.5 — Metiltiofenos

Os isdbmeros de metiltiofenos diferem quanto a posi¢cao que o grupo metila
esta ligado ao anel (Figura 97). Os espectros de massas de varredura para
ambos os isébmeros (Figura 98) ndo permitem a distingao entre eles devido aos
semelhantes caminhos dissociativos. O ion base, em ambos os espectros, é o
ion de m/z 97, formado a partir da perda de um hidrogénio radicalar do ion
molecular de m/z 98.

O ion de m/z 97 é um candidato a fragmento ibnico diagndstico de
estrutura (FIDE). O primeiro passo foi submeté-lo a dissociagdo induzida por
colisdo para primeiro avaliar sua estrutura e segundo verificar se pelo
comportamento dissociativo € possivel diferenciar os precursores isoméricos.
Portanto, o ion de m/z 97 foi selecionado em Q4 e submetido a colisbes com
argbnio em q4. Os espectros de massas de CID da Figura 99 mostram o
comportamento dissociativo para o ion de m/z 97 formado por ambos os

isbmeros.

a b

Figura 97 — Estruturas dos isbmeros 2-metiltiofeno (a) e 3-metiltiofeno (b).
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Figura 98 — Espectros de massas de varredura para os precursores isoméricos 2-metiliofeno (a)
e 3-metiltiofeno (b).
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Figura 99 — Espectros de Massas (MS?) de CID para o ion de m/z 97 formando pelos
precursores isoméricos 2-metiliofeno (a) e 3-metiltiofeno (b).
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4.5.1 — Reagao com etil vinil éter

A primeira abordagem foi a realizagéo da reagdo entre o ion de m/z 97
com etil vinil éter. Os espectros de massas da Figura 100 exibem a pouca
reatividade do ion de m/z 97 com o reagente neutro etil vinil éter. O espectro de
massas da Figura 100a mostra o sinal de m/z 53 referente a dissociagéo do ion
reagente de m/z 97. O sinal de m/z 101 trata-se do produto iénico formado pela
reacdo entre duas moléculas de etil vinil éter ja descrito por Kenttimaa et al'®

A auséncia de reatividade surge da isomerizagao em fase gasosa apos a
perda radicalar de hidrogénio resultado da clivagem beta, levando a formagéo do
jon tiopirilio de m/z 97 como mostra o Esquema 27. O ion tiopirilio’" & um anel

de seis membros estabilizado por ressonancia que o torna nao reativo ao

)
N
97 ;

O\ //\g/\
53 101 k

A
D

reagente neutro testado.

)
)

“ ]
-~ \s
97 *

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Figura 100 — Espectro de Massas (MS?) da reagdo ion/molécula entre etil vinil éter e o ion de
m/z 97 formado a partir dos precursores isoméricos 2-metiltiofeno (a) e 3-metiltiofeno (b).

137



Metiltiofenos Mario Benassi Neto

S Ha $ \
Z
m/z 98 m/z 97 |
H N
~ | S
H,C~——H (CH *
. / ) / m/z 97
-H
[y = )
) $
m/z 98 m'z 97

Esquema 27 — Mecanismo de formagao do ion tiopirilio de m/z 97.

Voltando-se aos espectros de massas de varredura (Figura 98), é
possivel encontrar outros ions comuns a ambos 0s precursores isomericos e
que podem ser mais reativos frente a reagentes neutros. A seguir estdo os
estudos de reatividade dos ions de m/z 45, m/z 53, m/z 69 e m/z 97 formados a
partir do 2-metiltiofeno e 3-metiltiofeno reagindo com diferentes moléculas

neutras como 2,2-metil-1,3-dioxolano e Isopreno.
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4.5.2 — Reagao com 2,2-dimetil-1,3-dioxolano

Nos estudos com o reagente 2,2-dimetil-1,3-dioxolano procurou-se avaliar
se o ions de m/z 45, m/z 53, m/z 69 e m/z 97 reagiriam pela reacdo de Eberlin®
e se a reatividade destes seriam contrastantes em fase gasosa, permitindo a
diferenciacédo dos precursores isoméricos.

O espectro de massas da Figura 101 mostra a reatividade do ion de m/z
45 frente ao reagente 2,2-dimetil-1,3-dioxolano. O ion base deste espectro € a
molécula de 2,2-dimetil-1,3-dioxolano protonada. O ion de m/z 45 é o cation
tioformila cv=$, que pode reagir com 2,2-dimetil-1,3-dioxolano de maneira
analoga ao ion acilio através da reagao de Eberlin, gerando o produto iénico de

%7102 como mostra o mecanismo do

m/z 89, que se trata de um ion oxationilio,
Esquema 28. O ion de m/z 87 é o ion dioxanilio formado depois da perda de
uma metila do reagente 2,2-dimetil-1,3-dioxolano. Para ambos os isoméros, a
reatividade do cation tioformila € a mesma, nao permitindo a diferencicdo da

isomeria constitucional.
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Figura 101 — Espectros de Massas (MSZ) da reagao ion/molécula entre 2,2-dimetil-1,3-dioxolano
e o ion tioformila de m/z 45 formado a partir do precursores isoméricos de 2-metiltiofeno (a) e
3-metiltiofeno (b).
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Esquema 28 — Mecaninsmo da reagdo de Eberlin entre o cation tioformila de m/z 45 com
2,2-dimetil-1,3-dioxolano (102 Da).

O ion de m/z 53 também foi testado com o reagente 2,2-dimetil-1,3-
dioxolano, como mostram os espectros de massas da Figura 102. Este ion
apresentou pouca reatividade frente ao reagente neutro, sendo possivel
observar a molécula protonada de 2,2-dimetil-1,3-dioxolano evidenciada pelo
sinal de m/z 103 e o ion de m/z 87, resultado da perda de metila do ion de m/z
103. Ambos os espectros apresentaram os sinais de mesma m/z, nao permitindo

a diferenciagao dos precursores isomericos.
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Figura 102 — Espectros de massas (MS?) da reag3o ion/molécula realizada entre 2,2-dimetil-1,3-
dioxolano e o ion de m/z 53 formado a partir dos precursores isoméricos 2-metiltiofeno (a) e
3-metiltiofeno (b).
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Para o ion de m/z 69 é possivel observar o produto ibnico de m/z 113
formado pela reagdo de Eberlin entre o ion de m/z 69 e 2,2-dimetil-1,3-
dioxolano, com mostra o mecanismo do Esquema 29. Além deste produto idnico,
estdo presentes os sinais ja observados anteriormente, da molécula protonada
de 2,2-dimetil-1,3-dioxolano e o fragmento de m/z 87 resultado da perda de
metila do reagente neutro (Figura 103). O ion de m/z 69 formado por ambos os
isbmeros apresenta a mesma reatividade frente ao reagente neutro, ndo

permitindo a diferenciagdo dos precursores isomericos.

s
§=c—=—cH \\ —=cH

\_j m/z 69

K g

mi/z 113

Esquema 29 — Mecanismo de formagdo do produto idnico de m/z 113 através da reacio de
Eberlin.
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Figura 103 — Espectros de massas (MSZ) da reagao ion/molécula realizada entre 2,2-dimetil-1,3-

dioxolano e o ion de m/z 69 formado a partir dos precursores isoméricos 2-metiltiofeno (a) e
3-metiltiofeno (b).
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Mais uma vez, foi testada a reatividade do ion tiopirilio de m/z 97 frente
ao reagente 2,2-dimetil-1,3-dioxolano. Os espectros de massas da Figura 104
mostram o quanto este ion € inerte, pois quase ndo ha formagao de produtos
ibnicos, com a excegao do sinal de m/z 103, que se trata da molécula protonada
de 2,2-dimetil-1,3-dioxolano (102 Da).
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Figura 104 — Espectros de massas (MSZ) da reacéo ion/molécula realizada entre 2,2-dimetil-1,3-
dioxolano e o ion tiopirilio de m/z 97 formado a partir dos precursores isoméricos 2-metiltiofeno
(a) e 3-metiltiofeno (b).
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4.5.3 — Reagcao com Isopreno

Mudando-se a abordagem, os testes a seguir mostram a reatividade dos
ion de m/z 45, m/z 69 e m/z 97 frente ao dieno isopreno. A Figura 105 mostra os
espectros de massas da reacao entre o cation tioformila de m/z 45 formado a
partir de ambos os precursores isoméricos, 2-metiltiofeno e 3-metiltiofeno, com o
reagente neutro. Uma vez em fase gasosa, dentro da cela de reagdo em Qp,
ocorre a polimerizagao do isopreno evidenciado pelos sinais de m/z 81, m/z 95,
m/z 121, m/z 135, m/z 147 e m/z 149, que sdo descritos por Eberlin & Cooks>®.
O sinal de m/z 67 é referente a molécula desprotonada de isopreno e o ion de
m/z 69 é a molécula protonada de isopreno. Ao se comparar os espectros vé-se
que o ion de m/z 45 é pouco reativo frente ao isopreno e nao permite a

diferenciacédo dos isbmeros.
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Figura 105 — Espectros de massas (MSZ) da reacgao ion/molécula realizada entre isopreno e o
cation tioformila de m/z 45, formado a partir dos precursores isoméricos 2-metiltiofeno (a) e
3-metiltiofeno (b).
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Os espectros de massas da Figura 106 mostram a reagdao entre o
isopreno e o ion de m/z 69, que mostrou ser pouco reativo. Mais uma vez
apenas os sinais dos produtos i6nicos da polimerizagdo em fase gasosa do
isopreno estdo presentes nos espectros de massas. Nao foi possivel a
diferencéo do isbmeros pela reatividade deste ion.

Por utimo foi realizado um teste com o ion tiopirilio de m/z 97 reagindo-o
com isopreno. A Figura 107 mostra os espectros de massas para ambos 0s
precursors isomeéricos. Apesar de ser pouco reativo foi possivel observar o
produto idnico de m/z 165, fruto da cicloadicdo [4 + 2] de uma molécula de

isopreno ao ion tiopirilio de m/z 97.
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Figura 106 — Espectros de massas (MSZ) da reacgao ion/molécula realizada entre isopreno e o
ion de m/z 69, formado a partir dos precursores isoméricos 2-metiltiofeno (a) e 3-metiltiofeno (b).
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Figura 107 — Espectros de massas (MSZ) da reacgao ion/molécula realizada entre isopreno e o
ion tiopiriio m/z 97, formado a partir dos precursores isoméricos 2-metiltiofeno (a) e
3-metiltiofeno (b).
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4.6 — Metilpiperidinas

Os isbmeros de metilpiperidinas diferenciam-se de acordo com o grupo
metila que esta ligado ao anel piperidinico (Figura 108). As metilpiperidinas ao
se dissociarem formam ions azabutadienos em fase gasosa e estes ions sao
estaveis no ambiente livre de solvente que ¢é proporcionado pelo
pentaquadrupolo. Além disso sdo ions que nao sofrem rearranjo em fase
gasosa, caracteristica importante para manter a informacdo estrutural do
precursor isomérico.

|64

Augusti et al™ estudaram a reatividade de ions azabutiadienos em fase

gasosa e observaram que estes reagem por cicloadigdo polar. Mais tarde,

I”" observaram a reatividade de diferentes tipos de ions 2-

Meurer et a
azabutadienilicos frente a etil vinil éter, explorando a reatividade destes ions
através de cicloadicdo polar [4" + 2]. No entanto, os estudos citados n&o
exploraram a possibilidade de diferenciar as moléculas precursoras isoméricas
que possam gerar ions azabutadienos. Baseado neste estudos foi selecionado o
conjunto das metilpiperidinas, por ser uma classe de isdmeros que geram ions

azabutadienos.

H H
N N N
a b c
Figura 108 - Estruturas dos isbmeros 1-metilpiperidina (a), 2-metilpiperidina (b) e 3-

metilpiperidina (c).
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Os espectros de massas de varredura (Figura 109) para os trés isbmeros
mostram 0s mesmos caminhos dissociativos. Para todos os isébmeros, o ion
molecular de m/z 99 fragmenta-se por perda de hidrogénio radicalar formando o
ion de m/z 98, que é o ion base no espectro de massas de varredura para a 1-
metilpiperidina. Outro caminho dissociativo do ion de m/z 99 é através de perda
de metila radicalar gerando o ion de m/z 84 (Esquema 30), gerado por todos os
isdmeros, sendo o ion base apenas no espectro de massas de varredura da 2-

metilpiperidina.
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Figura 109 — Espectros de Massas de varredura obtidos com El a 70 eV dos isbmeros
1-metilpiperidina (a), 2-metilpiperidina (b) e 3-metilpiperidina (c).
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O ion de m/z 70 é um ion azabutadieno formado através da perda de
eteno (28 Da) a partir do ion de m/z 98 (Esquema 30). Espera-se que o ion de
m/z 70 seja o fragmento ibnico diagndstico de estrutura (FIDE), pois este pode
ter diferentes estruturas quimicas de acordo com o precursor isomérico que o

gera e isto pode levar a reatividades distintas em fase gasosa.
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Esquema 30 — Principais fragmentagdes do ion de m/z 99, gerado a partir dos precursores
isoméricos 1-metilpiperidina (a) 2-metilpiperidina (b) e 3-metilpiperidina (c).
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O Esquema 31 é baseado nas propostas de Budzikiewicz et al'®' e
mostra os principais caminhos dissociativos da 1-metilpiperidina. A formagao do
ion azabutadieno de m/z 70 se da pela perda de eteno (28 Da) gerando o ion de
m/z 71 que por sua vez sofre uma perda radicalar de hidrogénio levando ao ion
azabutadieno. A partir do ion de m/z 99 trés caminhos de fragmentagdo sao
possiveis. Um deles é através da perda de radical alila levando ao ion de m/z
58, que por sua vez perde metila radicalar levando ao ion de m/z 43. O segundo
€ através da perda neutra de propeno (42 Da), levando ao ion de m/z 57. E o
terceiro caminho dissociativo é através da perda de hidrogénio radicalar levando

ao ion de m/z 98.
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Esquema 31 — Principais caminhos dissociativos da 1-metilpiperidina.
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Como ja foi mostrado no Esquema 30b, a 2-metilpiperidina fragmenta-se
por clivagem alfa perdendo hidrogénio radicalar, e gerando o ion de m/z 98. De
acordo com McLafferty & Turececk?, este ion de m/z 98 sofre uma perda
neutra de eteno através de Retro-Diels-Alder (RDA) levando ao ion m/z 70.

Ao ser submetido a dissociacao induzida por colisdo, o ion de m/z 70
formado a partir da 1-metilpiperidina (Figura 110a) sofre perda neutra de eteno
(C2H2), gerando o fragmento i6nico de m/z 42, que € o ion base do espectro.
Também s&o observados os fragmentos ibnicos de m/z 43, referente ao cation
isopropila e o ion de m/z 56, com um sinal de baixa intensidade.

O ion de m/z 70 formado a partir da 2-metilpiperidina (Figura 110b) sofre
a perda neutra de HCN ou HNC (27 Da), gerando o cation isopropila de m/z 43.
No espectro de massas (Figura 110b) também é possivel observar o ion de m/z
56, porém este € um caminho dissociativo favoravel, diferente da dissociacdo do
FIDE de m/z 70 gerado a partir da 1-metilpiperidina. O ion de m/z 42 também é
observado no espectro de massas.

A fragmentagao do FIDE de m/z 70, gerado a partir da 3-metilpiperidina
(Figura 110c), apresenta dois caminhos dissociativos que ndo sdo observados
nas dissociagdes anteriores: a formagao dos fragmentos idnicos de m/z 39 e m/z
41. O ion de m/z 41 é o cation propenilio formado a partir da perda neutra de
uma metanimina (29 Da). O ion de m/z 39 é o cation propildienilico, formado
através da perda neutra de metilamina (31 Da). O espectro de massas exibe os
mesmos caminhos dissociativos dos isbmeros anteriores, ou seja, sao

observados os ions de m/z 42, m/z 43 e m/z 56.
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Figura 110 — Espectro de Massas (MSZ) de CID para o FIDE de m/z 70 formado a partir da 1-
metilpiperidina (a), 2-metilpiperidina (a), 3-metilpiperidina (c).

Os experimentos de CID permitiram a atribuicdo de configuracdo dos
precursores isoméricos. Se o FIDE de m/z 70 nao formar os ions de m/z 39 e
m/z 41 ao se dissociar, o precursor isomérico € uma metilpiperidina substituida
na posicao 1. Se o FIDE de m/z 70 formar o fragmento idbnico de m/z 41 mas nao
formar o ion de m/z 39, trata-se de ion azabutadieno gerado a partir da 2-
metilpiperidina. E se ambos os fragmentos ibnicos de m/z 39 e m/z 41 forem
formados na dissociacdo do ion de m/z 70, pode-se inferir que o precursor
isomérico € uma metilpiperidina substituida na posicao 3.

Apesar de haver diferengas nas intensidades dos fragmentos ibnicos,
para os espectros de CID apresentados, este método n&o procura atribuir
configuragao por analise comparativa. Os dados de CID sao conclusivos para se

atribuir configuragao metilpiperidinas com apenas um espectro de massas.
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4.6.1 — Reagao com Etil Vinil Eter

O reagente etil vinil éter foi utilizado nesta abordagem por ja ter sido

14 Meurer et

mencionado nos estudos anteriores realizados por Augusti et a
al”' e Meurer & Eberlin®.

Os espectros de massas da Figura 111 mostram a reatividade do FIDE de
m/z 70 gerado por diferentes precursores isoméricos com o diendfilo etil vinil
éter. E possivel observar o aduto de m/z 142, resultado da adic&o entre o ion de
m/z 72 e o etil vinil éter (Esquema 32). Os espectros de massas de CID para o
ion de m/z 142 mostram como principal caminho dissociativo a perda neutra de
etanol (46 Da), fragmentagado esta tipica dos adutos de éteres vinilicos,®* além
de restaurar o ion azabutadieno de m/z 70. O ion de m/z 101 é o etil vinil éter

etilado ja discutido anteriormente.
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Figura 111 — Espectros de massas (MSz) da reagdo ion/molécula entre etil vinil éter e o ion
azabutadieno de m/z 70 gerado a partir da 1-metilpiperidina (a), 2-metilpiperidina (b),
3-metilpiperidina (c).
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Esquema 32 — Mecanismo proposto para a adigao de etil vinil éter ao ion de m/z 70.
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Figura 112 — Espectro de Massas (MS3) de CID para o produto idnico de m/z 142 formado na
reagao ion/molécula entre etil vinil éter e o FIDE de m/z 70 gerado a partir da 1-metilpiperidina.

Nao foi possivel identificar os ions de m/z 103 e m/z 116, formados nas

trés reacoes. Os espectros de massas de CID para o ion de m/z 103 mostram

sucessivas perdas de eteno (28 Da), gerando os fragmentos de m/z 75 e m/z 47

(Figura 113). O mesmo comportamento & observado para o ion de m/z 116 que

perde eteno (28 Da) gerando o fragmento ibnico de m/z 88, que por sua vez

perde eteno formando o ion de m/z 60 (Figura 114).

Nesta abordagem sao formados produtos idnicos de mesma m/z para as

trés reagcdes mostradas (Figura 111). Logo, ndo € possivel atribuir a isomeria

constitucional dos precursores através da reacdo com etil vinil éter.
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Figura 113 — Espectros de massas (MSS) de CID para o produto iénico de m/z 103 formado na
reagao ion/molécula entre etil vinil éter e o FIDE de m/z 70 gerado a partir da 1-metilpiperidina
(a), 2-metilpiperidina (b) e 3-metilpiperidina (c).

60
a)
AN
| 88
44 7
O 3 116 g
b) 60
H 116 <8
88
A Ar
. ) L
o 60
PO
H 88
O\ n 116 ar
""W‘*'Jﬁ" rwﬁ‘-‘wm et
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
m/z

Figura 114 — Espectros de massas (MSS) de CID para o produto iénico de m/z 116 formado na
reagao ion/molécula entre etil vinil éter e o FIDE de m/z 70 gerado a partir da 1-metilpiperidina
(a), 2-metilpiperidina (b) e 3-metilpiperidina (c).
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4.6.2 — Reagoes com Nitrilas

Foram testadas duas nitrilas, a propionitrila e acrilonitrila, reagindo com o
Os

azabutadienos podem reagir por cicloadicdo com nitrilas e de fato este

ion de m/z 70, formado pelos trés precusores isométricos. ions
comportamento foi observado nos espectros de massas da Figura 115, onde o
ion de m/z 70 reage com uma molécula de propionitrila (55 Da), formando o
cicloaduto de m/z 125, que é observado em todos os espectros. O ion de m/z 56
pode ser um fragmento gerado a partir do ion de m/z 70, no entanto, € mais
provavel que este sinal seja a propionitrila protonada, [M + H]" e o sinal de m/z
111 seja o dimero de propionitrila. O ion de m/z 155 surge da adigdo de uma
propionitrila ao ion de m/z 100. Devido a reatividade dos diferentes ions
azabutadienos mostrarem produtos ibnicos de mesma m/z, esta abordagem nao

permite a diferenciagado dos precusores iSOméricos.
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Figura 115 — Espectros de Massas (MSz) da reacao ion/molécula entre propionitrila e o FIDE de
m/z 70 formado a partir da 1-metilpiperidina (a), 2-metilpiperidina (b) e 3-metilpiperidina (c).
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Na reacao do ion azabutadieno de m/z 70 com acrilonitrila (53 Da) é
formado o cicloduto de m/z 123 (Figura 116). Apesar dos parametros da cela de
colisdo estarem ajustados para reagao ion/molécula, o ion azabutadieno de m/z
70 dissocia-se para os fragmentos ibnicos de m/z 56 e m/z 42. O fragmento de
m/z 56 reage com uma molécula de acrilonitrila formando o aduto de m/z 109. O
ion de m/z 54 é o reagente acrilonitrila protonado, [M + H]", e o ion de m/z 107 é
o dimero de acrilonitrila, [2M + H]". O ion de m/z 153 surge da adigdo de
acrilonitrila ao ion de m/z 100. Este ion de m/z 100 é observado nas reacdes
anteriores e também é observado nas reagdes descritas a seguir. Como as
metilpiperidinas apresentam massa molecular de 99,07 Da é possivel que o ion
de m/z 100 seja a forma protonada das metilpiperidinas que sao formadas na
fonte e conseguem chegar ao detector apesar das selegbes ao longo da camara
de vacuo. As reagdes com acrilonitrila ndo permitiram a distingdo entre as

moléculas precursoras de metilpiperidinas.
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Figura 116 — Espectros de massas (MS?) da reagdo ion/molécula entre acrilonitrila e o FIDE de
m/z 70 formado a partir da 1-metilpiperidina (a), 2-metilpiperidina (b) e 3-metilpiperidina (c).
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4.6.3 — Reacao com Isopreno

Os espectros da Figura 117 mostram que os ions azabutadienos de m/z
70 ndo reagem por cicloadigdo com isopreno, por ndo ser observado o
cicloaduto esperado de m/z 138. No entanto, o fragmento i6nico de m/z 56,
gerado a partir do ion de m/z 70, reage com isopreno gerando o aduto de m/z
124. Os ions de m/z 81, m/z 121, m/z 135, m/z 137 e m/z 149 sao produtos de

polimerizagdo em fase gasosa de isopreno.®
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Figura 117 — Espectros de Massas (MSz) da reacao ion/molécula entre isopreno e o FIDE de
m/z 70 gerado a partir da 1-metilpiperidina (a), 2-metilpiperidina (b), 3-metilpiperidina (c).
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4.6.4 — Reagao com Acetona

A acetona foi utilizada como um diendfilo para se realizar uma reagao do
tipo hetero Diels-Alder. O FIDE de m/z 70 reage por este tipo de reagcéo gerando
o0 produto i6nico de m/z 128 (Figura 118), um cicloaduto como mostra o
Esquema 33. O ion de m/z 128 apresenta a tipica fragmentacdo de um
cicloaduto, através de retro Diels-Alder, restaurando o ion reagente de m/z 70
(Figura 119) através da perda neutra do diendfilo acetona (58 Da). Séo
observados os sinais referentes a acetona protonada, o ion de m/z 59 e o

dimero de acetona de m/z 117.
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Figura 118 — Espectros de Massas (MSz) entre acetona e o FIDE de m/z 70 formado a partir da
1-metilpiperidina (a), 2-metilpiperidina (b) e 3-metilpiperidina (c).
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Esquema 33 — Reagao do tipo hetero Diels-Alder entre acetona e o ion azabutadieno de m/z 70,
gerado a partir da 1-metilpiperidina (a), 2-metilpiperidina (b) e 3-metilpiperidina (c) formado o
cicloaduto de m/z 128.
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Figura 119 — Espectros de Massas (MS3) de CID para o produto ibénico de m/z 128 formado na
reagao ion/molécula entre acetona e o FIDE de m/z 70 gerado a partir da 1-metilpiperidina (a), 2-
metilpiperidina (b), 3-metilpiperidina (c)
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Todas as reagdes com acetona apresentam o produto ibnico de m/z 114,
resultado da adigdo de acetona sobre o ion de m/z 56, confirmado pelo espectro
de massas de CID (Figura 120), no qual o ion de m/z 114 ao ser dissociado com
argbnio restaura o ion de m/z 56.

O produto iénico de m/z 158 é formado na reacdo com o FIDE de m/z 70
gerado a partir da 2-metilpiperidina. A Figura 121 mostra o CID do ion de m/z
158, que se dissocia para o ion de m/z 100 através da perda neutra de uma

molécula de acetona (58Da).
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Figura 120 — Espectro de massas (MS®) de CID para o produto iénico de m/z 114 formado na
reagao ion/molécula entre acetona e o FIDE de m/z 70 gerado a partir da 2-metilpiperidina.
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Figura 121 — Espectro de Massas (MS3) de CID para o produto ibnico de m/z 158 formado na
reagao ion/molécula entre acetona e o FIDE de m/z 70 gerado a partir da 2-metilpiperidina.
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5 — Conclusao

O método proposto permite realizar a atribuicdo de configuragao para
isdbmeros constitucionais com apenas um espectro de massas. Este é obtido por
experimentos bidimensionais em MS, ou seja, por reagdo ion/molécula entre o
fragmento id6nico diagndstico de estrutura (FIDE) e o reagente neutro ou através
da dissociagao induzida por colisdo sobre o mesmo FIDE.

Dentre as classes de isbmeros estudadas, as acetonaftonas e as
alquilanilinas permitiram inequivocamente a atribuicdo de suas isomerias através
de reacdes ion/molécula sobre os FIDEs de m/z 155 e m/z 106,
respectivamente. Para as acetonaftonas, a Figura 122 mostra um fluxograma
que permite atribuicdo da isomeria constitucional de moléculas precursoras
“‘desconhecidas” que possuem o nucleo estrutural das acetonaftonas. A Figura
123 mostra um fluxograma para a atribuicdo de configuracdo de moléculas

desconhecidas que possuem o nucleo estrutual das alquilanilinas.
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Figura 122 — Fluxograma para atribuicdo de configuragdo para acetonaftonas.
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Figura 123 — Fluxograma para atribuigdo de configuragao para Alquilanilinas

As classes de isbmeros das carbetoxipiperidinas e metilpiperidinas
permitiram atribuigdo de configuragdo para uma parte dos isébmeros
pertencentes ao conjunto. No caso das carbetoxipiperidinas, dentre os trés
precursores isomeéricos, apenas dois dos precursores formaram o FIDE de m/z
112, e estes sdo a 3-carbetoxipiperidina e a 4-carbetoxipiperidina. Através da
reagao ion/molécula entre o ion acilio de m/z 112 e etil vinil éter € que se
consegue atribuir a configuragdo de ambos. A Figura 124 mostra um fluxograma
para a atribuicdo de configuragdo da isomeria de uma molécula desconhecida
que possui em seu estrutura um nucleo carbetoxipiperidinico. No caso das
metilpiperidinas, € possivel fazer a atribuicdo de configuragdo utilizando o
espectro de massas de CID para o FIDE de m/z 70. Se nao for observado os
ions de m/z 39 e m/z 41, a molécula precursora € uma metilpiperidina
substituida na posicédo 1. Se o FIDE de m/z 70 formar o fragmento iénico de m/z
41 mas nao formar o ion de m/z 39, trata-se de ion azabutadieno gerado a partir

da metilpiperidina substituida na posicdo 2. E se for observado ambos os
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fragmentos iGnicos de m/z 39 e m/z 41 pode-se inferir que o precursor isomérico
€ uma metilpiperidina substituida na posicao 3.
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Figura 124 - Fluxograma para atribuicdo de configuragao para carbetoxipiperidinas.
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Figura 125 — Fluxograma para atribuicdo de configuragéo para metilpiperidinas.
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Os metiltiofenos e os acidos ciclohexeno carboxilicos ndo permitiram a
atribuicdo de configuragcdo com apenas um espectro de massas, pois em
nenhuma das abordagens utilizadas nas reacgbes ion/molécula e nem o CID
formaram produtos i6nicos ou fragmentos ibnicos que permitissem a
diferenciacdo dos precursores isoméricos.

Portanto, dentro dos casos apresentados com sucesso, se for necessario
determinar a isomeria constitucional de um composto isolado, como por
exemplo, um produto natural, e ndo se dispuser de quantidade suficiente para se
realizar RMN, é possivel utilizar o método desenvolvido no presente estudo. A
alta sensibilidade da MS pode ajudar a desvendar a isomeria do composto
desconhecido sem utilizar grandes quantidades e sem a necessidade de se
obter um padrao de referéncia pelo fato de ser um método absoluto. Como se
usa fragmentos iGnicos diagnosticos de estrutura e ndo ion moleculares, o
método é geral, pois ira servir para compostos com qualquer tipo de substituinte,
desde que estes ao serem submetidos a ionizagdo por elétrons formem o ion

diagnéstico ao nucleo estrutural em estudo.
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6 — Perspectivas Futuras

O grande passo a ser dado é tentar diferenciar isbmeros que néo
precisem ser volateis e termicamente estaveis, como os isébmeros utilizados
neste estudo, devido aos requisitos da ionizag&o por elétrons. Para que isso seja
possivel é interessante utilizar sistemas de ionizagcdo a pressado atmosférica,
como Electrospray e APCI, ja que estas técnicas de ionizagdo permitem que
compostos nao volateis e nem termicamente estaveis sejam ionizados e
analisados por MS.

Existem muitos casos de compostos que ao serem submetidos a APCI,
fragmentam-se na fonte de ionizagdo. Este processo € chamado de in-source
CID, de acordo com a terminologia da lingua inglesa. Para testar o método
proposto nesta tese seria interessante encontrar casos em que isbmeros ao
serem submetidos a APCI, possam ser dissociados na fonte e que formem um
FIDE. Com isto, o FIDE gerado na fonte pode ser submetido a um novo CID, na
cela de colisdo, ou até mesmo a uma reagao ion/molécula, em espectrémetros
de massas que permitam este tipo de experimentos. In-source CID é menos
comum em ESI, mas ndo € um processo ausente, podendo ser encontrado
casos em que isto é possivel. A utilizagcao de técnicas de dessor¢do no ambiente
(Ambient MS) também podem ser testadas como Desorption Electrospray
lonization (DESI), Low Temperature plasma (LTP), dentre outras.

Quando se trata do espectrometro de massas, seria interessante testar a
metodologia proposta em equipamentos recentes, como triploquadruplos, ion
traps, ICRs e Q-TOF’s, ja que o pentaquadrupolo do Laboratério ThoMSon € o
unico do mundo que esta funcionando. Para uma metodologia ser aceita e
difundida € importante testa-la em equipamentos disponiveis para outros

pesquisadores.
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