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Resumo

Um estudo de mecanismo de reacao, seja ele por espectrometria de massas ou
por outras técnicas, deve garantir que as propostas estejam o mais proximo
possivel do mecanismo da reacdo estudada. Para isso o estudo deve reproduzir
as condigdes experimentais para esta reacdo com a minima interferéncia, deste
modo, o uso de aditivos (sejam eles acidos ou basicos) para protonar ou
desprotonar os intermediarios de reacao podem perturbar o caminho reacional ou
mesmo o equilibrio da reagdo em estudo. Além disso, o favorecimento de uma
espécie em relacdo as demais, de acordo com a afinidade por prétons, pode
dificultar a deteccdo de alguns dos intermediarios de interesse, prejudicando
assim a interpretacdo do mecanismo. Sendo assim, o presente trabalho tem como
objetivo propor novas metodologias para o estudo de mecanismos de reacdes
organicas por espectrometria de massas, de forma buscar solucées e contornar
problemas inerentes da técnica. No presente trabalho, foi avaliado a utilizacao de
reagentes carregados, (ndo acidos e nao basicos) ndo sendo necessario, neste
caso, o0 uso de aditivos, uma vez que todos os intermediarios irdo carregam uma
“etiqueta” de carga que facilita sua detecgcao por espectrometria de massas. Estes
reagentes marcados foram utilizados no estudo do mecanismo da reacdo
multicomponente de Hantzsch. Além disso, uma nova fonte de ionizagdo ambiente
foi desenvolvida com o propésito de facilitar estudos online de mecanismos
reacionais, a qual se mostrou 0til sendo (til ndo apenas para monitorar o
andamento da reacdo, mas também para um estudo mais detalhado do
mecanismo, permitindo a deteccdo de intermediarios transientes presentes no
meio reacional que sao de extrema importancia para a elucidacao do mecanismo
da reacdo. Por fim, a nova fonte foi empregada no estudo online da reacao
multicomponente de Hantzsch de forma a avaliar cineticamente o mecanismo
anteriormente estudado por ESI-MS(/MS).
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Abstract

A study of reaction mechanisms, either by mass spectrometry or by another
technique, should ensure that proposals are similar the possible mechanism of the
reaction studied. For this study should accurately reproduce the experimental
conditions for this reaction with minimal interference. Thereby, using additives
(acids or basics) to protonated or deprotonated the intermediates in solution can
disturb the reaction path or even the equilibrium of the reaction studied. Moreover,
the encouragement of a species in relation to others, according to the affinity for
protons, may hinder the detection of some of the intermediate of interest, thus
hampering interpretation of the mechanism. This dissertation aims to propose new
methodologies for studying the mechanisms of organic reactions by mass
spectrometry, in order to seek solutions and to get over problems inherent in the
technique. Thus, a new ionization source was developed aiming to became
possible online mechanisms studies, this new source could be useful not only to
monitor the progress of the reaction but also for a more detailed study of the
mechanism, allowing the transient intermediates detection on solution, which are
important to mechanism elucidation. Moreover, this source was applied in the
analysis of commercial samples like drugs, alcoholics drinks and crude oil, in order
to show its efficacy either to pure samples and complex matrices. Our work
proposes also the use of charged tags in order to perform analysis without
additives (acids or basics), since all intermediates are charged, making it easy its
detection by mass spectrometry. These charged tags are going to be used in the

investigation concerning the multicomponent Hantzch reaction.
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etanol a 60°C, espectro da reacao apds 60 minutos.

Figura 27: Reacdo de Hantzsch empregando o iodeto de p-
trimetilaménio acetoacetamida, iodeto de p-
trimetilamoniobenzaldeido (reagentes marcados com “etiqueta” de
carga) e acetato de amébnio. (A) Apds 10 minutos de reacao. (B)
Ap6s 120 minutos de reacgao. (C) Apds 48 horas de reacao.

Figura 28: Ampliacdo do espectro obtido apds 120 minutos de
reacdo mostrando a modificagdo do perfil do ion de m/z 199
inicialmente dicarregado (intermediario 5bdf) e ao final tricarregado
(produto de Hantzsch 4bdf).

Figura 29: Ampliagcdo do espectro obtido apds 48 horas de reacao
mostrando os intermediarios tricarregados presentes em trés
diferentes vias mecanisticas da reagdao multicomponente de

Hantzsch.

Figura 30: Monitoramento online da reagdo multicomponente de
Hantzsch por V-EASI-MS.

Figura 31: Curva cinética obtida por V| -EASI(+)-MS para o
monitoramento da solucéo reacional da reacdo multicomponente de

Hantzsch.
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Capitulo I: Espectrometria de massas aplicada a estudos
de mecanismos de reacoes

1.1 Introducao Geral

O entendimento acerca dos diversos fatores estérios e eletrbnicos, que
ocorrem em nivel molecular e direcionam a combinagdo de reagentes enquanto
estes sdo transformados em produtos, mostra-se de extrema importancia para um
melhor controle e aperfeicoamento de uma reagdo quimica. Entretanto, entender
de forma completa o caminho pelo qual uma reacao ocorre, nem sempre é uma
tarefa facil. De modo geral os mecanismos de reacdes podem ser propostos com
base na reatividade dos compostos quimicos envolvidos. Porém, frequentemente
mais de um caminho pode ser proposto para uma mesma reacdo, gerando
complexidade na elucidagdo do mecanismo.

Existem atualmente varias técnicas pelas quais pode-se estudar uma dada
proposta mecanistica. Dentre elas pode-se citar a ressonancia magnetica nuclear
(RMN)' que vem sendo, ha muitos anos, empregada tanto para caracterizacdo de
intermediarios chave (isolados do meio reacional ou identificados na mistura
reacional por meio de sinais caracteristicos), bem como para estudos cinéticos
possibilitando a avaliagdo direta da real participacdo de um dado reagente no
mecanismo da reacao.

Outra técnica bastante empregada é o uso de calculos tedricos® que
preveem a energia total de possiveis estados de transicdo envolvidos em uma
dada proposta mecanistica, além de avaliar energéticamente a formacéo de
intermediarios, o que, somado a dados experimentais, possibilita a comprovacao

ou a proposta de um mecanismo plausivel.

'a) Szendi, Z.; Forgo, P.; Tasi, G.; Bocskei, Z.; Nyerges, L.; Sweet, F. Steroids 2002, 67, 31. b) van
der Eide, E. F.; Piers, W. E. Nature Chem. 2010, 2, 571.

2 Li, X.; Guan, J.; Zheng, A.; Zhou, D.; Han, X.; Zhang, W.; Bao, X. J. Mol. Catal. A: Chem. 2010,
330, 99.



Temos ainda, como uma opg¢ao para estudos de mecanismos reacionais a
avaliacao das perturbacbes cinéticas causadas por substituicbes isotdpicas em
moléculas de interesse no mecanismo, avaliando assim sua influéncia na reacao
global.®

Entretanto, técnicas que fazem uso de mudancas espectroscopicas ou
eletroquimicas no meio reacional embora tragam valiosas informacgdes a cerca de
um mecanismo, mostram-se em certas situacdes, incapazes de elucidar
estruturalmente intermediarios reacionais em uma mistura reacional em
andamento.* Neste contexto, a espectrometria de massas apresenta-se como uma
ferramenta extremamente rdpida, capaz de interceptar e caracterizar
estruturalmente intermediarios transientes, mesmo em uma mistrura reacional
complexa.

O grande avango da espectrometria de massas, dirigida pelo
desenvolvimento dos métodos de lonizagdo a Pressdo Atmosférica (APl —
Atmospheric Pressure lonization), como lonizacao por Electrospray (ESI —
Electrospray lonization)®, lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI -
Atmospheric Pressure Chemical lonization)® e Fotoionizagdo a Pressao
Atmosférica (APPl — Atmospheric Pressure Photoionization),” viabiliza a
investigacdo direta de reacdes quimicas em solugcdo, tornando possivel a
deteccao e estudo ndo apenas de reagentes e produtos de reagdes, mas também
de intermediarios transientes, dando luz a investigacbes dos mecanismos de
reacoes.

O sucesso da aplicagdo da espectrometria de massas para elucidar ou
ajudar a consolidar propostas de mecanismos de reacdes organicas pode ser vista
em diversos trabalhos, nos quais varias reagdes classicas da quimica organica

8 Monnat, F.; Vogel, P.; Sordo, J. A. Helv. Chim. Acta 2002, 85, 712.

4 Ma, X.; Zhang, S.; Lin, Z.; Liu, Y.; Xing, Z.; Yang, C.; Zhang, X. Analyst 2009, 134, 1863.

° Fenn, J. B.; Mann, M.; Meng, C. K.; Wong, S. F.; Whitehouse, C. M. Science 1989, 246, 64.

6 Horning, E. C.; Carroll, D. I.; Dzidic, I.; Haegele, K. D.; Hornining, M. G.; Stillwell, R. N. J.
Chromatogr. Sci. 1974, 12, 725.

! a) Robb, D. B.; Covey, T. R.; Bruins, A. P. Anal. Chem. 2000, 72, 3653. b) Kauppila, T. J.;
Kuuranne, T.; Meurer, E. C.; Eberlin, M. N.; Kotiaho, T.; Kostiainen, R. Anal. Chem. 2002, 74,
5470.



foram estudadas, tais como as reacdes de substituicdo nucleofilica,® cicloadigao

|,11

de Diels-Alder,® reacdo de Wittig, '® adicdo de Michael,”' condensacdo de Kolbe, '

% reagdo de Claisen-Shmidt,™ Morita-Baylis—Hillman,'®

Biginelli,'® Tebbe,'® Heck'” e Stile™®.

reacdo de Cannizzaro,’

1.1.1 Métodos para o estudo de mecanismos de reacoes organicas por

espectrometria de massas.

Para um melhor entendimento acerca dos experimentos que podem ser
conduzidos em um estudo de mecanismos de reacdes por espectrometria de
massas é possivel classificar o monitoramento desta reacdo de duas maneiras:
monitoramento on-line e off-line.'® O monitoramento off-line seré, neste contexto,
definido como o acompanhamento da reagdo em intervalos pré-definidos de
tempo. Este acompanhamento pode se dar pela adicao gradual dos reagentes,

tentando interceptar os intermediarios formados em cada etapa, ou pelo

8 a) Bowie, J. H. Acc. Chem. Res. 1980, 13, 76. b) Riveros, J. M.; Jose, S. M.; Takashima, K. Adv.
Gas Phase lon Chem. 1985, 21, 197. c) DePuy, C. H.; Gronert, S.; Mullin, A.; Bierbaum, V. M. J.
Am. Chem. Soc. 1990, 112, 8650. d) Gozzo, F. C.; Ifa, D. R.; Eberlin, M. N. J. Org. Chem. 2000, 65,
3920. e) Davico, G. E.; Bierbaum, V. M. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 1740. f) Giroldo, T.; Xavier,
L. A.; Riveros, J. M. Angew. Chem, Int. Ed. 2004, 43, 3588.

° a) Eberlin, M. N.; Cooks, R. G. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 9226. b) Eberlin, M. N. Int. J. Mass
Spectrom. 2004, 235, 263. d) Bouchoux, G.; Nguyen, M. T.; Salpin, J. Y. J. Phys. Chem. A. 2000,
104, 5778.

10 a) Johlman, C. L.; ljames, C. F.; Wilkins, C. L.; Morton, T. H. J. Org. Chem. 1983, 48, 2628. b)
Lum, R. C.; Grabowski, J. J. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 7823.

1 a) McDonald, R. N.; Chowdhury, A. K.; Setser, D. W. J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 6491. b)
DePuy, C. H.; Van Doren, J. M.; Gronert, S.; Kass, S. R.; Motell, E. L.; Ellison, G. B.; Bierbaum, V.
M. J. Org. Chem. 1989, 54, 1846.

2. Shen, J.; Evans, C.; Wade, N.; Cooks, R. G. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 9762.

13 Sheldon, J. C.; Bowie, J. H.; Dua, S.; Smith, J. D.; O’Hair, R. A. J. J. Org. Chem. 1997, 62, 3931.
" Hass, G. W.; Gross, M. L. J. Am. Soc. Mass Spectrom. 1996, 7, 82.

19 a) Amarante, G.W.; Milagre, H. M. S.; Vaz, B. G.; Ferreira, B. R. V.;Eberlin M. N.; Coelho, F. J.
Org. Chem., 2009, 74, 3031. b) Santos, L. S.; Neto, B. A. D; Consorti, C. S.;Pavan, C. H.; Aimeida,
W.P.; Coelho,F.; Dupont,d.; Eberlin, M. N. J. Phys. Org. Chem. 2006, 11, 731. c) Santos, L.S;
Pavan, C. H.; Almeida, W.P.; Coelho, F.; Eberlin, M. N. Angew. Chem. Int .Ed. 2004, 33, 4330.d)
De Souza, R. O. M. A.; da Penha E. T.; Milagre, H. M. S.; Garden, S. J.; Esteves, P. M. Eberlin, M.
N.; Antunes, O. A. C. Chem. Eur. J.CHEMISTRY-A EUROPEAN JOURNAL

16 Meuer, E. C.; da Rocha, L. L.; Pilli, R. A.; Eberlin, M. N. Rapid Commun. Mass Spectrom 2006,
17, 2626.

17a)Santos, L. S.; Rosso, G. B.; Pilli, R. A.; Eberlin, M. N. J. Org. Chem. 2007, 15, 5809.

18 Sabino, A. A.; Machado, A. H. L.; Correia, C. R. D.; Eberlin, M. N. Angew. Chem. Int . Ed. 2004,
19, 2514.

¥ Santos, L. S. Eur. J. Org. Chem. 2008, 2, 235.



monitoramento da formagcdo dos produtos durante o progresso da reagéo.
Aliquotas do meio reacional sao retiradas e diluidas em um solvente apropriado
para serem injetadas diretamente no espectrobmetro de massas. A deteccdo do
intermediarios depende da concentragdo dos mesmos no meio reacional e de
seus tempos de vida.

Como monitoramento on-line consideraremos a aquisicdo dos espectros de
massas realizada simultaneamente ao andamento da reagcdo, que ocorre por
exemplo, em um reator diretamente acoplado ao espectrdmetro de massas,
conforme mostra a Figura 1. O monitoramento on-line possibilita a caracterizacao
de produtos instdveis de intermedidrios reativos com tempo de vida de
milisegundos. Este método é empregado em reacdes bicomponentes
extremamente rapidas, uma vez que as solugbes reagentes sdo injetadas no
espectrémetro de massas no momento em que uma entra em contato com a outra.
Podemos observar através do exposto na Figura 1 que além do uso do
microreator sao necessarias duas bombas de infusdo para impulsionar ambas as

solucdes que reagirdo dentro do microreator.

Solu¢do Reagente 1

B Acessério HPLC

_Capilar ESI

~

“Micro R
Solu¢d@o Reagente 2 ero Reator

Figura 1: Representagéo esquematica de um micro reator para monitoramento on-line de reagoes.

1.1.2 Espectrometria de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS).

O tremendo sucesso e amplo uso da ionizacao por electrospray resultam,
principalmente, de sua habilidade em transferir ions, de massa molecular quase

ilimitada, do ambiente de uma solucdo real diretamente para a fase gasosa de



maneira branda e eficiente, o que possibilita a caracterizacdo desses ions com
espetacular rapidez. Deste modo, interagdes e/ou ligacdes fracas, tais como
ligacdes de hidrogénio, sdo preservadas na passagem da fase condensada para
fase gasosa, o que é de grande valia para 0 mapeamento de caminhos reacionais.

Em ESI moléculas de baixa ou alta massa molecular, alta polaridade e
complexidade estrutural sdo facilmente analisadas por espectrometria de massas.
Para explicar a liberagdo dos ions a partir das goticulas carregadas, existem duas
propostas, o Modelo de Cargas Residuais (MCR) e o Modelo da Dessorcao dos
fons (MDI) mostrados em detalhe na Figura 2. O MCR propde que as goticulas
carregadas saem da ponta do capilar num spray de formato cénico (cone de
Taylor) e com o auxilio de um fluxo de gas aquecido (N2), as goticulas carregadas
com varias unidades de carga sofrem a evaporacao do solvente. A reducdo no
tamanho e conseglientemente o aumento da densidade de carga torna a repulsao
entre as cargas maior que a tensado superficial. Este efeito faz com que as
goticulas se desintegrem em goticulas ainda menores e 0 mesmo processo pode
ser repetido até que o solvente seja evaporado por completo, restando apenas os

jons da amostra.

O MDI propbée que o aumento da densidade superficial de carga devido a

evaporacao do solvente cria um campo superficial que supera as forcas de solvatacao

dos ions antes de exceder a tensao superficial do solvente, causando a ejecao do ion

antes da explosao couldmbica. Estes mecanismos favorecem a formacao de ions

multiplamente carregados, caracteristica que pode ser utilizada na determinacéo de

macromoléculas.?°

2 paul Kebarle, P.; Verkerk, U. H. Mass Spectrom. Rev. 2009, 28, 898.
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Figura 2. llustracdo esquematica de uma fonte de ionizacdo por electrospray mostrando os
principais mecanismos de tranferéncia de ions para a fase gasosa.

Conforme mencionado anteriormente, no processo de ionizagdo por
electropray a amostra, € ionizada em solucao, e transferida diretamente para a
fase gasosa atraves de um processo brando. Entretanto, para favorecer a
formacgao destes ions em solucéo faz-se necessario um controle no pH da amostra
analisada, favorecendo a protonacédo/desprotonacdo das espécies de interesse.
Utiliza-se comumente a adicdo de acido férmico (em analises em modo positivo)
ou hidroxido de ambénio (em analises em modo negativo) para favorecer a
protonagdo de moléculas de maior basicidade ou a desprotonacao de moléculas

de maior acidez produzindo respectivamente ions positivos e negativos.



Objetivos Gerais

O presente trabalho tem como objetivo principal propor novas metodologias
para o estudo de mecanismos de reacOes organicas por espectrometria de
massas, de forma a buscar solugbes, contornar problemas inerentes da técnica e
melhorar a detecgédo de espécies presentes no meio reacional, contribuindo desta
forma para a elucidagédo do mecanismo estudado.

Este trabalho esteve focado no monitoramento do mecanismo da reacao
multicomponente de Hantzsch. Para isso, foi desenvolvida uma nova fonte de
ionizacdo ambiente baseada na ionizacdo por sonic spray, que foi denominada
Venturi Easy Ambient Sonic Spray lonization (V-EASI) com o propésito de facilitar
o estudo online desta reacdo. O mecanismo da reagcdo de Hantzsch foi
inicialmente estudado, utilizando reagentes marcados com “etiqueta” de carga,
mostrados na Figura 3, com objetivo de melhorar a detec¢ao de intermediarios e
minimizar interferéncias no meio reacional. E, por fim, foi feito um monitoramento
online desta reacao possibilitanto a construcdo de uma curva cinética que auxilie
no entendimento do mecanismo.

Deste modo, estas propostas colaboram para garantir que 0 mecanismo
proposto para uma dada reacao esteja o mais préximo possivel do mecanismo

real da reacéo estudada.

(H3C)sN (HaC)sN" : © ©

2d 1b

Figura 3: Estutura dos reagentes contendo a “etiqueta” de carga, utilizados neste trabalho.






Capitulo lI: Desenvolvimento e Aplicacoes da fonte de
ionizacao Venturi Easy Ambient Sonic Spray lonization
(V-EASI)

2.1 Introducao

2.1.1 Espectrometria de massas ambiente.

Apés a revolucdo causada pela introdugdo das técnicas API-MS®’ que
permitiram a analise de compostos nao volateis e de elevada massa molecular, a
espectrometria de massas ambiente surge como uma segunda revolugcao
permitindo a analise direta de compostos em suas matrizes originais sem
necessidade de preparo de amostras.

Tendo sua primeira publicacdo no inicio em 2004 a técnica Dessorption
Electrospray lonization (DESI)?' surge como a primeira técnica de ionizagéo
ambiente sendo resultado de um trabalho realizado por Cooks e colaboradores,
gue desde entdo, vem se dedicando ao desenvolvimento e aprimoramento desta
técnica inovadora. A partir do trabalho de Cooks, novas técnicas de ionizagao
ambiente foram surgindo e hoje mais de trinta métodos diferentes de ionizacao
ambiente j4 sdo conhecidos?®®. Alguns trabalhos recentes?®® definem a
espectrometria de massas ambiente como uma classe de técnicas em que o
processo de ionizacdo ocorre externamente ao espectrometro de massas e 0s
ions analitos e ndo a amostra como um todo, sao introduzidos no espectrdmetro
de massas. Entretanto, mais do que isso, a andlise ambiente permite que
amostras em seus estados nativos, em ambiente aberto e sem preparo de
amostra, sejam analisadas de maneira rapida e principalmente de forma nunca
antes tao simples.

Dentre as principais técnicas ambiente utilizadas atualmente pode-se citar:
(a) aquelas baseadas em spray de solventes tais como DESI, Easy Ambient

21 Takats, Z.; Wiseman, J. M.; Gologan, B.; Cooks, R. G. Sience 2004, 306, 471.
2 a)Weston, D. J. Analyst 2010, 135, 661.b) Ifa, D. R.; Wu, C.; Ouyang, Z.; Cooks, R. G. Analyst
2010, 135, 669.
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Sonic-Spray lonization (EASI) e Extractive Electrospray lonization (EESI);?® (b) as
baseadas em spray de solvente acoplado a um laser tais como Electrospray-
Assisted Laser Desorption lonization (ELDI)?* e Matrix-Assisted Laser Desorption
Electrospray lonization (MALDESI);?® (c) as baseadas em descarga elétrica tais
como Direct Analysis in Real Time (DART),?® Desorption Atmospheric Pressure
Chemical lonization (DAPCI),?” Low-Temperature Plasma lonization (LTP)?® e
Atmospheric Pressure Solid Analysis Probe (ASAP).?°

No Brasil, Eberlin e colaboradores desenvolveram a técnica EASI,
primeiramente denominada Desorption Sonic-Spray lonization (DeSSI)*°. Neste
trabalho esta técnica recebera um maior destaque haja vista que a mesma foi
utiizada como base para o desenvolvimento de uma nova ferramenta para
estudos de mecanismo de reagdes.

Na técnica de ionizacao por EASI a fonte é de facil fabricacao podendo ser
utiizada com qualquer analisador de massas. O mecanismo de ionizagdo é
baseado em Sonic-Spray lonization (SS1)®' sem utilizacdo de radiacdo, voltagem
ou temperatura como na maioria das técnicas de ionizagdo conhecidas.*? A
hipdtese que melhor explica o fenémeno de ionizagdo por EASI esta baseado na
possibilidade de gotas carregadas, com desequilibrio entre as cargas positivas e
negativas serem formadas no spray sénico. O bombeamento de um solvente
polar, através de um capilar de silica fundida (d.i. 100 um) com vazdo de 20
uL.min™ junto com vazdo do gas de arraste (~4 L.min”), promove um

cisalhamento intenso com a liberacdo no spray de microgoticulas. Estas

% Chen, H.; Venter, A.; Cooks, R. G. Chem. Commun. 2006, 19, 2042.

% Huang, M. Z.; Hsu, H. J.; Lee, J. Y.; Jeng, J.; Shiea, J. J. Proteome Res. 2006, 5, 1107.

i~ Sampson, J. S.; Hawkridge, A. M.; Muddiman, D. C. J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2006, 17, 1712.
% Cody, R. B.; Laramée, J. A.; Durst, H. D. Anal. Chem. 2005, 77, 2297.

# Williams, J. P.; Patel, V. J.; Holland, R.; Scrivens, J. H. Rapid Commun. Mass Spectrom. 20086,
20, 1447.

2 Harper, J. D.; Charipar, N. A.; Mulligan, C. C.; Zhang, X.; Cooks, R. G.; Ouyang, Z. Anal. Chem.
2008, 80, 9097.

2 McEwen, C. N.; McKay, R. G.; Larsen, B. S. Anal. Chem. 2005, 77, 7826.

3 Haddad, R.; Sparrapan, R.; Eberlin, M. N. Rapid Commun. Mass Spectrom. 2006, 20, 2901.

31a) Hirabayashi, A.; Sakairi, M.; Koizumi, H. Anal Chem. 1994, 66, 4557. b) Hirabayashi, A.;
Sakairi, M.; Koizumi, H. Anal Chem. 1995, 67, 2878.

% a) Yamashita, M.; Fenn, J. B. J Phys | Chem. 1984, 88, 4451. b) Cooks, R. G.; Ouyang, Z.;
Takats, Z.; Wiseman, J. M. Science 2006, 311, 1566. c) Watson, J. T. S.; Parkman, O. D. (2007)
Introduction to mass spectrometry: instrumentation, application and strategies for data
interpretation. West Sussex: Jonh Wiley & Sons.



11

microgoticulas tém uma capacidade bem limitada de acomodar carga e assim
apresentam baixa densidade de cargas com a probabilidade estatistica de ocorrer
um desequilibrio tanto a favor das cargas positivas quanto das cargas negativas.
Ao entrar em contato com a amostra, estas microgoticulas dessorvem moléculas
do analito que estdo na superficie.®® A evaporacdo do solvente é favorecida pela
energia térmica do ambiente e por auxilio do gas do spray que age como secante.
Apds a dessorgao, o processo é semelhante ao ESI, assim conforme a gota perde
solvente, a densidade de cargas aumenta até um ponto que as forcas de repulsao
vencem a tensao superficial e os ions sao ejetados da gota. Depois de formados,
0s ions agora dessolvatados e na fase gasosa alcangam o orificio (da ordem de
poucos micrometros) do cone de amostragem (skimmer). Um campo elétrico na
entrada do cone é responsavel por atrair os ions formados, assim os ions sao
guiados ao analisador de massas.** A composicdo do solvente no spray, a
superficie de ionizacdo, a pressao do gas de nebulizacdo e a polaridade do
solvente sdo parametros importantes no desenvolvimento de um método EASI-
MS.

Conforme ja& mencionado anteriormente, estes novos métodos de
ionizacao/dessorcdo ambiente acrescentaram a analise por espectrometria de
massas uma nova caracteristica marcante: a simplicidade. Esta simplicidade tem
levado a espectrometria de massas a um estado sem precedentes de facilidade de
operacao onde ja nao é mais necessario o preparo de amostra.

A relevancia da espectrometria de massas ambiente é refletida pelo seu
explosivo crescimento e particularmente no nimero de aplicagcdes, que variam da
analise de drogas, produtos farmacéuticos, lipideos, metabdlitos, peptideos,
proteinas, analise forense e ambiental, combustiveis, bebidas, éleos vegetais e
minerais, polimeros, perfumes e imageamento de técidos biolégicos.*

A combinacdo entre 0 uso simples e a analise direta da amostra acoplada a

espectrometros de massa portateis possibilitardo que, em um futuro proximo que a

3 Alberici, R. M.; Simas, R. C.; Sanvido, G. B.; Romao, W.; Lalli, P. M.; Benassi, M.; Cunha, |. B.
S.; Eberlin, M. N. Anal. Bioanal. Chem. 2010, 398, 265.

% Hirabayashi, A.; Hirabayashi, Y.; Sakairi, M.; Koizumi, H. Rapid Commun. Mass Spectrom. 1996,
10, 1703.
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espectrometria de massas esteja presente em qualquer lugar em que ela seja

necessaria.

2.2 Objetivos especificos

Uma nova fonte de ionizagcdo baseada na ionizacdo por sonic spray foi
desenvolvida, com o propésito de facilitar estudos online de mecanismos
reacionais. Seu desenvolvimento e construcdo foi seguido de uma etapa de
otimizacdo visando adequa-la a diversas aplicacbes analiticas. A fonte foi,
também, aplicada na andlise de amostras comerciais tais como farmacos, bebidas
alcodlicas e petréleo, de forma a mostrar sua versatilidade e eficacia tanto em

andlise de amostras puras como em matrizes mais complexas.

2.3 Parte experimental

Nos experimentos de V-EASI-MS utilizou-se metanol e tolueno grau HPLC
obtidos da Honeywell Burdick & Jackson (Muskegon, Ml - USA), &cido férmico foi
obtido da Acros e hidréxido de aménio da Fluka. A amostra de petréleo brasileiro
encontrava-se disponivel no labororatério. A cachaca artesanal da marca Seleta®
envelhecida em barris de amburana foi obtida de um distribuidor local. A amostra
de cocaina foi cedida pela policia federal e PEG 600 foi obtido da Acros. A
Mioglobina e o Citocromo C ambos de coracdo de cavalo foram adquiridos da
Sigma Aldrich e a amostra de peptideo sintético foi gentilmente cedida pelo Dr.
Robson L. Melo (Centro para Toxicologia Aplicada-CAT/CEPID, Instituto
Butantan). Todos os reagentes foram utilizados sem previa purificacdo. Agua
deionizada foi obtida da unidade purificadora Milli-Q (Millipore, Billerica, MA. USA).

Os experimentos foram realizados em um espectrdbmetro de massas
mono-quadrupolo LCMS-2010 EV (Shimadzu Co.) usando uma fonte de ionizacao

V-EASI (desenvolvida no laboratério). Na fonte V-EASI a ionizagao por sonic spray
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é assistida apenas por N, comprimido a 10 bar a um fluxo de 3,5 L min™. A
amostra é auto-succionada a um fluxo de aproximadamente 20 pL min”
(considerando metanol como solvente) por efeito Venturi (sem auxilio de bomba
injetora) através de um capilar de silica fundida com 100 e 125 um de diametro
interno e externo respectivamente. Nenhum aquecimento ou voltagem é aplicado

durante o processo de ionizagao.

2.4 Resultados e discussao

2.4.1 Desenvolvimento e aplicacao da fonte de ionizacao V-EASI

Neste contexto, nosso objetivo foi desenvolver uma nova técnica para a
investigacdo de mecanismos de reacdes organicas com a construgdo de uma
fonte de ionizacdo simples que tornasse possivel a analise direta de solugdes,
podendo ser acoplada a espectrdbmetros de massas em miniatura que poderiam
ser levados a laboratérios sintéticos de uma forma acima de tudo simples e
acessivel. Introduzindo assim, uma nova opg¢ao para o estudo de mecanismos de
reacdes organicas por espectrometria de massas ambiente, bem como facilitar,
tanto instrumentalmente como analiticamente o modo pelo qual estes estudos sao
conduzidos.

O desenvolvimento da fonte Venturi easy ambient sonic-spray ionization
(V-EASI) esteve alicercado na técnica EASI,* também desenvolvida no
Laboratério ThoMSon da UNICAMP. Em ambos 0s casos o processo de ionizacao
esta baseado no efeito que um gas a alta velocidade pode provocar nas gotas do
um liquido durante a formagéo do spray (sonic spray — SSI)*¢. O gas (que pode
ser N2 ou ar comprimido) impulsionado a uma velocidade supersénica encontra o
liquido, que passa através de um capilar de silica fundida, causando o
cisalhamento das gotas. Convenientemente, ocorre um desequilibrio de cargas

% Haddad, R. H.; Milagre, M. S.; Catharino, R. R.; Eberlin, M. N. Anal. Chem. 2008, 80, 2744.
% Hirabayashi, A.; Sakairi, M.; Koizumi, H. Anal Chem. 1994, 66, 4557.
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nestas gotas colaborando para suas posteriores subdivisdes até a ejecao de ions
isolados para fora da gota.

Em EASI, o solvente (geralmente metanol acido em modo positivo, ou
basico em modo negativo) € impulsionado através de uma bomba de seringa e
encontra o gas a alta velocidade formando moléculas de solvente carregadas
positiva ou negativamente. Estas moléculas carregadas encontram uma superficie
de dessorcao para a qual tranferem a carga além de colaborar para a dessorcao
dessas espécies que serdo, desta forma, introduzidas ao espectrébmetro de
massas.

No caso do V-EASI percebemos que a alta velocidade do gas poderia
criar, com uma pequena adaptacdo da fonte, um efeito conhecido como efeito
Venturi. Neste caso nao teriamos a necessidade de utilizar a bomba de seringa,
uma vez que o préprio gas a alta velocidade criaria uma diferenca de pressao que
iria impulsionar a amostra (liquida ou sélida solubilizada em solvente apropriado)
por efeito Venturi e, na auséncia da superficie de dessor¢cdo, as moléculas
carregadas seriam diretamente introduzidas no espectrémetro de massas.

Em V-EASI, assim como em EASI, o processo de ionizacao ocorre sem a
necessidade de aplicacdo de voltagem, temperatura ou radiacdo e, devido a
pouca energia fornecida aos ions gasosos teremos uma menor quantidade média
de cargas nas gotas, isso torna a ionizagdo mais seletiva, ou seja, a amostra é
ionizada preferencialmente ao solvente e/ou impurezas presentes o0 que eleva a
relacdo sinal-ruido resultando em um espectro mais limpo. Além disso, a auséncia
de voltagem e temperatura evitam que processos térmicos e eletroquimicos,
processos estes, que sdao bem conhecidos para eletrospray (ESI) e técnicas
derivadas®’, possam gerar interferentes redox ou mecanismos competitivos
diferentes durante a ionizacao, produzindo formas idnicas a principio inesperadas,
como por exemplo, [M+H]" e M™, complicando as atribuicdes e interpretacdes dos
espectros.

Conforme mencionado anteriormente, a técnica utiliza o principio de efeito

Venturi, efeito este descoberto ha mais de dois séculos, pelo fisico italiano

37 Pasilis, S. P.; Kertesz, V.; Van Berkel, G. J. Anal. Chem. 2008, 80, 1208.
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Giovanni Battista Venturi,®® que desde entdo tem sido amplamente utilizado em
muitos dispositivos. Em espectrometria de massa, foi aplicado a alguns poucos
processos de auto-bombeamento e a alguns dispositivos relativamente complexos
propostos para o ESI-MS convencional®®.

Por definicdo, o efeito Venturi ocorre quando um gas ou liquido
(representado na Figura 4 pela cor azul) atravessa uma sec¢ao que apresenta uma
restricdo em seu caminho. Ao passar por esta restricdo o fluido tem sua
velocidade aumentada causando uma diferenca de pressdo. Essa diferenca de
pressao impulsiona o segundo fluido (representado na Figura 4 pela cor verde)

que esta em contato com o primeiro causando seu auto-bombeamento.

N, (Air)
A B
Vil vy
Onde: V; <V,
C
15x1054 TIC
12x105. o
g
10x10%4 E
7.5%105- “ N
\\ Solvente
5.0x10°+ Solvente —~——
-/ W—MH—A’\W
A A
2.5x105- ~
1 2 3 4 5 6 7 8 9 min.

Figura 4: A) Design classico do Efeito Venturi; B) Design do V-EASI combinando o auto-
bombeamento causado pelo Efeito Venturi e a ionizagao por sonic spray. C) Perfil do sinal medido
por total ion current (TIC) de uma solugao de cocaina em metanol acidificado.

% Geankoplis, C. J. Transport processes and unit operations 3rd ed. (Prentice-Hall, Englewood
Cliffs, 1993).

% a) Wachs, T.; Henion, J. Anal. Chem. 2001, 73, 632. b) Asano, K. G.; Ford, M. J.; Tomkins, B.
A.; Van Berkel, G. J. Rapid Commun. Mass Spectrom. 2005, 19, 2305. c) Geromanos, S.; Philip, J.;
Freckleton, G.; Tempst, P. Rapid Commun. Mass Spectrom. 1998, 12, 551. d) Geromanos, S.;
Freckleton, G.; Tempst, P. Anal. Chem. 2000, 72, 777.
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Usando este conceito, o V-EASI foi desenvolvido para acoplar a alta
velocidade do gas de nebulizacéo (sonic spray) usado no EASI com o auto-
bombeamento resultante do Efeito Venturi (Figura 4B), permitindo, assim, um
manuseio ainda mais facil de qualquer substancia sem o auxilio de bombeamento
elétrico.

A fonte de ionizagdo V-EASI foi construida utilizando peg¢as comuns,
facilmente encontradas em um laboratorio. Um sistema T metdlico encaixado a
uma agulha de aco inoxidavel de 53 mm de comprimento que conta com um
didmetro interno e externo de 400 um e 728 um respectivamente. Um capilar de
silica fundida com didmetro interno de 100 um e didmetro externo de 125 ym
atravessa o T-metdlico fixando-se, pouco antes da saida da agulha, estando a
outra ponta do capilar mergulhada na solugdo amostra (ou solvente). E de extrema
importancia que o sistema esteja completamente vedado (exceto pela saida da
agulha), caso contrario o efeito Venturi ndo sera observado.

O sistema montado, com um fluxo de N> de 10 bar e uma vazao de 3,5 L
min™ é capaz de promover o bombeamento de uma amostra de metanol puro a
uma vazao média de 20 pL min™. Sob as mesmas condi¢des, o bombeamento de
uma amostra de &gua foi feito a uma vazdo média de 6 uL min™' indicando a direta
dependéncia do fluxo com a viscosidade do liquido a ser bombeado.

Considerando a Figura 4C observamos o perfil do sinal obtido com a
técnica V-EASI. Inicialmente, com o capilar introduzido em um vial contendo
apenas solvente observamos um sinal constante devido ao ruido quimico natural
promovido por ions do solvente e impurezas residuais. Entretanto, a retirada do
capilar do liquido leva ao bombeamento de ar juntamente com o restante de
liquido ainda presente no capilar. Este boambeamento tera uma maior velocidade
devido a menor resisténcia oferecida pelo ar, e veremos uma elevagao da linha de
base, seguida de sua queda devido ao bombeamento exclusivo de ar neste
periodo da analise. Na sequéncia, a introducdo da amostra leva a uma nova
elevacao na contagem de ions e o processo se repete. Ao final a nova introducao
de solvente faz com que a linha de base volte ao patamar inicial conforme

esperado.
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A nova fonte de ionizacao V-EASI pode ser empregada tanto na analise
de amostras liquidas, conforme descrito anteriormente (Figura 5A), bem como
para amostras sélidas. Neste ultimo caso, o bombeamento pelo efeito Venturi de
um solvente adequado somado com um fluxo SSI forma gotas carregadas na
superficie da amostra, causando uma eficiente dessorgéo e ionizagédo, produzindo
assim espectros limpos (Figura 5B). Tanto na analise de liquidos como de sélidos,
0 angulo de posicionamento da fonte mostrou-se como um parametro de extrema
importancia para eficiécia de analise dos ions formados. O angulo ideal obtido,
adequado para ambos os tipos de amostras, foi de aproximadamente 40°. Neste
angulo temos uma melhor incidéncia do spray, promovendo assim uma melhor
dessorcao da amostra sélida (Vs-EASI). No caso de amostras liquidas, apesar do
angulo de 40° promover uma andlise eficiente, damos preferéncia para a analise
em z-spray utilizando um angulo de 90° que promove uma analise eficiénte com
uma melhor contaminacdo do equipamento. E importante ressaltar que sempre
antes de cada analise o posicionamento da fonte é devidamente ajustado com
uma amostra conhecida afim de se obter um melhor aproveitamento dos ions

formados na fonte.
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Figura 5: Modo duplo de operacao do V-EASI. (A) V -EASI(+) para uma solucao de 30 ngmL'1 de
sildenafil em metanol acidificado; (B) Vs-EASI(+) para um comprimido de sildenafil usando metanol
acidificado como o solvente para o spray.

Ap6s a montagem e otimizacdo da fonte, com o intuito de demonstrar a
versatilidade da técnica foi realizado uma gama de experimentos com diferentes
amostras, dentre elas algumas comerciais, como por exemplo: cocaina, uma
droga ilicida, polietilenoglicol (PEG), um polimero de grande uso, e cachaca, uma
bebida alcodlica comercial e petrdleo, que esta entre as misturas quimicas mais
complexas que se conhece. Estes experimentos mostraram que a técnica pode
ser utilizada na analise de substancias comerciais (Figura 6).

A Figura 6A mostra o espectro de V-EASI(+)-MS para uma solucao de
cocaina em metanol acidificado com &cido formico 0,1% (v/v). Foi possivel
observar um espectro no qual o analito se apresenta na forma de molécula
protonada de m/z 304 ndo sendo observado, nenhuma fragmentacao, dimero ou
aduto. Tal constatacdo nos da indicios de que a técnica V-EASI pode tornar-se
uma técnica promissora para a analise de farmacos em comprimidos e
principalmente para a detecg¢éo de drogas ilicitas em investigacdes forenses, uma

vez que sua instrumentacao simples facilita seu emprego in situ.
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A Figura 6B mostra o espectro V-EASI(+)-MS para a solugdo metandlica de
PEG 600 no qual é possivel observar novamente um espectro com apenas a
distribuicdo oligomérica caracteristica das moléculas de PEG. Conforme é
tipicamente observado em amostras de PEG, na qual se utiliza KOH na sintese,
adutos de K' de m/z 453, 497, 541, 585, 629, 673, 717, 761 e 805 foram
detectados sendo possivel assim observar a massa media de aproximadamente
600 Da.

304 A 100 271
100 Cachaca
283
o " 377
313‘
o . mz G_x.nL I.l .:ll mez
200 400 600 800 200 400 600 800
100 629 B _ D
HO\,(/\O/\%KOH 585 Crude 0||
o 541/ lg73 %
497 717
761
R "

200 400 600 800

DCH3 DCH3
miz 271 m'z 313 m'z 377

_ O |
Q (@]

miz 283

Figura 6: A) V-EASI(+)-MS de uma solugéo 30 pg mL de cocaine em metanol 0,1% de acido
férmico. B) V-EASI(+)-MS de uma solugdo 50 pg mL"' de PEG 600 em metanol 0,1% de &cido
férmico. C) V-EASI(-)-MS de cachaga dI|UIda 1:100 em metanol 0,1% de hidréxido de amobnio. D)
V-EASI(+)-MS de uma solugéo 100 pg mL" de petréleo em metanol 0,1% de 4cido férmico: tolueno
(solugdo 1:1). E) fons caracteristicos encontrados em amostras de cachaga envelhecida em cascos
de Amburana.
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Uma variedade de bebidas e sucos de frutas também podem ser analisadas
por V-EASI(-)-MS como mostra a Figura 6C para a cachaga, uma bebida alcoolica
tipicamente brasileira. Com esta andlise, foi possivel encontrar ions de m/z 271,
313 e 377, que sao fendis caracteristicos para cachacga envelhecida em cascos de
amburana (Amburana cearensis)®® conforme mostra a Figura 6E. O espectro de
V-EASI(-)-MS da Figura 6C é semelhante ao obtido em um trabalho recente que
utilizou infusdo direta por ESI e demonstrou diversos perfis para essa bebida,
contendo ions diagnésticos diferentes de acordo com a madeira dos cascos
utilizados para o envelhecimento da cachaca.*

A Figura 6D mostra também o espectro V-EASI(+) para o petréleo no qual
foi observado a ionizacédo e deteccdo de uma variedade de componentes polares
mostrando a distribuigdo gaussiana com m/z entre 200 e 2000 sendo os dados de
V-EASI(+)-MS comparaveis aqueles obtidos por ESI(+)-MS*' e EASI(+)-MS*. O
petréleo é considerado a mistura natural mais complexa ja conhecida, sua
variedade de constituintes oferece um desafio para a analise quimica. Desde seu
inicio a espectrometria de massas tem se esforgcado para analisar petréleo e seus
derivados. V-EASI permite, portanto, a caracterizacdo direta destes 6leos sem
necessidade de metodos de pré-separagdo.*

A Figura 7 ilustra a aplicacdo do V-EASI para analise de macromoléculas
biolégicas. Embora solucbes de agua acidificada sejam utilizadas, estas sao
comumente empregadas com adicdo de metanol em proporcdo 1:1 em técnicas
como ESI* e DESI*, ja em V-EASI o espectro obtido em agua acidificada, sem
adicdo de metanol, mostra sinais intensos demonstrando a eficaz ionizagéao
dessas espécies multicarregadas. Deste modo, V-EASI-MS mostra-se como uma

técnica promissora para a aquisicao de espectros de peptideos e proteinas a partir

“ De Souza, P. P.; Augusti, D. V.; Catharino, R. R.; Siebald, H. G. L.; Eberlin, M. N.; Augusti, R. J.
Mass Spectrom. 2007, 42, 1294.

*" Marshall, A. G.; Rodgers, R. P. Acc. Chem. Res. 2004, 37, 53.

42 Corilo, Y. E.; Vaz, B. G.; Simas, R. C.; Nascimento, H. D. L.; Klitzke, C. F.; Pereira, R. C. L.;
Bastos, W. L.; Santos Neto, E. V.; Rodgers, R. P.; Eberlin, M. N. Anal. Chem. 2010, 10, 3990.

43 Kim, S.; Rodgers, R. P.; Blakney, G. T.; Hendrickson, C. L.; Marshall, A. G. J. Am. Soc. Mass.
Spectrom 2009, 20, 263.

* Nemes, P.; Goyal, S.; Vertes, A. Anal. Chem. 2008, 80, 387.

45 Shin, Y. S.; Drolet, B.; Mayer, R.; Dolence, K.; Basile, F. Anal. Chem. 2007, 79, 3514.



de solug¢des aquosas livres de solventes organicos, o que facilitaria, deste modo,

sua aplicacdo na andlise de fluidos bioldgicos.
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Figura 7: V-EASI(+)- MS de macromoléculas bioldégicas em agua acidificada. A) Peptideo sintético
FSDGLK a 150 ug mL". B) Mlogloblna de coracdo de cavalo a Tmg mL" C) Citocromo C de
coracdo de cavalo a 1 mg mL". Os espectros deconvoluidos foram inseridos em cada espectro

original.

A Figura 7A mostra o espectro V-EASI(+)-MS de um peptideo sintético

FSDGLK no qual é possivel observar a molécula mono e dicarregada de m/z 666

e 333 respectivamente. A Figura 7B mostra o espectro V-EASI(+)-MS para

mioglobina de coracdo de cavalo (16,9 kDa) onde se observam moléculas

multiprotonadas centralizadas na espécie 17* de m/z 998, embora a distribuigéo
varie de 25* (m/z 679) a 12* (m/z 1413)*. A Figura 7C mostra o espectro V-

6 Katta, V.; Chait, B. T. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 8534.
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EASI(+)-MS para o citocromo C (12,3 kDa) também adquirido em solugcdo aquosa
acidificada. De forma semelhante moléculas multiprotonadas sdo observados
variando de 7* (m/z 1766) a 19" (m/z 651) sendo que tal distribuicdo encontra-se
centralizada em cerca de 15" (m/z 825)47. Para ambos os casos analisados a
deconvolugcdo de cada molécula protonada resulta na massa correta para cada
proteina.

Entretanto, como apresentado inicialmente, nosso grande interesse esta em
aplicar essa técnica como uma ferramenta confiavel e de facil operacao para o
monitoramento de reacbes orgénicas em solugdo. A Figura 8 mostra uma

representacao esquematica deste monitoramento.

/ N (Air)

Figura 8. Representacao esquemética da técnica V-EASI-MS aplicado diretamente na analise de
uma reagdo em andamento.

O objetivo a partir de agora serd empregar esta técnica no monitoramento
de uma reacdo cujo mecanismo tenha sido previamente estudado por outra
técnica ja estabelecida para estudos de mecanismos de reagcdo, como por
exemplo ESI-MS. A reagao escolhida foi a reacdo multicomponente de Hantzsch,
foco de estudo do capitulo Il deste trabalho.

4 Chowdhury, S. K.; Katta, V.; Chait, B. T. J. Am. Chem. Soc. 1990, 112, 9012.
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2.5 Conclusao

No presente trabalho, foi desenvolvido uma nova fonte de ionizagédo
denominada Venturi easy ambient sonic spray ionization (V-EASI), passivel de ser
utilizada em estudos de mecanismos de reagdes (foco do estudo realizado no
capitulo 1ll desta dissertacao), podendo também ser empregada em diversas
aplicacbes analiticas as quais foram largamente demonstradas neste trabalho.
Com estas diferentes aplicacbes, podemos concluir que a técnica V-EASI mostra
ter potencial para ser empregada na andlise de amostras em suas matrizes
originais, sendo obtidos espectros de qualidade, com elevada relagéao sinal-ruido e
praticamente nenhuma fragmentacao. A fonte mostrou-se eficaz tanto em analises
de amostras liquidas (V.-EASI) como para anélises de amostras solidas (Vs-EASI)
sendo deste modo uma fonte versatil e simples tal como se espera de uma analise

por espectrometria de massas ambiente.
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Capitulo Ill: Reagentes marcados com “etiqueta” de carga
aplicados ao estudo do mecanismo da reacao
multicomponente de Hantzsch

3.1 Introducao

3.1.1 Reagentes marcados com “etiqueta” de carga e sua aplicacao em
estudos de mecanismos de reacoes por espectrometria de massas

ESI-MS e sua versdo tandem ESI-MS/MS sdo atualmente técnicas de
escolha para estudos de mecanismos de reacoes. Esta técnica é utilizada para
interceptar espécies ibnicas presentes na solugdo reacional e tranferir estas
espécies gasosas para o espectrometro de massas, permitindo a deteccdo de
intermediarios e espécies transientes que sao de extrema importancia para o
entendimento a cerca dos mecanismos das reacoes.

Entretanto, como uma limitagcdo da técnica ESI, aplicada a este tipo de
estudo, podemos citar o fato de que o mecanismo de uma reagao organica é,
muitas vezes, dependente do meio reacional, sendo assim, este mecanismo seria
diretamente afetado pelo uso de aditivos (sejam eles acidos ou basicos) utilizados
para protonar ou desprotonar os intermediarios de reacdo que se apresentam
como espécies neutras (ou zwiteribnicas) e portanto ndo seriam de outra forma
detectados. Deste modo, esses aditivos poderiam perturbar o caminho reacional
ou mesmo o equilibrio da reacédo em estudo. Além disso, o favorecimento de uma
espécie em relacdo as demais, de acordo com a afinidade por prétons, pode
dificultar a deteccdo de alguns dos intermediarios de interesse, prejudicando
assim a interpretacao do mecanismo.

Neste contexto, o presente trabalho propde, como uma alternativa para
contornar esta limitacdo, que é inerente a técnica, a utilizacdo de reagentes
carregados (n&o acidos e nao basicos) ndo sendo necessario, neste caso, 0 uso
de aditivos, uma vez que todos os intermediarios irdo carregar uma “etiqueta” de

carga facilitando sua deteccéo por espectrometria de massas.
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Embora exista na literatura alguns exemplos do uso destes reagentes
carregados em estudos de mecanismos de reacdes organicas por espectrometria
de massas®®, a maioria destes se aplica a reagdes -catalisadas por
organometalicos. Além disso, pouco foi explorado acerca do emprego destes
compostos como uma alternativa ao uso de aditivos (acidos ou basicos) a solucao
analisada ou ainda sobre uma avaliagdo da influéncia do sitio de carga na
reatividade dos compostos utilizados. Com isto, este trabalho visa utilizar o
conceito de reagentes carregados para elucidar o mecanismo da reagao
multicomponente de Hantzsch por ESI-MS(/MS) e por V-EASI-MS (foco de estudo
do capitulo Ill).

3.1.2 Areacao de Hantzsch

As reacbes multicomponentes (RMC) sdo conhecidas por sua elevada
eficiéncia, ndo apenas devido a aspectos intrinsicos da reacdo como alta
economia de atomos e seletividade, mas também devido a uma menor formacao
de produtos laterais, além de um protocolo reacional simples. Adicionalmente,
trata-se de uma reagdo de baixo custo e que estd de acordo com muitos dos
principios da quimica verde.

O conceito que diferencia uma reacdo multicomponente de demais
processos one-pot tais como as reagdes domino, tandem, zipper ou cascata ainda
gera um pouco de confusdo entre os quimicos. Entretanto, estas reagdes podem
ser diferenciadas das RMC uma vez que estes processos envolvem reacdes entre
dois reagentes resultando em um intermediario que é capturado por sucessivas
adicdes de novos reagentes. Por outro lado, nas RMC trés ou mais reagentes sao
adicionados simultaneamente chegando ao produto final com um elevado

aproveitamento atémico.

48 a) Colton, R.; Traeger, J. C. Inorg. Chim. Acta. 1992, 201, 153. b) Bryce, D. J. F.; Dyson, P. J.;
Nicholson, B. K.; Parker, D. G. Polyhedron 1998, 17, 2899. c)Hinderling, C.; Adlhart, C.; Chen, P.
Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 2685.
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Embora a histéria das RMC remonte a segunda metade do século XIX com

h*® e Biginelli,®' foi apenas nas Ultimas décadas

as reacoes de Strecker,*® Hantzsc
com o trabalho de Ugi52 e colaboradores que o0 conceito de reacdes
multicomponentes emergiu como uma poderosa ferramenta em quimica
sintética.*

Com sua primeira publicagdo em 1882 a reagdo de Hantzsch consiste no
acoplamento entre dois equivalentes de acetoacetato (1) um equivalente de
aldeido (2) e aménia (3) (Esquema 1), sendo esta uma das RMC mais antigas
que se conhece®. Essa reacdo resulta na formagdo principal de 1,4-dihidro-
piridinas-2,3,5,6-substituidas  (4), comumente  conhecidas como 1,4-
dihidropiridinas (DHPs). Entretanto, dependendo da natureza dos reagentes
utilizados, produtos inesperados podem ser formados® incluindo a formacéo de
1,2-DHPs.®® A formacdo destes subprodutos podem mostrar a pluralidade do

mecanismo da reagao.

Esquema 1: Representacdo esquematica geral para a reagao multicomponente de Hantzsch.

*9 A. Strecker, Justus Liebigs Ann. Chem. 1850, 75, 27.

0 A Hantzch, Justus Liebigs Ann. Chem. 1882, 215, 1.

°' p_ Biginelli, Gazz. Chim. Ital. 1891, 21, 497.

°2 | Ugi, R. Meyr, U. Fetzer, C. Steinbriickner, Angew. Chem. 1959, 71, 386.

> Ramén, D. J.; Yus, M. Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 1602.

> (a) Han, Y. F.; Xia, M. Curr. Org. Chem. 2010, 14, 379. (b) Ganem, B. Accounts Chem. Res.
2009, 42, 463. (c) Enders, D.; Grondal, C.; Huttl, M. R. M. Angew. Chem.-Int. Edit. 2007, 46, 1570.
(d) Ramon, D. J.; Yus, M. Angew. Chem. Int. Edit. 2005, 44, 1602; (e) Orru, R. V. A.; de Greef, M.
Synthesis 2003, 1471. (f) Nair, V.; Rajesh, C.; Vinod, A. U.; Bindu, S.; Sreekanth, A. R.; Mathen, J.
S.; Balagopal, L. Accounts Chem. Res. 2003, 36, 899; (g) Hulme, C.; Gore, V. Curr. Med. Chem.
2003, 70, 51.

% (a) Balogh, M.; Hermecz, |.; Narayszabo, G.; Simon, K.; Meszaros, Z. J. Chem. Soc.-Perkin
Trans. 11986, 753. (b) Zhou, Y. C.; Kijima, T.; Kuwahara, S.; Watanabe, M.; lzumi, T. Tetrahedron
Lett. 2008, 49, 3757.

% (a) Shen, L.; Cao, S.; Wu, J. J.; Zhang, J.; Li, H.; Liu, N. J.; Qian, X. H. Green Chem. 2009, 11,
1414; (b) Wan, J. P.; Gan, S. F.; Sun, G. L.; Pan, Y. J. J. Org. Chem. 2009, 74, 2862.
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As 1,4-dihidropiridinas possuem uma elevada importancia em sintese
organica, quimica medicinal e bioquimica, uma vez que apresentam acao como
bloqueadores do canal de calcio e alguns deles exibem efeitos dilatadores
cardiovasculares, broncodilatadores além de acdo contra esclerose, diabetes,
tuberculose, esquemia celebral e ainda efeitos antitumorais e hematoprotetores.’

Além do interesse farmacéutico, estes compostos apresentam um grande
potencial como reagentes de tranferéncia de hidretos (ou hidrogénio) devido a sua
similaridade com cofatores de enzimas naturais como NAD(P)H e sua forma
oxidada NAD(P).%®

Por se tratar de uma reagdo multicomponente, teremos em consequéncia,
um maior numero de possiveis vias mecanisticas para essa reacao. O Esquema 2
mostra de forma detalhada as provaveis vias mecanisticas para esta reacédo. De
forma simplificada consideramos neste trabalho quatro vias principais. A primeira
via mostrada em rosa no Esquema 2 passa pela adicdo de Michael do
aminocrotonato (1ii) ao produto de Knoevenagel (6i), enquanto que o caminho
mostrado em laranja (Esquema 2) ocorre via condensacao de uma 1,5-dicetona
(10) com amobnia (3). A via mostrada em amarelo (Esquema 2) ocorre através da
condensacao do aminocrotonato (1ii) ao aldeido (2) e finalmente o mecanismo
mstrado em roxo procede por meio da adicdo do aldeido (2) ao composto amino
bis-crotonato (17).

Entretanto, mecanismos alternativos podem ser sugeridos, tais como 0s
intercruzamentos mostrados no Esquema 2, como por exemplo o composto 1,5
dicetona (10) apds adicdo de amoénia (3) pode sofrer desidratacdo anterior ao

fechamento do anel (11—15 - saindo do caminho laranja) ou ainda o equivalente

" Edraki, N.; Mehdipour, A. R.; Khoshneviszadeh, M.; Miri, R. Drug Discov. Today 2009, 14, 1058
%8 (a) Zhu, X. Q.; Wang, H. Y.; Wang, J. S.; Liu, Y. C. J. Org. Chem. 2001, 66, 344. (b) Garden, S.
J.; Guimaraes, C. R. W.; Correa, M. B.; de Oliveira, C. A. F.; Pinto, A. D.; de Alencastro, R. B. J.
Org. Chem. 2003, 68, 8815. (c) Zhu, X. Q.; Cao, L.; Liu, Y.; Yang, Y.; Lu, J. Y.; Wang, J. S.; Cheng,
J. P. Chem.-Eur. J. 2003, 9, 3937. (d) Lavilla, R. Curr. Org. Chem. 2004, 8, 715; (e) Connon, S. J.
Org. Biomol. Chem. 2007, 5, 3407; (f) Huang, Y. J. Synlett 2007, 2304. (g) Wang, N. X.; Zhao, J.
Synlett 2007, 2785. (h) He, R.; Toy, P. H.; Lam, Y. Adv. Synth. Catal. 2008, 350, 54; (i) Zhu, X. Q.;
Zhang, M. T.; Yu, A.; Wang, C. H.; Cheng, J. P. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 2501; (j) Richter, D.;
Mayr, H. Angew. Chem.-Int. Edit. 2009, 48, 1958; (k) Wang, N. X.; Zhao, J. Adv. Synth. Catal. 2009,
351, 3045.
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iminio do produto de Knoevenagel (6ii) pode sofrer adicao do (-cetoester (1i) ao
invés da adicdo do aminocrotonato (6ii —15 - saindo do caminho amarelo).
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Via Aminocrotonato + Aldeido

Via Aminocrotonato + Knoevenagel + X
S =
X HN, R COR'
g COR' +NH; o™ xP~COR' ) Ez_ R ) x
"0 3 (1) R'OC; R = Rioe~F RZOH
« y o RZ R COR’ R y (i)
xt_,(nbn_ + g R'OC LR W ML _cor’
1(1) 2() x 80 _
Via 1,5 Dicetona + Amdnia Ha0 N
xm/mnom_
|
a(iy K
W.‘_
5 P~.-COR'
(i)
3
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/ COR
X OH ., 5 . : HN
17 COR R® COR R R2 1
priCOR: Ry / \— Rloc cor' R'OC COR' R'OC._A 2
1(0) Rt T HN —_— _._sz/ Imu Mu: A HNR?
=\ — R’ R’
A COR' o COR' r COR' 4, N N 7
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mL Reacéo eletrociclica R?
2()  de fechamento de anel e isomerizagao
1 COR!
Rl " COR R' COR' R®  COR' -NHa HaN~S
| 1
g s o e T S oy
= = 3
[ COR' B COR' 19 R® COR' HN™ R s
18 20
Onde: R' = OCHzCH; (a) ou HN” \HE R'= '"(¢) ou' (d) R’ =CHs {f) ou CF3 (g) R? ;
R'OC COR
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R N7 NH;
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X =0 (i) ou NH (ii) N(CHa)s *

Esquema 2: Representacdo esquematica dos possiveis mecanismos para a reagdo de multicomponente de

Hantzsch.
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Os mecanismos possiveis para a reacdo de Hantzsch apresentam
implicacbes cinéticas. Por exemplo, um acoplamento envolvendo a adicdo de
Michael do éster aminocrotonato (1ii) ao produto da condensacao de
Knoevenagel (6) necessita que a reacado de condensacédo de Knoevenagel ocorra
mais rapidamente que qualquer outra reagdo do aminocrotonato seja com o
aldeido ou com o B-cetoester, se cada reacao for reversivel ou mesmo lentamente
reversivel, a taxa de formacdo de aminocrotonato ndo limita a velocidade da
reacdo0.% Portanto, se a reacdo de Knoevenagel é relativamente lenta, entdo o
produto DHP pode ser formado por um mecanismo alternativo (Esquema 2).

Katrizky e colaboradores® estudaram de forma online a RMC de Hantzsch
utilizando espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de °N e °C
sendo possivel caracterizar intermediarios durante 0 andamento da reagcao. Neste
estudo foi observado que os intermediarios 6(i) e 1(ii) estdo presentes no meio
reacional durante todo o curso da reagdo. Embora ndo tenha sido possivel a
identificagdo dos intermediérios 13, 14 e 15 o0 autor conclui que a via mecanistica
aminocrotonato + Knoevenagel seria predominante durante a reacdo de Hantzsch
e a etapa de adicdo de Michael do aminocrotonato ao produto de Knoevenagel
seria a etapa lenta do mecanismo ao passo que a ciclizagdo e eliminacdo de agua
ocorreria tdo rapidamente que ndo haveria acumulo suficiente destas espécies
para a deteccao.

Trabalhos anteriores ao de Katrizky®® haviam, para o caso excepcional
onde temos um grupo -CF3 em R® do composto 1, isolado o intermediario 12
indicando a participagédo da via 1,5 dicetona + aménia no mecanismo da RMC de
Hantzsch.®® Entretanto em seu estudo Katrizky®® rebate esta proposta afirmando
que eliminacbes de didis sao geralmente mais lentas que sua formacao o que
levaria a um acumulo da espécie 12 no meio reacional. Uma vez que este
intermediario ndo foi detectado, concluiu-se que o caminho via 1,5 dicetona néo
tinha uma contribuicao significante no mecanismo.

Embora outros grupos de pesquisa tenham discutido os possiveis

5 Katritzky, A. R.; Ostercamp, D. L.; Yousaf, T. |. Tetrahedron 1986, 42, 5729.
% Singh, B.; Lesher, G. Y. J. Heterocyclic Chem. 1980, 17, 1109.
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mecanismos para a reacao de Hantzsc

h,6'%2 n30 é de nosso conhecimento a

existéncia de um estudo por espectrometria de massas que tenha identificado e

caracterizado os intermediarios desta RMC.

3.2 Objetivos especificos

Reagentes marcados com uma “etiqueta” de carga foram utilizados no

estudo do mecanismo da reacdo multicomponente de Hantzsch. Essa reacéo foi

inicialmente estudada utilizando os reagentes convencionais (ndo marcados) € 0s

resultados obtidos nesta etapa serviram de base para comparagdo, avaliando

assim uma possivel melhora na deteccao dos intermediarios reacionais. Deste

modo, 0s experimentos realizados tiveram por objetivo principal:

o Avaliar, inicialmente a reacdo empregando reagentes ndo marcados com

a “etiqueta” de carga por meio do método convencional possibilitando a
investigagédo da reagcdo sem a influéncia de um sitio de carga.

Utilizar o iodeto de p-trimetilaméniobenzaldeido (2d) como reagente
marcado, avaliando assim se os intermediarios detectados condizem
com os observados por meio da reacao tradicional, além de avaliar se a
“etiqueta” de carga favorece a deteccdo de um maior nimero de
espécies.

Utilizar o iodeto de p-trimetilaménio acetoacetamida (1b) como reagente
marcado, com intuito de detectar intermediarios que nao contavam com a
participacdo da molécula de aldeido em sua estrutura.

Combinar, em uma mesma reagdo, dois reagentes marcados
possibilitando a deteccdo de intermediarios multicarregados mostrando
que o andamento da reacao nao é afetado pelo sitio de carga.

o a) Berson, J. A.; Brown, E. J. Am. Chem. Soc. 1955, 77, 444. b) Hinkel, L. E.; Ayling, E. E,;
Morgan, W. H. J. Chem. Soc. 1931, 1835.
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3.3 Parte experimental

3.3.1 Experimentos realizados por ionizacao por electrospray

Todos os solventes utilizados sao de grau HPLC sendo que a acetonitrila foi
obtida da Honeywell Burdick & Jackson (Muskegon, Ml — USA), o etanol da J.T.
Baker (Phillipsburg, NJ — USA) e o acido formico foi obtido da Acros.

Os espectros de ESI-MS foram obtidos em um espectrdmetro de massa Q-
TOF (Micromass, Manchester, U.K.). Estes estudos foram realizados utilizando
ionizacao por electrospray em modo positivo (ESI(+)-MS) e as condicdes tipicas
utilizadas foram: temperatura da fonte de 100 °C, temperatura de dessolvatacao
de 100 °C, voltagem do capilar 3 kV e a voltagem do cone de 30 V. As amostras
foram injetadas com auxilio de uma bomba injetora (Harvard Apparatus) a um
fluxo de 15pL min™.

Os experimentos de ESI-MS/MS foram realizados através da selecao por
razao massa/carga, do ion de interesse utilizando o primeiro quadrupolo (Q1). O
ion selecionado foi transmitido para o segundo quadrupolo “rf-only’, que é a cela
de colisdo (g2), onde foi submetido a colisbes com gas argbnio com energia
variando entre 4 a 40 eV. Na sequéncia, a analise dos ions fragmentos foi por fim
realizada no analisador por tempo de véo com configuragdo ortogonal. Em cada
caso a energia de colisao foi otimizada de forma a produzir extensiva dissocia¢ao

com minima perda do ion de interesse.
3.3.2 Procedimento experimental para a reacao de Hantzsch

Os reagentes nao marcados empregados na reagdao de Hantzsch, sendo
estes o0 acetoacetato de etila, benzaldeido, acetato de aménio e o 4,44-
trifluoroacetoacetato de etila, foram obtidos comercialmente (Sigma - Aldrich Co) e
utilizados sem previa purificacdo. Ja os reagentes marcados com “etiqueta” de
carga sendo estes o iodeto de p-trimetilaménio acetoacetamida e iodeto de p-
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trimetilamdniobenzaldeido foram sintetizados e gentilmente cedidos pelo Professor
Dr. Simon J. Garden da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Todos as reagbes estudadas foram montadas seguindo o método geral
descrito abaixo, sendo que casos excepcionais serdo descritos ao longo do texto.

Procedimento geral:

Em um balédo de fundo redondo (10 mL) contendo 2 mL de solvente (etanol
ou acetonitrila), adiciona-se 0,1 mmol da dicetona, 0,1 mmol de acetato de aménio
e 0,1 mmol de aldeido. A solugdo reacional permanece sob agitacdo e
aquecimento em banho de 6leo a 60°C durante todo o tempo.

As reacgdes foram acompanhadas ao longo de 48 horas e aliquotas do meio
reacional (1 uL para os reagentes marcados com “etiqueta” de carga e 5 uL para
0s reagentes ndo marcados) eram coletadas em intervalos pré determinados. As
aliquotas das solugdes reacionais foram transferidas a um eppendorf®, diluidas a
1 mL de volume total com acetonitrila com ou sem adicao de aditivos (dependendo
do experimento) e injetadas diretamente no espectrdmetro de massas.

Para cada reagdo serdo mostrados os espectros nos tempos de reacédo que
melhor refltam o comportamento da reacdo, ou seja que apresentem um maior

numero de intermediarios reacionais.

3.4 Resultados e discussao

3.4.1 Estudo mecanistico da reacao multicomponente de Hantzsch por

espectrometria de massas

Neste trabalho, a RMC de Hantzsch foi inicialmente estudada seguindo a
metodologia convencional, empregando aditivos para promover a protonag¢ao das
espécies formadas em solucdo. Em seguida a reacédo foi monitorada utilizando
reagentes marcados com um grupo carregado positivamente. Este grupo
encontra-se ligado de forma covalente a dois diferentes componentes da reagao.
Estes reagentes foram empregados na reacdo de maneira individual e de forma
combinada sendo este Uultimo caso um exemplo inédito em estudos de
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mecanismos de reacoes.

Serdo usados diferentes combinacbes de reagentes contendo 0s
marcadores carregados ou reagentes neutros. Estes experimentos foram, para um
melhor entendimento, subdivididos e os resultados obtidos utlizando reagentes
ndao marcados com “etiqueta” de carga serao inicialmente demonstrados e em um
segundo momento serdo apresentados os resultados dos experimentos

empregando de forma individual e combinada os reagentes marcados.

3.4.1.1 Reagentes nao marcados com “etiqueta” de carga empregados no
estudo da reacao de Hantzsch.

Os estudos mecanisticos da RMC de Hantzsch foram iniciados utilizando
reagentes que nao continham a “etiqueta” de carga seguindo o método tradicional
empregando aditivos para favorecer a protonacao/desprotonacdao dos
intermediarios.

A reagao de Hantzsch foi, deste modo, estudada utlizando dois diferentes
acetoacetatos de etila, sendo que um destes continha o substituinte —-CFz em R®,
reproduzindo assim o experimento realizado por Lesher e colaboradores® que
utilizando este reagente obtiveram como Unico produto o diol 12.

Para facilitar a visualizacdo  das espécies detectadas as razdes
massa/carga esperadas para cada intermediario segundo a numeragdo do
Esquema 2, sdo apresentada na Tabela 1.



36

Tabela 1: Razdo massa carga das espécies envolvidas no mecanismo da reagao de Hantzsch.

Sao mostrados as m/z das moléculas protonadas.

Estrutura (acf) R' = OCH,CH; | (acg) R!= OCH,CH,
R? = Ph RZ = Ph
X =0 (i) ou NH (ii) R3= CHy R¥=CFy
] < [ ()ym/z131 | (i) m/z185
o CoR | 2130 | (if) myz 184
5 3 () mz107 | (i) m/z107
R; (i) m’z106 | (i) m/z106
R2
4 R1°Cf\f°“‘ m/z 330 m/z 438
R3 u R3
HO._ RZ? . .
5 Lr | () mz237 | (i) m/z 291
riloc” (i) m/z236 | (i) m/z 290
X
6 /ﬁr | (ym/z219 | (i) m/z273
roc | (i) m/z218 | (ii) m/z 272
X
HN._ _R3
7 mo:%[* m/z 347 m/z 455
COR!
NH
H,N.__R3
[
8 | rioc R m/z 347 m/z 455
R? COR!
NH
R2
9 R:ﬂﬁfj[cow m/z 347 m/z 455
Ra u R3
0. _R3
10| rioc ™™ m/z 349 m/z 457
R? COR!
Q
HoN OHRa
11| rioc ™ m/z 366 m/z 474
R? COR!
o]
RZ
12 R‘Sgﬁgﬁw m/z366 | m/z474
R3 H R3
R2
13 ngﬁm‘ m/z348 | m/z456
RG ﬁ RB
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HN._ _R3
141 wioc R m/z 348 m/z 456
R COR1
Q
HoN.__R3
[
15| rioe " m/z 348 m/z 456
RA COR!
(0]

3 COR!
16|

m/z 260 m/z 368

17 ~
HN}_\ m/z 242 m/z 350

18 WRQ m/z 348 m/z 456

19 - m/z 330 m/z 438

20 N )re m/z 330 m/z 438

Deste modo, foi inicialmente testada a reacado utilizando acetoacetato de
etila e acetato de aménio e benzaldeido conforme mostra o esquema 3. Aliquotas
do meio reacional foram coletadas e diluidas em acetonitrila com 0,1% de acido

férmico.
Ph
EtO,C CO.Et
2 |O EtOH Z 2
M __cogt « ) +  NH,OAc - |
Ph 60°C - 48 horas N
1(af) H
2(c) 3 4(acf)

Esquema 3: Reacgao entre acetoacetato de etila, benzaldeido e acetato de amonio.

O espectro da reacao, ap6s 10 minutos, pode ser visto na Figura 9A no

qual foi possivel observar alguns dos intermediarios propostos para a RMC de
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Hantzsch. O intermediario de imino Knoevenagel 6acfii (m/z218) formado a partir
da adicao do benzaldeido ao aminocrotonato 1afii de m/z 130 foi detectado e
permaneceu presente durante todo o curso da reagéo. Estes dados deram indicios
da participacao da via aminocrotonato + aldeido no mecanismo da reacao. Apds
120 minutos de reacado (Figura 9B) o intermediario 6acfii permanece presente,
sendo neste momento o intermediario mais intenso do espectro. Este fato ja era
esperado uma vez que, conforme proposto por Katrizky e colaboradores® a etapa
subsequente de adicdo de Michael do acetoacetato de etila ao produto de
Knoevenagel seria a etapa lenta desta reacao.

Apesar de nao ser mostrado a ampliacdo do espectro, o produto de
Hantzsch é observado desde o inicio da reacédo (10 minutos), porém, ao final de
48 horas de reacao (Figura 9C) vemos como, praticamente Unico ion no espectro
0 produto aromatizado de Hantzsch 24acf m/z 328. Este processo de
aromatizacdo ja era previsto uma vez que, embora esses compostos sejam
estaveis no estado sélido ou em solugdo quando mantidos em frascos ambar,
existe uma grande tendéncia destes compostos a se aromatizarem na presenca
de luz e em solucdes etandlicas.®? A Figura 10 mostra os espectros de MS/MS do
produto de Hantzsch, bem como de seu equivalente aromatizado, comprovando

estruturalmente sua formacgao no meio reacional.

62 Berson, J. A.; Brown, E. J. Am. Chem. Soc. 1955, 2, 447.
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150 200 250 300 330 400 450

Figura 9: Espectro da RMC de Hantzsch empregando benzaldeido, acetoacetato de etila e acetato
de amonio (reagentes ndo marcados). (A) Apdés 10 minutos de reagdo. (B) Apdés 120 minutos de
reacao. (C) Apds 48 horas de reagao.

Adicionalmente foi detectado o intermediario 16af de m/z 260 proveniente
da adicdo de uma molécula de acetoacetato de etila (1afi) ao iminocrotonato
(1afii). Este intermediario ja havia sido detectado por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear no trabalho realizado por Katrizky®®, entretanto a
presenca deste intermediario mostra apenas um caminho lateral tomado pela
reacao, uma vez que devido ao fato da etapa lenta da reacéo exigir a adicao de
um segundo equivalente de acetoacetato de etila (1afi) ao produto de

Knoevenagel (6acfii), a disponibilidade dos reagentes no meio leva a formagéo de
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produtos laterais que, provavelmente, ndo tem participagéo direta no mecanismo
adotado pela reacéo estudada.

O Ph
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||
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] N 4 S0 *H,
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Figura 10: (A) Espectro de MS/MS do produto de Hantzsch. (B) Espectro de MS/MS do produto de
Hantzsch aromatizado.

A baixa intensidade do intermediario 16af nos espectros mostrados na
Figura 9, bem como a ndo deteccdo do intermediario 17af corroboram com a
proposta de Katrizky59 de que a via amino-bis-crotonato + aldeido nao teria uma
participacao relevante no mecanismo da RMC de Hantzsch. Entretanto, a
deteccdo do intermediario de m/z 348 (Figura 9 A e B) poderia ser atribuida a
quatro diferentes compostos mostrados no Esquema 2, sao eles os intermediarios
13acf, 14acf, 15acf e 18acf.

A presenca do intermedidrio 18acf seria contraria a proposta de Katrizky>®
indicando a participagdo da via amino-bis-crotonato + aldeido no mecanismo da
reacdo. Deste modo, a diferenciacdo destes compostos isbmericos no meio
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reacional mostrava-se essencial para a elucidagdo do mecanismo da RMC de
Hantzsch. Felizmente, essa diferenciacao foi possivel através de experimentos de
MS/MS realizados ao longo de todo o curso da reagdao conforme mostra a Figura
11.
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Figura 11: Espectros de MS/MS do ion de m/z 348. (A) Apds 30 minutos de reagéo. (B) Apds 5
horas de reagao. (C) Apos 120 horas de reacao.

A fragmentagcdo observada no espectro da Figura 11A obtido no estagio
inicial da reacao indica a presenca dos intermediarios 14acf e 15adf que se
interconvertem em um equilibrio imina/enamina. Esta fragmentacdo exclui a
possibilidade do intermediario 18adf estar presente neste momento da reagéo.
Esta informacédo traz novos indicios de que a via amino-bis-crotonato + aldeido

nao tem grande participagdo no mecanismo da reacao.
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Apés 5 horas vemos um pequena mudanca no padrao de fragmentacao do
intermediario (Figura 11B) indicando a presenca de uma mistura de isdmeros no
meio reacional. Ao final da reagdo (Figura 11C) vemos uma fragmentacao
diferente daquela inicialmente observada, sendo esta dividido a presenca de um
Unico intermediario provavelmente referente ao composto 13acf.

A deteccgéao dos intermediarios isoméricos 13acf, 14acf e 15adf de m/z 348,
bem como sua diferenciacdo ao longo do tempo, indicam a adicdo de uma
molécula de acetoacetato de etila (1afi) ao intermediario imino Knoevenagel
(6acfii) o que mostra um possivel desvio da via aminocrotonato + aldeido
inicialmente observada.

Além dos intermediarios ja descritos observou-se também a presenca de
dois intermediarios inesperados. Sdo eles os intermediarios 22acf de m/z 324 e
27acf de m/z 306. A proposta para a formacdo destes intermediarios e sua
participacdo no mecanismo da reagdo de Hantzsch € mostrado em detalhes no
Esquema 4.
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O Esquema 4 mostra os possiveis caminhos pelos quais a reagao de
Hantzsch pode seguir partindo do intermediario 6. Na Proposta A a adicdo de
amdnia ao intermediario 6 leva a formacao de 21 que com adicao de uma segunda
molécula de aldeido seguida da perda de agua leva a formagéo do intermediario
22. Este intermediario pode ser isbmero ao intermediario 26 descrito na Proposta
B. Na Proposta B% a adicao alddlica de um segundo equivalente do aldeido ao
intermediario 6 leva a formacao do intermediario 26 que apds perda de agua forma
o composto 27. A Figura 12 mostra os espectros de MS/MS dos compostos de
m/z 306 e 324.

i &
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2 Ph N2 / v 22(acf|)
12[(;31 1(af) 177 19 33(acf} 46324 - O
278 5
O "|‘31 |""||""|'-r"1" |||L| "’I-“"lm
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Figura 12: Espectros de MS/MS atribuido aos intermediarios formados devido ao excesso de
reagentes disponiveis no meio reacional. (A) composto 22(acf). (B) composto 27(acf).

Embora o composto 27acf de m/z 306, proveniente da proposta B
(Esquema 4) tenha sido detectado (espectro da Figura 9) e seu espectro de
MS/MS confirme sua estutura (Figura 12B), ndo ha indicios de que o composto de
m/z 324 seja de fato o composto 26acf. Em contrapartida, o espectro de MS/MS

(Figura 12A) mostra como ion mais intenso o composto 23acf de m/z 194 (que

63 Litvi¢, M. F_; Litvi¢, M.; Cepanec, |.; Vinkovi¢, V. Molecules 2007, 12, 2546.
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também é detectado no espectro da Figura 9) referente a perda de uma molécula
neutra do B-cetoéster a partir do composto 22acf. Deste modo, acredita-se que
ambas as propostas estdo corretas e as duas reagcdées ocorrem em equilibrio no
meio reacional.

Adicionalmente, uma vez que o0 espectro de massas, ao final das 48 horas
(Figura 9C) de monitoramento da RMC de Hantzsch, mostra apenas o produto
aromatizado 24acf para a reacdo com benzaldeido, consideraremos que a
formacao desses compostos (22, 23, 26 e 27) ocorre em equilibrio, voltando
portanto a formar o intermediario 6 que dara continuidade a reacao de acordo com
0S mecanismos anteriormente propostos ndo seguindo nenhum outro caminho
para a formacao do produto.

Deste modo, para este caso utilizando benzaldeido, a presenca dos
intermediarios detectados (6acf, 13acf, 14acf e 15acf) indica a participacao da via
aminocrotonato + imino-Knoevenagel que é uma ramificagdo da via
aminocrotonato + aldeido como sendo a principal via mecanistica para a reagao
de Hantzsch. Os intermediarios detectados neste estudo, bem como suas m/z

estdo destacados em azul no Esquema 5.
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Esquema 5: Representagao esquematica dos possiveis mecanismos para a reagdo de multicomponente de Hantzsch mostrando em destaque as
espécies detectadas por ESI(+)-MS utilizando benzaldeido, acetoacetato de etila e acetato de amonio na reagdo de Hantzsch conduzida em
etanol a 60°C.
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E de importante destacar que todos os intermediarios detectados sao
compostos nitrogenados e que portanto terdo uma maior afinidade por prétons.
Esta informacao nos traz uma duvida acerca da real participacao destas espécies
no mecanismo da reacdo multicomponente de Hantzsch, uma vez que sua
deteccdo por espectrometria de massas utilizando a metodologia convencional
tende naturalmente a favorecer a deteccao destas espécies em detrimento das
demais nao nitrogenadas que poderiam também estar presentes no meio
reacional, sendo neste caso suprimidas.

Por fim, a Figura 13 mostra os espectros de MS/MS dos demais
intermediarios detectados neste estudo, comprovando assim, estruturalmente sua

presenca no meio reacional.
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Figura 13: Espectros de MS/MS dos intermediarios da reacdo de Hantzsch. (A) intermediario
1(afii). (B) intermediario 6(acfii). (C) intermediario 16(af).
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Dando continuidade aos estudos realizados com o0s regentes néo
marcados, reproduzimos a reacdo de Hantzsch nas condigdes propostas por
Lesher e colaboradores®, utilizando o 4,4,4-trifluoroacetoacetato de etila, acetato
de amoénio e benzaldeido, esta reacao foi conduzida em etanol a 60°C, conforme
mostra o Esquema 6.

Ph

0 0 EtO,C COLEt
M _cogEt + J +  NH4OAc R, |
2 4 -
FaC Ph 60°C - 6 dias

FiC N CF
3 H 3

4(acg)

1(ag) 2(c) 3

Esquema 6: Reagéao entre o 4,4 4-trifluoroacetoacetato de etila, acetato de amdnio e benzaldeido.

Este experimento tinha como objetivo avaliar a formagdo do intermediario
12 descrito por Lesher e colaboradores®® como tnico produto desta reacao, bem
como avaliar sua desidratag@o que levaria a formagéo do produto de Hantzsch.

O espectro apds 10 minutos de reagéo (Figura 14A) mostra que sob estas
condicdes temos uma maior ocorréncia de reagdes laterais conforme descrito no

Esquema 7 e a reacao parece proceder de forma mais lenta que o esperado.
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Figura 14: Espectro da RMC de Hantzsch empregando benzaldeido, 4,4,4-trifluoroacetoacetato de
etila e acetato de aménio (reagentes ndo marcados). (A) Apds 10 minutos de reagéo. (B) Apds 120

minutos de reacao. (C) Apds 6 dias de reacgéo.

A Figura 15 mostra os espectros de MS/MS das espécies formadas por

meio destas reacdes laterais que encontram-se em equilibrio durante a reacao de

Hantzsch.
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Figura 15: Espectros de MS/MS atribuidos aos intermediarios formados devido ao excesso de
reagentes disponiveis no meio reacional. (A) composto 46(c). (B) composto 45(c). (C) composto

44(c). (D) composto 22(acgii). (E) composto 23(acg).
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Apesar da maior reatividade esperada para o 4,4,4 trifluoroacetoacetato de
etila, que devido ao carater retirador de elétrons do grupo —CF3; elevaria
consideravelmente a acidez dos hidrogénios a-carbonila facilitando a adicao
alddlica do enol/enamina (1) ao aldeido (2) vemos uma menor formagao dos
intermediarios normalmente observados para a reacao de Hantzsch.

Apbs 120 minutos de reacao (Figura 14B) apenas o intermediario 5(acgii)
de m/z 290 que também pode ser atribuido ao composto 21 mostrado no
Esquema 7 ¢é observado. Uma vez que o intermediario 6, proveniente da
desidratacdo do intermediario 5, ndo é observado em nenhum momento durante
todo o monitoramento desta reacao, temos um primeiro indicio de que a reacao de
Hantzsch sob estas condi¢des teria uma menor tendéncia a formar o produto 1,4-
dihidropiridina 4 devido a dificuldade de desidratacdo deste compostos. Este
resultado estaria de acordo com o trabalho de Lesher e colaboradores® que, sob
estas condigdes, isolaram o intermediario de Hantzsch 12 e tentaram, sem
sucesso, proceder sua desidratacdo com 4acido sulfurico, anidrido acético,
tetracloreto de titanio ou N, N-diciclohexilcarbodiimida na tentativa de se obter o
produto de Hantzsch 4.

A formacgéao do intermediario 46(acg) de m/z 491, que seria um equivalente
hidratado do intermediario 11 ou 12(acg), corrobora com estes resultados, sendo
mais um indicio da dificuldade de desidratacao dos compostos formados durante a
reacdao utilizando o 4,4,4-trifluoroacetoacetato de etila. Essa dificuldade de
desidratacdo seria uma prova de que o mecanismo passa por um intermediario
carbocation que seria, portanto, desestabilizado pelo grupo -CFj3 retirador de
elétrons presente na molécula.

O espectro da Figura 14C mostra que mesmo apds 6 dias de reacdo nao
foi possivel observar a formacao do produto de Hantzsch 4. Entretanto, € possivel
observar, assim como foi mostrado para a reacdo com acetoacetato de etila
(Figura 9), uma diminuigdo significativa dos compostos formados por reacdes
laterais. Isto seria mais um indicio de que estes compostos estariam em equilibrio
no meio reacional, sendo formados devido a um excesso de reagentes no meio e

devido ao fato da reacao apresentar uma cinética mais lenta neste caso.
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Ap6s 6 dias de reacdao vemos que o intermediario 46(acg) de m/z 491
comeca a sofrer um processo de desidratacao formando os intermediarios 47(acg)
de m/z 473 que seria 0 equivalente iminio dos intermediarios isoméricos 11 ou
12(acg) de m/z 474 que também estao presentes no espectro da Figura 14C.
Além disso vemos a presenca de complexos formados entre os o intermediario
46(acg) e o intermediario que pode ser atribuido aos compostos isoméricos 11 ou
12(acg). Estas propostas estdo de acordo as fragmentagdes observadas no
espectro de MS/MS mostrado na Figura 16.
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Figura 16: Espectros de MS/MS dos intermediarios da reacdo de Hantzsch (A) intermediario
46(acg). (B) complexo formado pelos intermediarios 11/12(acg) e 46(acg).
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Por fim, os espectros de MS/MS mostrados na Figura 17 confirmam,
através da caracterizacao estrutural, a presenca dos demais intermediarios

observados nesta reagao.
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Figura 17: Espectros de MS/MS dos intermediarios da reacdo de Hantzsch (A) intermediario
11/12(acg). (B) intermediarios 13/14(acg) ou 15(acg). (C) intermediarios 5(acg) ou 21(acg).
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Com base nos intermediarios observados através da reacao conduzida sob
as condi¢cdes descritas por Lesher e colaboradores, nao foi possivel associar uma
via mecanistica descrita no Esquema 2 como atuante no mecanismo da reacao
de Hantzsch conduzida sob estas condicbes. Em contapartida, foi possivel
observar a dificuldade de desidratacdo dos intermediarios formados o que
concorda com as afirmagées feitas tanto por Leser e colaboradores® quanto por
Katrizky e colaboradores™. Entretanto, uma vez que esta reacdo parece proceder
de forma mais lenta, tempos reacionais mais longos (superiores aos 6 dias)
deveriam ser avaliados para que uma conclusdo mais concreta, acerca do
mecanismo tomado por esta reacao, podesse ser tomada, de forma a termos uma
resposta mais conclusiva.

Deste modo, foi feito um acompanhamento da reacdo multicomponente de
Hantzsch por ESI(+)-MS/(MS) utilizando o método convencional com adi¢cdo de
aditivos (acido formico) para favorecer a protonagdo e portanto a deteccao das
espécies presentes no meio. Na sequéncia esta mesma reagao sera estudada
utilizando reagentes marcados com uma “etiqueta” de carga afim de avaliarmos se
a presenca destes intermediarios carregados colaboram para um melhor

entendimento acerca do mecanismo pelo qual a reacdo de Hantzsch ocorre.

3.4.1.2 Reagentes marcados com “etiqueta” de carga (iodeto de p-
trimetilamoénio acetoacetamida e iodeto de p-
trimetilamoniobenzaldeido) empregados no estudo da reacao de
Hantzsch

Para facilitar a visualizacdo  das espécies detectadas as razdes
massa/carga esperadas para cada intermediario segundo a numeragcdo do

Esquema 2, sdo apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2: Razdo massa carga das espécies envolvidas no mecanismo da reagao de Hantzsch.

Legenda: * molécula dicarregada, ** molécula tricarregada.

T*NH

Estrutura (bef) R1=NH (adf) . IR1 =0CHzCH3 | (paf) . .R1 b (abCf)R1' =\‘NT-|I = OCH,CHy
RZ = Ph . T
X =0 (i) ou NH (ii) R3=CHg oo Rs:CH3© N(CHy)s §§iz:|3
NCHa)s N(CH3)3 H(CHa;a N(CHa)
] T com (i) m/z 235 (i) m/z 131 (i) m/z 235 (1) m/z235
R (i) m/z234 (i) mz130 (i) m/z234 (i) m/z 234
> i (i) m/z107 (i) m/z 164 (i) m/z 164 (i) m’z107
R; (i) m/z 106 (i) m/z 163 (i) m/z 163 (i) m/z106
R2
4 R“’Cﬁww m/z 270* m/z 387 m/z 199** m/z 434
R3 H R3
5 "o (i) m/z 341 (i) m/z 294 (i) m/z 200* (i) m/z 341
wochR (i) m/z 340 (i) m/z 293 (i) m/z 199* (i) m/z 340
b4
6 s (i) m/z 323 (i) m/z276 (i) m/z191* (i) m/z 323
woc%'* (i) m/z 322 (i) m/z 275 (i) m/z 190 (i) m/z 322
X
HN._ _R?
7 Rwo:%* m/z 278* m/z 404 m/z 205** m/z 451
I COR
H.N.__R3
[
8 | rioc " m/z 278* m/z 404 m/z 205** m/z 451
R COR!
NH
R2
O Iy | mzare m/z 404 m/z 205" m/z 451
R3 u R3
0. _R3
10 | rioc m/z 279* m/z 406 m/z 206** m/z 453
R COR!
0]
HoN OHRs
11 | rioc m/z 288* m/z 423 m/z 211** m/z 470
R COR!
o]
R2
12 Rﬁgﬁgg“‘ m/z 288* m/z 423 m/z 211** m/z 470
R3 ” R3
R2
13 “ggﬁw“‘ m/z 279* m/z 405 m/z 205** m/z 452




57

14

s
=

Ra
Rwosi[Rz m/z 279* m/z 405 m/z 205** m/z 452
i COR!
HoN.___R3
[
15 | rioc a m/z 279* m/z 405 m/z 205** m/z 452
R2 COR!
(0]
OH
R3 | COR!
16| m/z 235* m/z 260 m/z 235 m/z 364
R3>qcora1
R3 COR!
17 HN>=/ * *
— m/z 226 m/z 242 m/z 226 m/z 346
R3 COR!
R3  CcoOR'
18 N;:%:z m/z 279* m/z 405 m/z 205** m/z 452
RA COR!1
R3 COR!
19 NQRZ m/z 270* m/z 387 m/z 199** m/z 434
ry  COR!
R3 COR!
20 NQRZ m/z 270* m/z 387 m/z 199** m/z 434

R COR!

Para a investigacdo da reacdo de Hantzsch utilizando os reagentes

contendo a “etiqueta” de carga foram realizados quatro experimentos descritos no

Esquema 8 (A-D).
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+
N(CH3)3
A 0
0 |
*/COQEI N + NH,0AC EtOH Et0,C N CO,E
60°C - 48 horas
1(af) (Hsc)afi 3 N
2(d) 1 equiv. H
2 equiv. 1 equiv. 4(adf)
N(CHag 0 I Bt EtoH  (HaChN o
—
M * N __cogt + + NH4O0AC "50°C .28 horas N COLE
1(af] 3 H |
1(bf) (af) 2(c) 1equiv. B2 ACN . N
; 1 equiv. i temperatura ambiente H
1 equiv. q 1 equiv. 24 hores a(abe)
¢ Y HaC)aN
N(CH o] (H3Cl4
o 0 (s | EtOH
M + + NHQAc ——————*=
N 60°C - 48 horas
H 3
1(bf) 2(c) 1 equiv.
2 equiv. 1 equiv.
D +
RicHy D1 EtoH (HaC)aN
+ NH4OAc _
M 60°C - 48 horas N
1bp) " 2(q) tequiv. D2 ACN H
2 equiv. 1 equiv. ta - 48 horas

Esquema 8: Reagbes multicomponente de Hantzsch estudadas utilizando reagentes marcados
com a “etiqueta de carga”.

Nestes, apenas o acetato de aménio foi mantido em todos os experimentos
e sempre na mesma proporcao (1 equivalente). Nos demais experimentos, 0s
reagentes iodeto de p-trimetilamdniobenzaldeido, em substituicdo ao benzaldeido
convencional, e o iodeto de p-trimetilaménio acetoacetamida, em lugar do -
cetoéster comumente utilizado, foram empregados na RMC de Hantzsch
individualmente e em um caso particular (Esquema 8D) combinados. Vale
ressaltar que o experimento mostrado no Esquema 8B empregou o iodeto de p-
trimetilaménio acetoacetamida em combinagdo com o acetoacetato de etila com o
intuito de comparar a interferéncia de uma carga positiva na molécula na adicao
do segundo equivalente do composto dicarbonilico.

Em um primeiro momento a reagcao entre acetoacetato de etila (1af), iodeto

de p-trimetilamoniobenzaldeido (2d) e acetato de aménio (3) foi realizada em
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etanol a 60°C (Esquema 8A). Aliquotas do meio reacional foram coletadas e
diluidas em acetonitrila (sem adicao de acido) e o espectro da reacao apds 10
minutos € mostrado na Figura 18A onde foi possivel observar alguns dos
intermediarios propostos para a RMC de Hantzsch.

o CO,Et
|
N(CH
A (CH3l3 o
10 min \ o] z HoN N(CH3);
2(d) . |
6(adfi) HO
164 EtO,C
100 2(d) + EtOH 276 fCHyy
CO,Et
210 223’“” S(adfi) 6(adfi) + £tOH 0
rz 294 J 4(adf) 13(adf), 14(adf) ou 15(adf)
I 1 | 1?2 3J8?4l(]5
0 'lfl1rl|lfIl’llf]l‘ll’l’lll I'lllll'l’fl'l"1‘l'l]lll’lrl11]]lfl’l[f11l!fl’llll’1ll]1[lfr‘1‘1]m
100 150 20 250 300 350 400 450 500
N(CHa),
B
120 min
2(d) f;%‘éfi) 4(adf) B0 CO,Et
6(33;‘%) HO” N"0H
P 220 5(adfi)322
21{1 l \ 294 ‘ 105 11 (adf) ou 12(adf)
j A3
0 ,,.,.,.,..‘,t...,.,..,,,.,,,.,.,....].,.L.,...,"‘,...,l....,.,,.,.L...",:,,.,..,.,.,.,l-"l'l'?
100 150 200 250 300 350 400 450 500
N(CHg)3
C
48 horas
4(adf) gro,c CO.Et
100 387 |
N
o 6(adfi) + pron
6(adfi) 3|22
276 |
0 T I T T T 'l""ll“"l""il“”l""l‘n‘l""I""'I""l""lm
1 150 200 250 300 350 400 450 500

Figura 18: Reacdes estudadas utilizando o iodeto de p-trimetilamoniobenzaldeido (reagente
marcado com “etiqueta de carga”), acetoacetato de etila e acetato de amonio. (A) Apds 10 minutos
de reagdo. (B) Ap6s 120 minutos de reagdo. (C) Apds 48 horas de reagéo.
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O intermediario 5adfi de m/z 294 proveniente da adigdo do aldeido ao B-
cetoéster foi observado, assim como o produto de Knoevenagel 6adfi (m/z 276)
formado a partir da desidratacdo de 5adfi. Este mesmo intermediario foi
observado, ap6s 120 minutos de reagao (Figura 18B) tanto na forma cetdnica
como na forma da imina (6adfi e 6adfii) mostrando que mais de uma via
mecanistica esta ocorrendo durante o curso da reagao.

Foram observados também, ap6s 120 minutos de reagdo (Figura 18B)
intermediarios isoméricos de m/z 423 referente aos compostos 11adf ou 12adf a
presenca destes intermediarios indica que a via 1,5 Dicetona + amoénia também
estdo ocorrendo no meio reacional. Apesar de Katrizky e colaboradores™ nao
terem identificado nenhum dos intermediarios desta via, sua deteccao por
espectrometria de massas concorda com as observacdes feitas por Lesher e
colaboradores ® que ja haviam interceptado o diol 12 como Unico produto da
reacdo quando utilizavam 4,4 4-trifluoroacetotoacetato, m-nitrobenzaldeido e
acetato de amdnio (reacao semelhante a estudada no subitem anterior).

A deteccéo destes intermedidrios ddo mais um indicio de que mais de uma
via mecanistica pode estar ocorrendo, embora tenhamos uma predominante que
leva ao produto desejado, enquanto que as demais estdo em equilibrio
reestabelecendo os intermediarios anteriores e formando o produto pela via
principal.

Adicionalmente os intermediarios isbmeros 13adf, 14adf e 15adf de m/z
405 foram detectados desde o inicio da reacdo, assim como o produto de
Hantzsch 4adf de m/z 387.

A Figura 19 mostra uma ampliacdo do espectro em 120 minutos de reagao
no qual foi possivel identificar intermedidrios que participam de trés vias
diferentes, sendo elas a via aminocrotonato + Knoevenagel, a via 1,5 Dicetona +

aménia e a via aminocrotonato + aldeido (veja Esquema 2).
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. HoN N(CHa)s
HoN N(CHg)s
| N(CHg) Et02C
EtO,C
CO,Et
CO.Et
NH Et0,C CO,Et
Ou N(CH3)3 o ﬁ(CHa)a
HO
Et0,C
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Figura 19: Ampliagdo do espectro obtido apdés 120 minutos de reacéo utilizando o iodeto de p-
trimetilamoniobenzaldeido (reagente marcado com “etiqueta de carga”), acetoacetato de etila e
acetato de aménio.

Também, foi possivel observar, na Figura 19, a presenca do intermediario
m/z 406 (além do intermediario de m/z 405 anteriormente mencionado) referente
ao composto 10adf que vem corroborar para a hipétese da via 1,5 Dicetona +
amodnia estar ocorrendo durante o curso da reagdo podendo levar também a
formacao da 1,4-dihidropiridina de Hantzsch.

Infelizmente, os experimentos de MS/MS do intermediario de m/z 405
obtidos ao longo do tempo nao possibilitaram, no periodo intestigado, a
diferenciacao dos intermediarios isbmeros 13adf, 14adf e 15adf conforme foi
possivel com a reacao feita com reagentes nao marcados. Isso pode ser explicado
pela presenga da carga positiva ligada covalentemente a esses compostos, que
leva a fragmentacdes em sitios distantes da carga (Charge Remoted
Fragmentation)®* conforme pode ser observado no espectro da Figura 20.

Fragmentacdes que ocorrem em sitios distantes da carga sdao processos
pelos quais um ion contendo uma longa cadeia ou anéis em sua estrutura e uma

carga fixa, sob uma ativacao energética por colisdo sdo fragmentados em ligacoes

% Cheng, C.; Gross, M. L. Mass Spectrom. Rev. 2000, 19, 398.
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distantes da carga, formando ions produtos que sdo caracteristicos de cada
estrutura. Embora estes processos tenham sido satisfatériamente utilizados para
determinacao estrutural de 4acidos graxos, fosfolipideos, glicolipideos,
triacilgricerois, esterdides, peptideos, ceramidas e outros compostos. Os
mecanismos destas reacbes em fase gasosa sdo ainda muito debatidos néo
havendo um mecanismo que explique todos os dados obtidos.*

Ri(CHs)s

fi(CHa)

+
N{CHa)a

Ar

0] ﬁ{CH:ﬁ]a | 6(adfi)
w00, L L . Coﬂ\ 27650 (aa1) o

=7 d 285 2
14/15(adf) ou ()
51(adf) 48(adf
& 0 \ 52(adf) 261 | | C©C 49(adf) 32_:9 ! E‘[(]Ef")dﬂ

215 l 313 -eon | _-EOH T
0 R R S i = ! .
e e e o e NGMMENIESIMMEEEMEESSSSES S S

100 150 200 250 300 350 400 450

Figura 20: Espectro de MS/MS do ion de m/z 405.

Estas fragmentacdes complexas se repetiram nos espectros de MS/MS dos
demais intermediarios presentes no meio reacional e isto se mostrou como uma
limitacdo do uso de reagentes carregados em investigacdes mecanisticas, uma
vez que dificulta a caracterizagéo estrutural dos intermediarios formados ao longo
da reacao.

Um outro exemplo pode ser visto no espectro de MS/MS do ions de m/z
423 atribuido aos intermediarios isoméricos 11adf e/ou 12adf mostrado na Figura
21 cuja perda de agua que seria esperada para esta estrutura nao foi observada,

seguindo este composto um outro caminho de fragmentagéao.
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163
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Figura 21: Espectro de MS/MS do ion de m/z 423.

Além dos intermediarios esperados, foram observados também, na Figura
18, ions de m/z 220 referente ao composto 22adf que é um composto dicarregado
e m/z 155 também dicarregado referente ao composto 23adf. Estes
intermediarios sdo, provavelmente, os mesmos identificados para a reacdo com
benzaldeido (mostrado na Figura 9) e estdo em equilibrio no meio reacional.

Ao contrario do que era esperado, uma vez que o aldeido marcado
apresenta uma reatividade maior que o benzaldeido, estes intermediarios (22adf e
23adf) se apresentaram menos intensos nos espectros da Figura 18 que aqueles
observados na reacdo com benzaldeido mostrada nos espectros da Figura 9.
Entretanto isso se deve, provavelmente, ao fato de que sendo mais reativo a
barreira energética a ser transposta na etapa lenta da reacao (adicao de Michael
do aminocrotonato ao produto de Knoevenagel) torna-se menor, evitando o
acumulo destas espécies e deslocando o equilibrio para a formagao do produto de
Hantzsch (4).

Por fim, a Figura 22 mostra os espectros de MS/MS dos demais
intermediarios detectados utilizando o iodeto de p-trimetilamoniobenzaldeido,
acetoacetato de etila e acetato de amdnio na reacdo multicomponente de
Hantzsch.
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Figura 22: Espectros de MS/MS dos intermediarios da reagcdo de Hantzsch utilizando reagente
marcado. (A) produto de Hantzsch 4(adf). (B) aduto de Knoevenagel 5(adfi). (C) produto de
Knoevenagel 6(adfi). (D) composto 22(adfii) dicarregado.
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Deste modo, conforme mostra o Esquema 9 todos os intermediarios das
vias aminocrotonato + Knoevenagel, 1,5 Dicetona + amobnia e aminocrotonato +
aldeido que continham o aldeido marcado com a “etiqueta” de carga foram
detectados. Adicionalmente, avaliando a intensidade relativa do intermediario 6adf
em relacdo aos demais intermediarios da via (13adf, 14adf e 15adf) vemos a
concordancia dos dados com os j& anteriormente propostos por Katrizky™, no qual
a etapa lenta da reacao seria a adicao de Michael do aminocrotonato ao produto
de Knoevenagel levando, desta forma, a um acumulo do intermediario 6 no meio

reacional.
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Esquema 9: Representagao esquematica dos possiveis mecanismos para a reagao de multicomponente de Hantzsch mostrando em destaque as
espécies detectadas por ESI(+)-MS utilizando iodeto de p-trimetilamoniobenzaldeido, acetoacetato de etila e acetato de ambnio na reagao de
Hantzsch conduzida em etanol a 60°C.
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Assim, foi possivel observar, para a reacao utilizando o aldeido marcado
com a “etiqueta” de carga, uma quantidade maior de intermediarios que os
observados com a reacgdo utilizando benzaldeido. Os intermediarios marcados
mostram a participacao das vias 1,5 dicetona + aménia e da via aminocrotonato +
Knoevenagel, bem como da via aminocrotonato + amino-Knoevenagel, que havia
sido observada na reacdo mostrada no espectro da Figura 9.

Dando seguimento ao estudo utilizando os reagentes marcados a reacao
entre acetoacetato de etila (1 equivalente), iodeto de p-trimetilaménio
acetoacetamida (1 equivalente), benzaldeido (1 equivalente) e acetato de aménio
(1 equivalente) foi realizada em etanol a 60°C (Esquema 8B1).

Aliquotas do meio reacional foram coletadas e diluidas em acetonitrila (sem
adicao de aditivos) e o espectro da reacao apos 10 minutos € mostrado na Figura
23A onde foi possivel observar intermediarios tanto da reacdo envolvendo o
reagente marcado com a “etiqueta” de carga como o0s devido a reacao sem
envolvimento deste composto.

O ion 6(acfii) de m/z 218 que corresponde ao produto de Knoevenagel
formado pela reacdo do acetoacetato de etila e o benzaldeido e ndo possui a
“etiqueta de carga”, deste modo vemos que 0 mesmo aparece no espectro em
baixa intensidade uma vez que seu sinal estd provavelmente sendo suprimido
pelos demais sinais, que ja se encontravam na forma iénica em solucao, como é o
caso do produto de Knoevenagel formado pela consensagao entre o benzaldeido
e o p-trimetilaménio acetoacetamida 6(bcfi) de m/z323 também observado no
espectro da Figura 23A, que € isomero do intermediario 22acf formado devido ao
excesso de reagentes presente no meio.

Apbés 120 minutos de reacao (Figura 23B) ja & possivel observar a
presenca do produto de Hantzsch 4bcf de m/z 270, formado apenas com o
reagente marcado, sendo portanto um ion dicarregado. Foi também possivel
observar a presenca do produto de Hantzsch 4abcf de m/z 434 formado por um
equivalente de acetoacetato de etila e um equivalente de p-trimetilaménio
acetoacetamida.
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Figura 23: Reacgbes estudadas utilizando o iodeto de p-trimetilaménio acetoacetamida (reagente
marcado com “etiqueta” de carga), acetoacetato de etila, benzaldeido e acetato de amonio. (A)
Apds 10 minutos de reagdo. (B) Ap6s 120 minutos de reagao. (C) Apo6s 48 horas de reagao. (D)
Reagéao conduzida em acetonitrila e temperatura ambiente apds 24 horas.
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Mesmo apo6s 48 horas de monitoramento da reagéo o produto de Hantzsch
4acf nao foi observado, embora seu equivalente aromatizado (24acf) tenha sido
observado em baixa intensidade, possivelmente devido a supresséo de sinal. Em
contrapartida vemos uma maior formacao do produto de Hantzsch 4abcf de m/z
434 em detrimento ao 4bcf de m/z 270 dicarregado. Este fato se deve
possivelmente a uma maior probabilidade de formacdo do composto
monocarregado uma vez que tanto o produto de Knoevenagel 6(acf) como o
6(bcf) podem dar origem a este produto. A Figura 24 mostra o espectro de
MS/MS do produto de Hantzsch 4abcf.
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28(acf) H 4(abcf)
284 413“
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Figura 24: Espectro de MS/MS do produto de Hantzsch 4abcf.

A Figura 23D mostra o espectro da a reacéo entre acetoacetato de etila (1
equivalente), iodeto de p-trimetilambénio acetoacetamida (1 equivalente),
benzaldeido (1 equivalente) e acetato de aménio (1 equivalente) que foi realizada
em acetonitrila a temperatura ambiente (Esquema 8B2). Nestas condi¢des além
dos intermediarios descritos anteriormente foi possivel observar a presenca dos
intermediarios isoméricos 13abcf, 14abcf e 15abcf que sdo precursores do
produto de Hantzsch 4abcf. Em contrapartida o produto de Hantzsch (4abcf de
m/z 434) nao foi detectado nestas condigdes.

Além disso o intermediario 16af da via amino bis-crotonato + aldeido foi

também detectato. Este intermediario j& havia sido interceptado anteriormente
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conforme mostrado no espectro da Figura 9 para a reacdo realizada sem o uso
dos reagentes marcados. Este intermediario havia sido também caracterizado por
Katrizky>® e colaboradores sendo este, segundo este autor, um intermediario
metaestavel que nao tem participacdo no mecanismo da reacao.

Deste modo, foi possivel observar que a reagdao de Hantzsch realizada
empregando uma mistura compostos dicetonicos (reagentes marcados e nao
marcados com a “etiqueta” de carga) possibilitou que a reacdo procedesse
naturalmente embora tenha sido observado um numero menor de intermediarios
que o esperado (conforme foi detectado na reacao utilizando o aldeido marcado).
Este menor nimero de intermediarios interceptados neste caso pode ser devido
ao fato da acetoacetamida marcada ser um composto menos reativo que o B-
cetoéster comumente empregado.

A reacdo descrita no Esquema 8C, realizada sem a presenca de
acetoacetato de etila (0 que levara ao produto digarregado) foi realizada em etanol
sob aquecimento. O espectro da Figura 25A referente ao tempo reacional de 10
minutos mostra como ion mais intenso a imina (1bii) de m/z 234 formada a partir
da adicdo de amobnia ao ion p-trimetilaménio acetoacetamida, além deste o préprio
p-trimetilaménio acetoacetamida (1bi) de m/z 235 é também detectado. A
observacdo destes intermediarios corrobora para a elucidacdo do mecanismo,
uma vez que estes eram os intermediarios que nao haviam sido detectados no
espectro da Figura 18 (reagcdo com aldeido marcado) devido a auséncia de
marcadores carregados nos compostos equivalentes a estas estruturas naquela

reacao.
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Figura 25: Reacdo estudada utilizando o iodeto de p-trimetilaménio acetoacetamida (reagente
marcado com “etiqueta” de carga), benzaldeido e acetato de aménio. (A) Apdés 10 minutos de
reacao. (B) Apds 120 minutos de reagao. (C) Apos 48 horas de reagao.

Na Figura 25B é possivel observar a formagcdo do produto dicarregado
4bcf de m/z 270. Entretanto a reacao apds 48 horas (Figura 25C) ndo leva com
eficiéncia a formacdo do produto, ao contrario das reacgdes anteriormente
descritas. Acredita-se que a presenca das duas cargas na molécula afete a
formacao do produto, tornando-o mais instavel e portanto mais susceptivel a
fragmentacdes, sendo favorecida a formacédo de produtos laterais uma vez que
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todo o p-trimetilaménio acetoacetamida é totalmente consumido ao final da
reacao.

Uma vez que este reagente foi utilizado com o unico intuito de
complementar as observacoes feitas com o aldeido marcado com a “etiqueta de
carga”, este objetivo foi cumprido com a deteccdo da imina formada pelo p-
trimetilaménio acetoacetamida. Deste modo pode-se detectar todos os

intermediarios envolvidos nas vias propostas.
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Por fim, foi realizado um experimento combinando os reagentes marcados
com a “etiqueta” de carga (Esquema 8D1). Esta reacao foi feita primeiramente em
etanol sob aquecimento e o espectro obtido € mostrado na Figura 26.

23(bd) 1(bii) _— 199.12 48 horas

100 60 min 155 22(hd) 234 199.46
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Figura 26: A) Espectro da reagdo de Hantzsch empregando o iodeto de p-trimetilamonio
acetoacetamida, iodeto de p-trimetilamoniobenzaldeido e acetato de aménio. Reacgédo feita em
etanol a 60°C, espectro da reagdo apds 60 minutos.

Observa-se pelo espectro que alguns dos intermediarios observados nas
reacdes anteriores sdo também detectados neste caso, bem como o produto 4bdf
tricarregado de m/z 199 (mostrado como uma insercao no espectro) mostrando
que a reagao procede normalmente mesmo quando dois dos reagentes estdo
marcados com a “etiqueta” de carga, porém a presenca de varias cargas em uma
molécula pequena pode favorecer fragmentacdes que dificultaram a interpretacao
do espectro. Provavelmente, neste caso, estas fragmentacbes sdo acentuadas
pelo uso de temperatura na reagao.

Assim, a mesma reacao foi testada, agora utilizando acetonitrila a
temperatura ambiente (Esquema 8D2). A acetonitrila vem substituir o etanol,
neste caso devido a melhor solubilidade dos componentes desta reagcdo, bem
como do produto formado, neste solvente em comparacéo ao etanol anteriormente
utilizado.

A Figura 27A mostra o espectro da reagcao apds 10 minutos, no qual além
dos reagentes adicionados é possivel ver ainda a formacao do aminocrotonato
1bdf de m/z 234. Ja ap6s 120 minutos de reagdo (Figura 27B) é possivel
observar o intermediario 5(bdfi) de m/z 200 produto da adicao do p-trimetilaménio
acetoacetamida ao iodeto de p-trimetilamoniobenzaldeido, bem como o mesmo

apés desidratacao formando o produto de Knoevenagel 6(bdfi) de m/z 191.
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Por fim, apds 48 horas de reacédo (Figura 27C), além dos intermediarios
anteriormente citados, o produto de Hantzsch 4bdf tricarregado de m/z 199 pode
ser detectado.
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Figura 27: Reacao de Hantzsch empregando o iodeto de p-trimetilamdnio acetoacetamida, iodeto
de p-trimetilamoniobenzaldeido (reagentes marcados com “etiqueta” de carga) e acetato de
amonio. (A) Apés 10 minutos de reacao. (B) Apds 120 minutos de reacao. (C) Apds 48 horas de
reagao.
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Adicionalmente, faz-se necessario uma ampliagdo do espectro,
primeiramente na regido referente ao ion de m/z 199, conforme mostrado na
Figura 28. E possivel observar que no inicio da reacao (Figura 28A) este ion se
apresenta como uma espécie dicarregada e refere-se, conforme descrito
anteriormente, ao intermediario 5(bdfi). Enquanto que ao final da reacéo (Figura
28B) temos uma sopreposicdo de sinais, entretanto vemos claramente que o
intermediario 5(bdfi) ainda estd presente no meio reacional, enquanto que o
produto 4bdf tricarregado esta sendo formado no meio. Adicionalmente, a
ampliacao do espectro mostrou também a presenca do intermediario 21(bdfii) que
levara a formacao do intermediario 22bdf (mostrado na Figura 27C) presente no
meio devido ao excesso de reagentes disponivel.
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Figura 28: Ampliacao do espectro obtido ap6s 120 minutos de reacao mostrando a modificacao do
perfil do ion de m/z 199 inicialmente dicarregado (intermediario 5bdf) e ao final tricarregado
(produto de Hantzsch 4bdf).

Na sequéncia uma ampliacdo do espectro na reagido do ion de m/z 205
mostra que, assim como para a reagdao utilizando o iodeto de p-
trimetilamoniobenzaldeido, a combinacdo dos reagentes carregados permitiu a
deteccdo de diversos intermediarios presentes em diferentes vias mecanisticas da
reacdo de Hantzsch. Foi possivel detectar a presenca dos intermediarios
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isoméricos 13bdf, 14bdf ou 15bdf presentes na via aminocrotonato +
Knoevenagel, bem como o intermediario 10bdf presentes na via 1,5-dicetona +
amodnia. Além destes, estava também presente, embora em baixa intensidade, os

intermediarios isoméricos 7bdf, 8bdf ou 9bdf participantes da via aminocrotonato

+ aldeido.
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Figura 29: Ampliacdo do espectro obtido apds 48 horas de reacdao mostrando os intermediarios
tricarregados presentes em trés diferentes vias mecanisticas da reagdo multicomponente de
Hantzsch.

Deste modo, 0 uso combinado de reagentes carregados mostrou-se muito
eficaz na investigacdo mecanistica realizada em acetonitrila a temperatura
ambiente, uma vez que um grande numero de intermediarios pode ser detectado
em um espectro com pouca fragmentacdo. Conforme mostra o Esquema 11 foi
detectato intermediarios das vias aminocrotonato + Knoevenagel, 1,5 Dicetona +
amdnia e aminocrotonato + aldeido, possibilitando assim uma ampla visualizacao

do mecanismo operante nesta reacao multicomponente.
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Esquema 11: Representacao esquematica dos possiveis mecanismos para a reacao de multicomponente de Hantzsch mostrando em destaque
as espécies detectadas por ESI(+)-MS utilizando iodeto de p-trimetilaménio acetoacetamida, iodeto de p-trimetilamoniobenzaldeido e acetato de
amonio na reagao de Hantzsch conduzida em etanol a 60°C.
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3.5 Conclusao

A reacao multicomponente de Hantzsch foi inicialmente estudada utilizando
reagentes ndo marcados com a “etiqueta” de carga. No caso dos reagentes
convencionais (acetoacetato de etila, benzaldeido e acetato de amdnio) foram
observados predominantemente intermedidrios da via aminocrotonato +
Knoevenagel favorecendo as propostas de Katritzky.” Os intermediarios
isoméricos de m/z 348 puderam ser diferenciados por meio de experimentos de
MS/MS feitos ao decorrer da reacdo. Esta diferenciacdo nos deu indicios de que a
via amino bis-crotonato + aldeido ndo tem grande participacdo no mecanismo
desta reacdo uma vez que a fragmentacao do ion m/z 348 ao inicio da rea¢ao nao
da indicios da presenca do intermediario 18acf no meio reacional.

A grande intensidade do intermediario 6acf presente nos espectros obtidos
ao longo de toda a reacdo, em detrimento ao sinais referentes aos intermediérios
13acf, 14acf e 15acf concorda com a literatura que afirma ser a etapa de adicao
de Michael do aminocrotonato (1) ao produto de Knoevenagel (6) a etapa lenta da
reacdo multicomponente de Hantzsch explicando assim o acumulo deste
intermediario no meio reacional.

Este acumulo é aparentemente responsavel pela formacdo de diversos
intermediarios formados ao longo da reacdo que estdo em equilibrio e
provavelmente ndo tem grande influéncia no mecanismo da reacdo uma vez que
temos ao final predominantemente a formacado do produto de Hantzsch e seu
equivalente aromatizado.

Na reacdo realizada para avaliar os resultados obtidos por Lesher e
colaboradores®™ (empregando 4,4,4-trifluoroacetoacetato de etila, benzaldeido e
acetato de aménio) foi observado, conforme proposto pelo autor, uma menor
tendéncia dos intermediarios da reacao a sofrer desidratacao (levando ao produto
de Hantzsch esperado), isso pode ser visto, principalmente pela formagdo do
intermediario 46acg de m/z 491 que nao havia sido observado anteriormente e
que demonstra bem a dificuldade destes compostos de sofrer processos de

desidratacdo. Entretanto, no periodo em que a reagao foi monitorada, nao foi
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observado a presenca do intermediario 12acg o qual, segundo Lesher e
colaboradores®™, seria o Gnico produto desta reagao.

Apbs a reacdo ter sido monitorada utilizando o método convencional,
utilizando aditivos que favorecem a protonacdo das espécies presentes no meio
reacional, a reagdo foi estudada agora utilizando reagentes marcados com
“etiqueta” de carga, que surgem como um novo conceito no estudo de
mecanismos de reacao. Os espectros obtidos mostraram os ions intermediarios de
interesse com grande intensidade refletindo com maior precisdo a composicao
ibnica do meio reacional. Praticamente ndo foram observados interferentes, uma
vez que nao é adicionado ao meio reacional acidos ou bases que podem interferir
no equilibrio da reacao além de trazer interferentes para o meio

O estudo utilizando o aldeido marcado possibilitou a deteccdo de um
namero superior de intermediarios que aqueles que haviam sido detectados no
estudo utilizando os reagentes ndo marcados. Foram detectados intermediarios
participantes das vias aminocrotonato + Knoevenagel, 1,5 Dicetona + aménia e
aminocrotonato + aldeido que continham o aldeido marcado com a “etiqueta” de
carga. Adicionalmente, avaliando a intensidade relativa do intermediario 6adf em
relacdo aos demais intermediarios da via (13adf, 14adf e 15adf) vemos a
concordancia dos dados com os j& anteriormente propostos por Katrizky’® no qual
a etapa lenta da reacao seria a adicdo de Michael do aminocrotonato ao produto
de Knoevenagel levando, desta forma, a um acumulo do intermediario 6adf no
meio reacional.

No estudo realizado utilizando o composto dicetbnico marcado em conjunto
com o acetoacetato de etila convencional mostrou uma maior tendéncia para a
formacao do produto monocarregado, enquanto que a reagdo empregando apenas
0 composto marcado nao levou a formacgéao predominante do produto dicarregado
uma vez que este seria um produto mais instavel levando predominantemente a
fragmentacoes. Apesar disso foi possivel a deteccdo de intermediarios
importantes para o mecanismo, intermediarios estes tais como a enamina 1bcfii,
que nado havia sido detectada no estudo com o aldeido marcado uma vez que o
sitio de carga nao estava presente neste composto.
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Por fim o estudo empregando os reagentes marcados combinados em uma
mesma reacao mostrou-se, para o caso onde utilizou-se acetonitrila e temperatura
ambiente, eficaz na deteccdo de intermediarios reacionais uma vez que foram
identificados quase todos os intermediarios caracterizados nos demais estudos e
isto em uma mesma reacao. A presenca da carga ndo se mostrou como barrerira
para a formacao de intermediarios di ou tri-carregados que foram de forma eficaz
detectados no meio reacional. Uma vez que a reacdo nao empregou temperatura
foram observados poucos fragmentos sendo, portanto, os intermediarios da
reacao as espécies predominantes no espectro.
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Capitulo IV: Reagentes Marcados com “Etiqueta” de
Carga Aplicados ao Estudo On-line do Mecanismo da
Reacao Multicomponente de Hantzsch por V-EASI-MS

4.1 Introducao

4.1.1 A Espectrometria de massas ambiente e o estudo de mecanismos de

reacoes

O desenvolvimento de técnicas a pressdao atmosférica permitiram a
investigacdo direta de reagbes quimicas em solucdo por espectrometria de
massas. O monitoramento online de uma reagdo organica em andamento € (util
nao apenas para monitorar a formagao do produto e o andamento da reacédo, mas
também para um estudo de mecanismo mais detalhado, permitindo a detecgcao de
intermediarios transientes presentes no meio reacional que serdo de extrema
importancia para a elucidagédo do mecanismo da reagéo.

Quando falamos em monitoramento online de uma reacdo quimica por
espectrometria de massas por meio de técnicas a pressdao atmosferica, faz-se
necessario o uso de reatores, nos quais diferentes solucbes reagentes sao
misturadas e diretamente infundidas no espectrémetro de massas. Esta técnica
permite um monitoramento constante, capaz de detectar mudancas sutis no meio
reacional através da captura de espécies transientes com tempos de vida na
ordem de milisegundos. Em um caso mais simples o reator pode ser a prépria
seringa de injecdo, tornando possivel o monitoramento de reacbes que
apresentem uma cinética bastante acelerada.

Entretanto, considerando as condicoes pelas quais uma reacado é
conduzida, nem sempre o uso destes reatores reproduz o ambiente reacional.
Condicées como agitacdo vigorosa e homogénea, temperatura, atmosfera inerte
ou mesmo uso de ultrasom sao fatores que dificultam este monitoramento real

online da reagdo em andamento.
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Neste contexto, o uso de técnicas ambiente como ferramenta de estudo
para mecanismos de rea¢des em seus frascos reacionais originais corrobora para
a elucidacdo de mecanismos e cinéticas reacionais cada vez mais proximos dos
propostos.

Algumas técnicas ambientes ja foram usadas em investigacdes online de
mecanismos de reagdes, como a Low Temperature Plasma lonization (LTPI)* e a
Membrane Introduction Mass Spectrometry (MIMS)® acoplada a técnicas
ambiente. Entretanto, estas técnicas exigem instrumentagdes complexas, além de,
em alguns casos, restringir a analise de certos compostos o que dificulta sua

aplicacao geral.

4.2 Objetivos especificos

A nova fonte de ionizacdo ambiente (V-EASI-MS) foi utilizada no
monitoramento online da reagdo multicomponente de Hantzsch possibilitanto a

construgao de uma curva cinética que auxilie no entendimento do mecanismo.

4.3 Parte experimental

Neste trabalho a nova fonte de ionizacdo (V-EASI-MS), cujo
desenvolvimento foi discutido no Capitulo | desta dissertacao, foi empregada no
estudo online do mecanismo da reagdo multicomponente de Hantzsch, cujo
mecanismo ja foi previamente estudado por ESI-MS, conforme descrito no
Capitulo Il também desta dissertacao.

Na fonte V-EASI a ionizacdo por sonic spray é assistida apenas por N
comprimido a 10 bar a um fluxo de 3,5 L min™'. A amostra é auto-succionada a um
fluxo de aproximadamente 20 uL min” (considerando metanol como solvente) por
efeito Venturi (sem auxilio de bomba injetora) através de um capilar de silica
fundida com 100 e 125 um de diametro interno e externo respectivamente.

65 a) Allen, T. M.; Falconer, T. M.; Cisper, M. E.; Borgerding, A. J.; Wilkerson, C. W. Anal. Chem.
2001, 73, 4830. b) Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Eberlin, M. N. Anal. Chem. 2000, 72, 2166.
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Nenhum aquecimento ou voltagem € aplicado durante o processo de ionizacéo.
Esta fonte foi, neste estudo, acoplada ao equipamento HCT Bruker (Bremen —
Alemanha) com analisador de massas do tipo lon Trap tridimencional.

O monitoramento online da reagdo multicomponente de Hantzsch foi
realizado empregando o acetoacetato de etila e acetato de amébnio obtidos
comercialmente (Sigma - Aldrich Co) e utilizados sem previa purificagdo. Foi
utilizado também o iodeto de p-trimetilamoéniobenzaldeido, reagente marcado com
“etiqueta” de carga que, conforme mencionado anteriormente, foi sintetizado e
cedido pelo Professor Dr. Simon J. Garden da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ).

A recao foi montada, da maneira convencional, em um baldo de fundo
redondo (10 mL) contendo 2 mL de etanol (J.T. Baker - Phillipsburg, NJ — USA),
ao qual adiciona-se 0,1 mmol do acetoacetato de etila, 0,1 mmol de acetato de
amdnio e 0,1 mmol de aldeido marcado. A solucédo reacional permanece sob
agitacao e aquecimento em banho de 6leo a 60°C durante todo o tempo.

Ao invés de aliquotas serem retiradas da reacao, conforme descrito para o
estudo realizado por ESI-MS (Capitulo 1l), neste estudo o capilar de silica presente
na fonte V-EASI foi introduzido na solugédo reacional por meio de uma agulha,
sendo a reacdo deste modo, auto-succionada por efeito Venturi e analisada
diretamente pelo espectrometro de massas, conforme pode ser observado na foto
mostrada na Figura 30.
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Figura 30: Monitoramento online da reagdo multicomponente de Hantzsch por V-EASI-MS.

Devido ao reduzido volume de solvente utilizado na reacéo e elevado tempo
reacional o monitoramento n&o foi, neste caso, continuo. O capilar de silica da
fonte V-EASI era mantido no solvente de analise, no caso foi utilizado o etanol e
em tempos determinados o capilar era introduzido na reagdo onde era mantido por
cerca de 30 segundos, sendo o spray direcionado diretamente ao espectrémetro
de massas com a fonte posicionada a 90° em relagéo a entrada do equipamento.
Este angulo mostrou-se como o mais adequado a este tipo de analise uma vez
que seriam empregadas apenas amostras liquidas (V. -EASI) levando assim a uma
melhor eficiéncia com menor contaminacao. A reacao foi acompanhada ao longo

de 4 horas e os espectros foram adiquiridos na faixa de m/z 50-1000.
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4.4 Resultados e discussao

4.4.1 Reagentes marcados com “etiqueta” de carga aplicados ao
monitoramento on-line da reacao multicomponente de Hantzsch por V-
EASI(+)-MS

A reacgao de Hantzsch monitorada por V-EASI-MS empregou o iodeto de p-
trimetilambniobenzaldeido (reagente marcado), acetoacetato de etila e acetato de
amodnio, a reacao foi feita em etanol e nenhum aditivo foi empregado na reacgao.
As aliquotas da reacado foram coletadas com auxilio de uma agulha pela qual o
capilar de silica da fonte V-EASI foi introduzido, ndo havendo, portanto a
necessidade de abertura do frasco reacional.

A reacao foi monitorada durante 4 horas e a intensidade relativa dos ions
de interesse, previamente selecionados com base no estudo mecanistico descrito
no Capitulo I, foi transferida para uma planilha do softwere Origin 8® gerando o
grafico mostrado na Figura 31.

No gréfico estao representados com simbolos vazados os ions referentes a
um dos reagentes (m/z 164) uma vez que 0s demais ndo aparecem no espectro
visto que ndo possuem a “etiqueta” de carga em suas estruturas. Além disso o
produto (m/z 387) também se encontra destacado com simbolo vazado, enquanto
qgue os demais intermediarios sdo mostrados com simbolos cheios.

Vemos, portanto, que no inicio da reacdo temos uma predominancia do
aldeido reagente de m/z 164 além da rapida formacao do intermediario 5adf de
m/z 294. E possivel observar pelo grafico que este intermediario sofre uma rapida
desidratacdo levando a formacdo um segundo intermediario produto de
Knoevenagel 6adf de m/z 276 que tem o seu maximo de intensidade ja por volta
dos 30 minutos iniciais da reacdo. Podemos notar que o aumento do ion de m/z
276 acompanha o decréscimo do reagente de m/z 164 sendo este quase que
totalmente consumido ao final da reagéo.

O intermediario de m/z 276 permanece, durante um grande periodo do

monitoramento, como o ion mais intenso no espectro. Neste ponto torna-se claro
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que a etapa subsequente de adicdo de Michael do aminocrotonato 1 ao produto
de Knoevenagel 6 é de fato a etapa lenta da reacao uma vez que fica evidente o
acumulo deste intermediario no meio reacional.

A presenca dos demais intermediarios de m/z 405, 406 e 423 ¢ discreta,
uma vez que estes sdo formados e consumidos logo na sequéncia nao vemos
uma acumulo dos mesmos no meio reacional. Em contrapartida a formacgao destes
intermediarios leva a formagdo do produto de Hantzsch 4adf de m/z 387 que

aumenta exponencialmente com o andamento da reacao.
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Figura 31: Curva cinética obtida por V| -EASI(+)-MS para o monitoramento da solucao reacional da
reagdo multicomponente de Hantzsch.

Deste modo, vemos que a curva obtida demostra com clareza o progresso

normal da reacdo multicomponente de Hantzsch.
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4.5 Conclusao

Estes resultados mostraram que a nova fonte de ionizacdo V-EASI foi
eficiente no monitoramento online da reacao multicomponente de Hantzsch. Este
monitoramento foi feito com minima interferéncia no andamento da reacdo uma
vez que as solucdo reacional pode ser analisada sem que houvesse a
necessidade de abertura do frasco reacional e além disso, o proprio solvente da
reacao foi utilizado para formacdo do spray do V-EASI, sem a necessidade de
diluicbes em outros solventes, ou mesmo de adi¢do de aditivos (isto devido ao fato
de utilizarmos reagentes marcados com a “etiqueta” de carga).

O grafico obtido demonstra o andamento da reacdo, sendo possivel
identificar a etapa lenta da reacdo por meio do acumulo do intermediario 6adf de
m/z 276 dados estes que estdo de acordo com os resultados descritos na
literatura®®. Deste modo foi demosntrado que a fonte de ionizagdo ambiente
Venturi easy ambient sonic spray ionization (V-EASI) é eficaz para o

monitoramento online de reagdes organicas em solucao.
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Conclusao Geral

Uma nova fonte de ionizacdo ambiente, simples, de facil montagem e
operacao, que possibilita a analise tanto de amostras liquidas (V.-EASI) como de
amostras solidas (Vs-EASI) através do autobombeamento por efeito Venturi, foi
desenvida e algumas aplicacbes foram demosntradas para exemplificar sua
versatilidade.

A técnica V-EASI utiliza a alta velocidade do gas, que pode ser nitrogénio
ou ar, para proporcionar dois processos fundamentais para a ionizacdo: o auto-
bombeamento do analito ou solvente por meio do efeito Venturi e a ionizacao por
sonic spray. Uma vez que a V-EASI ndo usa voltagem, aquecimento ou radiacéo
seu processo de ionizagao é livre de interferéncias termicas e elétricas sendo uma
técnica branda minimizando processos de fragmentacao.

Embora a intensidade absoluta dos ions analitos pareca menor que o obtido
em técnicas que empregam sprays de alta voltagem, em V-EASI vemos uma
reducao do ruido quimico que portanto eleva a reacao sinal/ruido proporcionando
um espectro mais limpo com menor formacdo de dimeros, adutos e fragmentos
com o sinal concentrado na espécie ionica de interesse reduzindo assim efeitos de
supressao.

O modo dual de operacdo em ambos (+/-) modos idnicos devido a formacéao
de um spray bipolar, bem como via os modos V| -EASI ou Vs-EASI para amostras
liquidas ou solidas, contribui para a flexibilidade e ampla aplicacdo da técnica V-
EASI em diversos tipos e amostras.

A possibilidade de andlise e de biomoléculas em &agua pura, sem a
necessidade de adicdo de solventes, mostra-se atrativa para a analise de
proteinas e peptideos em solucdes fisioldgicas e fuidos biolbgicos.

Deste modo a fonte V-EASI foi desenvolvida e algumas aplicacbes foram
demosntradas, exemplificando assim sua versatilidade e simplicidade tal como se
propde as técnicas classificadas como espectrometria de massas ambiente.

No segundo capitulo a reagdo multicomponente de Hantzsch foi estudada

utilizando tanto reagentes marcados com a “etiqueta” de carga como os reagentes
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convencionais para a reagcdo. De um modo geral a via aminocrotonato +
Knoevenagel foi considerada predominante para a formacédo do produto 1, 4-
dihidropiridina, embora haja a participacdo de outras vias como a 1,5 dicetona +
amodnia também acontecendo no meio e possivelmente também podendo levar ao
produto final. Foram detectados também intermediarios de vias paralelas que
encontram-se em equilbrio no meio reacional servindo como estoque de reagentes
haja vista que a etapa de adicdo de Michael do aminocrotonato ao intermediario 6
€ a etapa lenta da reacgéo.

Foi realizado, neste trabalho um estudo inédito no qual diversos
intermediarios da RMC de Hantzsch foram detectados por meio da nova proposta
de estudo de mecanismos de reacdes: empregando reagentes marcados com
“etiqueta” de carga. Estes reagentes possibilitaram a deteccdo de um maior
namero de intermediarios reacionais se comparado ao estudo sem o uso destes
compostos. Além disso o estudo foi realizado sem que houvesse interferéncia no
meio reacional pela adicdo de aditivos possibilitando, assim de maneira eficaz a
deteccao dos intermediarios, sejam eles transientes ou estaveis, contribuindo com
isso para a elucidagdo do mecanismo.

Por fim, no capitulo final a RMC de Hantszch foi estudada utilizando a nova
técnica de ionizacao V-EASI-MS e o monitoramento foi realizado de maneira
satisfatoria e todos os intermediarios interceptados durante o estudo realizado por
ESI-MS puderam ser também identificados por V-EASI. Deste modo esta técnica
surge como uma nova proposta para estudos de mecanismos de reagao, estudo
este que pode agora ser realizado com a minima interferéncia no meio reacional,

reproduzindo, assim de forma mais fiel 0 mecanismo da reacdo estudada.
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