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RESUMO

Aplicagbes de Tecnicas Modernas de Espectrometria de Massas em Quimica

Analitica e em Estudos de Mecanismos de Reacgdes na Fase Gasosa

Palavras chaves: Espectrometria de Massas, Mecanismos de Reacéao,
Compostos Volateis e Semi-voléteis, Cerveja.

Aluna: Lilian Lacia da Rocha
Orientador:Prof. Dr. Marcos Nogueira Eberlin

Neste trabalho utilizaram-se técnicas de espectrometria de massas para se
realizar analises quantitativas de compostos semi-volateis presentes em
preparagdes farmacéuticas, para tipificacdo de amostras de cervejas nacionais e
importadas e no monitoramento de reagbes em meio aguoso e em fase gasosa.
Estes estudos foram divididos em seis partes.

O monitoramento de reac¢bes de biotransformacao foi realizado de modo a
se verificar a formagao dos produtos de reducio a partir de substratos contendo
grupos carbonilicos utilizando-se uma levedura encapsulada em alginato de calcio.
Pelo monitoramento de tais processos utilizando a técnica MIMS, tornou-se
possivel observar a conversao dos substratos utilizados nos produtos da reacsao.

De modo a realizar analises quantitativas de acido acetilsalicilico (AAS),
vitamina C{&cido ascorbico) e cafeina em amostras de preparagdes farmacéuticas
a teécnica de DIMP/T&R-MIMS foi utilizada de modo a fornecer mais uma
alternativa de analise de tais compostos na matriz selecionada em adicdo as
técnicas ja descritas na literatura.

Dando seqléncia ao trabalho, o estudo de um conjunto de amostras de
cervejas nacionais ¢ importadas de diferentes estilos foi realizado utilizando-se a
técnica de ESI-MS para a tipificacac destas amostras de cerveja uma vez que as
caracteristicas distintas de cada tipo de cerveja sio refletidas em seus espectros

de massas respectivos. Andlise de componentes principais (PCA) aplicada aos



espectros de massas obtidos também foi utilizada neste caso para se realizar uma
classificacBo destas amostras.

De modo a se verificar os intermediarios transientes formados em solucdo
durante a reacdo entre o reagente de Tebbe e vinil-éteres z solucio contendo as
especies formadas durante esta reagdo foi transferida para a fase gasosa
utilizando-se a técnica de APCI-MS (lonizacdo quimica a pressdo atmosférica
acoplada a um espectrdmetro de massas). Para se obter informactes estruturais
sobre os intermediarios formados duranie a reagio a técnica de APCI-MS/MS
(lonizacdo quimica a pressdo atmosférica seguida por dissociagdo induzida por
colisdo com um gas inerte) foi utilizada. O fato dos intermedidrios de reagao serem
transientes torna impossivel a utilizag&o de técnicas espectroscopicas tradicionais
{RMN, UV, etc.} para 0 monitoramento deste tipo de reacao.

Utilizando-se espectromeiria de massas seqliencial, cations halocarbonila
XCO" (X=F, Cl, Br) foram reagidos com composios aromaticos em fase gasosa de
modo a se promover a funcionalizacao seletiva e a ativacso da ligacao C-H inerte
de composios aromaticos (M-H) via carbonilagdo idnica. Além da reacdo de
carbonilagéo foram observadas também a reacdo de transferéncia de elétron e a
reagao de transferéncia de halogénio.

Finaimente, compostos isoméricos foram caracterizados por reacles
diagnoésticas em fase gasosa com acetonitrila utilizando um espectrdmetro de
massas pentaquadrupolar. Desta forma pretendemos caracterizar toda uma classe
de compostos que contém cations hidroxi- e amino-benzoila diagnésticos em
comum,
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ABSTRACT

Applications of Modern Techniques of Mass Spectrometry in Analytical
Chemistry and in Studies of Mechanisms of Reactions in the Gaseous Phase

Keywords: Mass Spectrometry, Mechanism of Reaction, Volatile and Semi-volatile
Coumpounds, Beer.

Author: Lilian Licia da Rocha.
Adviser: Prof. Dr. Marcos Nogueira Eberlin.

in this work techniques of mass spectrometry were used to quantify semi-
volatile compounds in pharmaceutical preparations, for fingerprint of samples of
national and imported beers and in the reactions monitoring in aguecus media and
in gaseous phase. These studies had been divided in six parts.

The biocatalisys reactions monitoring were carried in order to verify the
formation of the reduction products from reagents containing carbonyl groups using
saccharomyces serevisiae. The monitoring of such processes using the MIMS
technique became possible to observe the conversion of reagents used in the
products of the reaction.

in order to quantify acetyisalicylic acid (AAS), ascorbic acid (Vitamin C) and
caffeine in samples of pharmaceutical preparations the DIMP/T&R-MIMS
technique was used in order to supply one more alternative of analysis of such
compounds in the matrix selected in addition the described techniques already in
literature.

Giving sequence to the work, the study of a set of samples of national and
imported beers of different styles was realized using ESI-MS for the fingerprint of
these samples of beer once that the distinct characteristics of each type of beer
are reflected in its respective mass spectras. Analysis of principal components
(PCA) applied to the mass spectras aisc was used to to carry through a
classification of these samples.



In order to verify the transient intermediates formed in solution during the
reaction between Tebbe's reagent and vinyl-ethers the solution containing the
species formed during this reaction was transferred fo the gaseous phase using
the APCI-MS technigue (Atmospheric Pressure Chemical lonization connected to a
mass spectrometer). To get structural informations on the intermediate formed
during the reaction the APCI-MS/MS technique (Atmospheric Pressure Chemical
lonization followed by CID with an inert gas) was used. The fact of the reaction
intermediates 1o be transient especies becomes impossible the use of traditional
spectroscopic techniques (RMN, UV, etc.) for monitoring of this type of reaction.

Using pentaquadrupole mass spectrometer halocarbonyl cations XCO™ (X =
F, Cl, Br) were reacted with aromatic compounds in gaseous phase in order fo
promote C-H bond activation of aromatic compounds (M-H) via gas-phase ionic
carbonylation. This novel reaction occurs via electrophilic addition followed by
prompt HX elimination, forms the respective acylium ions (M—CO+), and
competes with electron abstraction and X transfer.

Finally, isomeric compounds were characterized by gas-phase structurally
diagnostic ion-molecule reactions with acetonitrile using a pentaguadrupole mass
spectrometer. This way we intend to distinguish many sets of homologous isomeric
ortho, meta and para-acyl and amidyl anilines and phenols with diagnostic
fragment ions formed upon 70 eV Ei of the isomeric precursor molecules.
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Capitulo |

INTRODUCAO

1.1 - A ESPECTROMETRIA DE MASSAS E SUAS POTENCIALIDADES

Grandes avangos recentes em instrumentacdo e o desenvolvimento de
novas tecnicas revitalizaram acentuadamente a Espectrometria de Massas (MS),
que se constitui hoje em uma das mais abrangentes técnicas instrumentais em
ciéncia, com ampias aplicagBes em diversos campos da quimica, biologia e
ciéncias medicas e fecnolégicas. Com seus novos horizontes, e amplas
perspectivas de desenvolvimento, a MS vem se consoclidando como uma
ferramenta extremamente versétii e essencial em ciéncia. Desde pesguisas
aplicadas até as mais fundamentais, a MS tém exercido papel de grande
destaque, comn crescente atuacao.

Aplicagbes tradicionais da MS, como os especiros de massas obtidos de
amostras puras atraves das técnicas de El (lonizagao por Elétrons) e Cl (lonizacéo
Quimica), ja s&o largamente reconhecidas como das mais poderosas em analises
estruturais de uma ampla variedade de classes de compostos, € de misturas
guando associada a tecnicas separativas.

O desenvolvimento de espectrdmetros de massas de estagios multiplos,
como os triplo- e pentaquadrupolos, “ion-fraps” e aparelhos de setores multiplos
{(EB, BE, EBE, etc.) e também os hibridos (como os BEQuQ) constituiram também
eventos muito importantes, permitindo o acesso a técnicas de MS" e o aumento
significativo de suas potencialidades analiticas. Analises estruturais de ions Dre-
selecionados realizados através de processos de dissociacdo ou reaces
fon/molécula permitem informagbes analiticas bem mais detalhadas guando
comparadas agueias obtidas através de espectros de massas simples. Com
técnicas MS", obtem-se ndo somente a razdo massa/carga (m/z) dos ions, mas
tambem informagdes sobre as estruturas individuais de cada um destes ions,
permitindo portanto a ‘“reconstrugdo” por partes da estrutura da molécula
precursora. Analises de misturas diretamente por MS” também se torna possivel,
visto que ions de cada um de seus constituintes podem ser individualmente

1



separados e analisados. Desta forma, pode-se analisar misturas de compostos
para as quais separaches cromatograficas nfo sdo indicadas. Estudos detalhados
de importantes intermediarios idnicos, ou fons de diferentes classes, sem a
influéncia de solventes ou contra-ions, podem também ser realizados com grande
refinamento, permitindo estudos fundamentais de reatividade, descoberta e
propostas de novas reagfes, e determinacdes de propriedades termodinamicas.

Dois grandes eventos no desenvolvimenio e na ampliagdo da gama de
aplicacbes de MS ocorreram no inicio dos anos 90 com os desenvolvimentos das
técnicas MALDI-TOF (“Matrix-Assisted Laser Desorption lonization - Time-of-
Flighty e ESI-MS (“Electrospray’-MS)." Através de conceitos simples, mas
revoiucionarios, moléculas termoldbeis, ions em solugdo, complexos organo-
metalicos, polimeros e moléculas de elevadas massas moleculares {até 1Mu ou
mais}, enfim especies antes ndo adequadas as técnicas classicas de ionizacido em
MS, podem hoje ser analisadas com facilidade ou por MALDL-TOF ou por ESI em
espectrometros de massas convencionais. Massas moleculares de proteinas,
polimeros e outras macromoléculas tém sido determinadas com precisdes nunca
antes alcancadas por outros métodos, aiém de intmeras novas aplicagdes para
moleéculas menores de diversas classes. Estas novas técnicas de ionizacao tém
assim projetade a MS em novas areas, com destaque para a bioguimica, ciéncias
meédicas e de materiais. As técnicas MALDI-TOF e principalmente ESI-MS
consolidaram portanto a MS como a técnica instrumental de mais amplo espectro
de aplicacbes em ciéncia.

.2 - MONITORAMENTO DE COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS (VOCs) E
SEMI-VOLATEIS (SVOCs)

A técnica MIMS (Espectrometria de Massas por Introducso via Membrana)
vem sendo aprimorada nos Gitimos anos e tem se tornado uma das técnicas mais
simples, rapida e sensivel para as andlises de compostos organicos volateis® e
semivolateis™ nao apenas em agua bem como em outras matrizes como ar e
solo.”"" A técnica MIMS esta se desenvolvendo rapidamente e apresenta elevado
potencial em quimica, com um nUmero crescente de aplicacdes em quimica
ambiental e também bioquimica € no monitoramento de processos quimicos e



bioldgicos. MIMS pode ser aplicada para o monitoramento de processos quimicos
em tempo real e em “in-sit”,'*"® tais como: (a) a conversdo de cloro a
cloraminas, uma reagéc ambiental relevante durante o processo de tratamento de

agua, por exempio; %™

{b) cloracao de fenol & compostos relacionades, modelos
de &cidos hamicos, por hipoclorito de sédio)'® (¢) oxidacio de derivados de
benzeno pelo reagente de Fenton;®® (d) Fotélise de aril-metil-éster em solugao
aquosa e em solugdo metandlica;?’ {(e) Hidrdlise da epicloroidrina, um composto
representative na indistria de polimeros;® (f) hidro-desclorinagéo catalitica de
cloretos aromaticos, um importanie processo para tratar compostos

organoclorados.?

1.2.1 — Breve histérico e descricdo da téonica MIMS.

Em 1963, a técnica MIMS foi utilizada por Hoch e Kok®** para o
acompanhamento “in sifu” da cinética da fotossintese, alravés de medidas de
oxigénio e didxido de carbono. Este estudo foi seguido por varios outros estudos
fotoquimicos por MIMS.>*% Qutra aplicagido inicial das membranas em
espectromelria de massas foi sua utilizagdo como interface entre aparelhos
cromatogréficos e espectrdmetros de massas.?® AplicacGes para a cinética de
reacbes biologicas incluem os trabalhos pioneiros de Calvo e colaboradores® e
Degn e Kristenson™. Aplicagbes para o monitoramento de sistemas de reacao
foram introduzidos por Westover ¢ Tou®' que estudaram compostos orgénicos
volateis (VOCs) tais como cloroférmio, hexano e metanol. Reuss e colaboradores™
adaptaram o sistema montado por Westover e Tou para o monitoramento “on-fine”
de fermentacgdo, uma area na qual MIMS apresenta substancial aplicaggo.’*

Na verdade, quande aiguém se refere ao usoc da técnica MIMS em um
experimento qualquer, deve-se pensar em uma analise feita por um espectrémetro
de massas (MS) onde a particularidade estd na forma como a amostra &
introduzida no mesmo. A simpiicidade, sensibilidade, baixo custo e deteccac muite
préxima ao tempo real, e suas aplicacdes tem tornado a técnica MIMS®® um
metodo especialmente atraente para a analise de compostos organicos volateis
(VOCs), em amostras ambientais.’



Espectrometria de Massas por Introducace via Membrana € uma técnica
analitica na qual uma membrana semipermeave! faz interface entre 2 amostrae o
vacuc do espectrdmetro de massas.

Em linhas gerais, MIMS se baseia na passagem seletiva de um analito,
geralmente dissolvido em agua, por uma membrana semipermeavel (lipicamente
polidimetilsiloxano, também conhecido como silicone) ¢ qual é entdo conduzido
até a fonte do espectrometro de massas (Figura 1). O processo conhecido como
pervaporagéo provoca um enriquecimento do analito e pode ser dividido em trés
etapas: ¥
1- adsorcao do analito a superficie da membrana;

2- difusdo deste ao longo da espessura da membrana;

3- dessorgao da superficie da membrana na regido de vacuo.

Camara de lonizacdc  Membrana

Sy

“

Saida de Amostra

Entradé de Amostra

Componentes do analisador  Filamento
Quadrupciar

Figura 1 - Esquema geral de MIMS utilizando lonizacgéo por Elétrons (El) para

ionizar 0s analitos que permeiam através de uma membrana planar de silicone.

Uma vez na regido de vacue, ¢ analifc chega até a fonte podendo ser
jonizado tanto por ionizag&o por elétrons (El}, como por ionizagao quimica (C1).

O fato da vazao da matriz (contendo os analitos), usualmente agua ou ar,
através da membrana ser proporcionalmente menor que a vazio dos analitos
organicos de interesse resulta em um enriguecimento dos analitos na membrana.
Este fato acarreta limites de detecgio menores para os analitos, chegando a
niveis de ng L™ para analitos em agua e a niveis de ng m™ para analitos em ar.
Outras vantagens importantes oferecidas por MIMS s&o (i) o0 método é rapido, (i)

néc & necessario um pré-tratamento da amostra {como extragbes, derivatizagGes,
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etc), {iii) o custo por amosira € baixo, (iv) solventes nao sio utilizados, (v) MIMS
pode ser utilizada para monitoramento continuo a longo prazo de processos
ambientais, bioquimicos e quimicos e (vi) permite facil interfaceamento com
qualquer espectrometro de massas (setoriais, quadrupolares e por armaditha de
ions).*®

Varios modelos de dispositivos vém sendo desenvolvidos desde a invencao
feita por Hoch e Kok, sendo possivel dividi-los em duas classes principais
{Figura 2):
a - os dispositivos onde a membrana fica no final da linha de fransferéncia,
distante da fonte de ions.
b - os dispositivos onde a membrana fica na entrada da fonte de ions (insercé&o
direta).®®

Fonte
a3

Allo Vacus

Espectrometro

Sohuglio
Agquosa

Membrana

Solugdo Aquosa

Figura 2 — Andlise por MIMS através de: (a) Dispositivo de Insercdo Distante e (b)
de Insergao Direta.



O dispositivo de insergao direta, por diminuir o efeito de meméria observado

para o dispositive de insercdo distante, veio aprimorar a técnica MIMS,

1.2.2 — A técnica de DIMP/T&R-MIMS .2

A técnica de DIMP/T&R-MIMS® é uma técnica derivada da técnica MIMS,
Ela é costituida por uma sonda de membrana de insercéo direta removivel {DIMP)
para analise combinada em nivel de trago de compostos orgdnicos volateis
(VOCs) e compostos orgénicos semi-volateis (SVOCs). Neste método, compostos
organicos semivolateis (SVOCs) sdo pré-concentrados dentro de uma membrana
tubular que passa diretamente através da fonte de ions. Uma fenda na fonte
paralela tanto & membrana como ao filamento permite a radiacdo aquecida do
filamento bombardear a superficie da membrana continuamente. Durante o
periodo de amostragem, a membrana € mantida resfriada pelo fluxo continuo de
um liquido (tipicamente agua) através de seu interior. Contudo, durante uma
pequena interrupgao do fluxo do liquido a membrana é rapidamente aquecida a
uma temperatura superior a 300 °C e os compostos organicos dissolvidos na
membrana sao liberados deniro da fonte de ions. Desta forma, um pico de
dessorcdo é obtido.® O sistema DIMP/T&R-MIMS promove, durante ¢ passc de
dessorgdo térmica necessario para a andlise de SVOCs, um aquecimento
uniforme e rapido da membrana e ionizacéo eficiente. Portanio, a sensibilidade é
acentuada e os efeitos de meméria séo reduzidos em comparacdo com a técnica
T&R-MIMS inicialmente desenvolvida.®

Perfil do Sinal: A Figura 3 mostra o perfil tipico de um sinal para uma analise
DIMP/T&R-MIMS, utilizando uma solugdo de p-naftol 25x10° mol L. ©
experimento foi realizado utilizando monitoramento de ion seletivo {(SIM). O sinal
escolhido para o monitoramento do B-naftol foi seu jon molecular de m/z 144. No
momento em que a solugdo comeca a fluir através do sistema (a), pode ser
observado um aumento na intensidade do sinal, correspondendo a resposta do
sistema em seu modo MIMS convencional, porém este aumento & pouco
significativo, ndo permitindo uma analise a baixos limites de deteccdo. O fluxo de
amostragem € interrompido (b) e, quando o ar alcanga a membrana (¢} a
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temperatura aumenia rapidamente. Entdo, o composto pré-concentrado é
eficientemente liberado para a fase gasosa. Desta forma, a intensidade do sinal
aumenta e apss alguns segundos decresce novamente, produzindo assim um
sinal bem definide e consideravelmente estreito. Para o B-nafiol foi obtido um
sinal aproximadamente 50 vezes mais intenso em refacdo ao obtido utilizando a
tecnica MIMS. Quando o fluxo de ar termina {d) e a 4gua é novamente bombeada
através do sistema, a membrana é rapidamente resfriada, fazendo com que o sinal

retorne a linha base.

8 5 10 15 20 25 30
Tempo {s)

Figura 3 - Perfil do sinal do sistema DIMP/T&R-MIMS utilizando © modo de
varredura SIM para uma solugdo de B-naftol 25x10° mol L. {a) inicio do
bombeamento da soiugo; (b) introducio de ar no sistema; {c) chegada do ar a
membrana; {d) chegada de agua & membrana; {e) primeira limpeza; {f} segunda

limpeza.

Efeito de Memdria: A limpeza da membrana para a eliminacdo dos SVOCs
residuais & realizada da seguinte maneira: bombeia-se agua por 1 min, apos isso
interrompe-se o fluxc de agua deixando o ar passar pela membrana, aquecendo-a.
Esta etapa é repetida até que a membrana esteja completamente limpa. Os
SVOC s&o quase que completamente eliminados na primeira lavagem como pode

ser observado na Figura 3, e a limpeza torna-se completa na segunda lavagem,
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resultando somente © pico de dessorgio (f). A abundéncia deste pico é
praticamente igual ao aumento da linha base ocasionada pelo aquecimento da
prépria membrana, ou seja, do ruido quimico da membrana.®

No sistema T&R-MIMS inicialmente desenvolvida,® por ser utilizado
somente um filamenio, a face da membrana que n&o fica voltada para o filamento
ndo & aquecida de maneira eficiente durante a etapa de dessorcdo, tornando
desta forma o sistema mais suscetivel a efeitos de meméria. O aguecimento
uniforme da membrana promovido pelo sistema DIMP/T&R-MIMS resulta em uma
dessorgao termica uniforme melhorande a sensibilidade do sistema e reduzindo

possiveis efeifos de memoria, consequentemente diminuindo ¢ tempo de analise.

Aquisicdo de Espectros de Massas Completos: O pico DIMP/T&R-MIMS tem
tempo de duragadc consideraveimente curfo, mas mesmo assim este tempo &
suficiente para permitir a aquisic8o de vérios espectros de massa completos dos
composto que estdo sendo analisados. Isto permite gue se faga a identificacio do
analito com seguranca. A Figura 4 mostra exemplos de espectros de massas
completos obtidos através de analises utilizando o sistema DIMP/T&R-MIMS. Os
espectros foram adquiridos no tempo de dessorgdo maximo (2min) utilizando
soluggo diluida (25x10° mol L) de alguns SVOCs de relativa importancia. Os
testes preliminares mostraram a eficiéncia do sistema para anslise de alguns
compostos organicos tais como: benzo[a]pireno, B-naftol, nicotina, fenantreno,
acido latico, dimetilsulfoxide {DMSQ) e cafeina.
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Figura 4 - Espectros de massas (El a 70eV) cobtidos com o sistema DIMP/T&R-
MIMS. Solugbes aguosas (25x10°° mol Lh; (a)nicotina; (b) naftalenc;
{c) benzo[a]pireno; (d) acido lactico; (e} cafeina: {f} B-naftol.

Os resultados apresentados mostraram que a técnica pode ser utilizada
com eficiéncia em analise ambiental, principaimente para amostras liquidas
contaminadas com compostos tais como: fenol, fendis clorados, e compostios
poliarematicos.

1.3 — IONIZACAO A PRESSAC ATMOSFERICA

Espectrometros de massas tém sido usados para o estudo de processos de
ionizagac a presséo atmosférica. Desta forma, os ions podem ser levados da fase
liquida para a fase gasosa se uma solucdo de uma amostra idnica ou poiar &
introduzida dentro de uma fonte de ionizacdo a pressao atmosférica utilizando-se
fonizag@o por Electrospray (ESI). Por outro iado, analitos de moderada a baixa
polaridade, e fambém compostos nac-polares, e com massas moleculares
pequenas a medias serdo volatilizados por sua passagem através de um

nebulizador aquecido e s&o0 ionizados a pressdo atmosférica por ionizacdo



quimica promovida por fons do solvente utilizando-se ionizacdo guimica a pressao
atmosférica (APCI).

Vejamos a seguir as particularidades e limitagbes de cada técnica para a
analise dos mais variados analitos a pressio atmosférica.

3.1 - A técnica de ESI-MS {(“Electrospray - Mass Spectrometry”)

Electrospray (ESI) e uma técnica suave de ionizacéo que tem revolucionado
a maneira que as moléculas sao ionizadas e transferidas para os espectrémetros
de massas para medida de massas e caracterizacdo estrutural®® ESI temn,
portanto, expandido muito a aplicabilidade da espectrometria de massas para uma
variedade de novas classes de moléculas com instabilidade térmica e com
elevadas polaridades e massas. Espectrometria de massas com ionizacio por ESI
(e sistemas em tandem) tem sido principalmente (e de forma bem sucedida)
aplicada para as analises de biomoléculas.*"*® Por exemplo, a identificaggio e
sequenciamento de proteinas foram motivacao para o Prémio Nobel em guimica
de 2002 (John J. Fenn). Contudo, ESI-MS também tém se mosirado uma
poderosa técnica para a caracterizagdo estrutural de compostos organicos,
inorganicos e organometalicos™*® e tem também sido aplicado como um método
para rapida classificacBo de amostras “via impressdo digital” de misturas
complexas.®** A técnica de ESi é também extremamente rapida, com um tempo
medio de analise de poucos minutos, e, portanto, adequada para a analise de um
grande namero de amostras.®

A Figura § descreve o mecanismo de ionizacdc com a transferéncia dos
fons positivos das gotas do spray para a fase gasosa. O processo de ionizacao
por ES! & inovador, pois jons sdo formados em solucdo, e nao mais na fase
gasosa, eliminando-se entdo os problemas de volatilizacdc de substancias
termoiabeis e macromoléculas. A solugdo pode conter fons resultantes
simplesmente da dissolucio, por exemplo, de sais, ou ions formados por
protonagdo ([M+H]) ou desprotonacdo ([M — HJ ou complexacéo com cations) de
substancias acidas ou basicas com ampla faixa de pesos moleculares. Esta
solucao € entao submetida a um spray eletrolitico que oxida os fons negativos,
deixando as gotas produzidas no spray com excessc de fons positivos, ou
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alternativamente, através da reducio dos ions positivos, com excessc de ions
negativos. Atraves de uma contra-corrente de nitrogénio aguecido evapora-se o
solvente e reduz-se o volume da gota. Ocorre entdo repulsio crescente entre ions
de mesma carga, com possivel subdivisdo das gotas, e estes ions sac
eventualmente fransferidos para a fase gascsa em um processo brando e eficaz.
A partir desta etapa, operam 0s processos normais de analise, selecio e deteccio
de ions na fase gasosa por MS.
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Figura 5 - Mecanismo de lonizacao por Electrospray (ESI).

A técnica de ESI é também revolucionaria ao permitir a MS o acesso e o
estudo da quimica e estrutura de uma ampla variedade de ions antes inacessiveis
por MS classica com ionizagdo EI/Cl. Como exemplos podemos citar cations
metalicos dos mais variados obtidos por simples ionizagdo de solugdes aquosas
de seus sais; ions organometalicos, aminoacidos, peptideos, proteinas e
carboidratos em geral, e diversas substancias termoldbeis, ionizadas em soiucao
nas suas formas protonada, desprotonada ou complexada com cations metélicos.
A auséncia de dissociagdo devido & formacdc de ions “frios” em solucdc &
vantajosa para a analise de massas moleculares, mas dificulta a analise estrutural
detalhada. A combinag8c de ESI com técnicas de MS/MS (Figura 8) se mostra

entdo ideal e completa, pois, por exemplo, moléculas mono- ou multi-profonadas
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podem ser selecionadas pelo primeirc analisador de massas @ de um
equipamento triploquadrupolar, dissociadas por CID (dissociacéo induzida por
colisdo) em qz, e os fragmentos analisados entdo por Qa.
Sonda para Gas
de QI
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Figura 6— Combinacdo de ionizacdo por ES! com técnicas de MS/MS.

1.3.2 - A técnica de APCI-MS (“Atmospheric Pressure Chemical lonization —
Mass Spectrometry”)

O processo de ionizagdo na fase gasosa pode acontecer via 0s processos
idénticos aqueles ocorrendo nas fontes de ionizacdc quimica: transferéncia de
carga, captura de elétrons e reacdes ion-molécula.®

lonizagéo quimica a pressdo atmosférica (APCI) € um método de ionizagao
a pressado atmosférica utilizando uma descarga corona. As moléculas do solvente
sdo ionizadas primeiro, e entdo uma reacdo ion-molécula entre os ions do
solvente ionizados e as moléculas da amosfra levam a produgdo de ions
protonados ou desprotonados da amostra (Figura 7). APCI, inicialmente chamada
jonizacdo a pressdo atmosférica (API), foi desenvolvida por Horning e
colaboradores. Uma solugdo liquida volatil (Agua ou metanol, etc.) contendo os
analitos é introduzida em uma fonte de APC! a uma vaz&o constante de 0,5-2.0

mL/min., e as solugbes sdo nebuilizadas e vaporizadas sob aguecimento. Pela
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descarga corona, as moléculas do solvente sdc ionizadas para produzir ions do
solvente, que entdo reagem com as molécuias da amostra, produzindo sspécies
protonadas (M+H)", desprotonadas (M-H)" e associagdes com ions aménio (M +
NH.)" (quando acetato de amdnio ou tampao de formato de aménio é usado).®® A
maioria das reacdes fon-molécula em APCI envolve a quimica acido-base em fase

gasosa.®
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Figura 7 - Mecanismo de lonizagio por APCI.

APCl & uma técnica de ionizagio adequada para as analises de analitos de
moderada a baixa polaridade (e também compostos nac-polares) e com massas
moleculares pequenas a médias (Figura 8). Assim, estes analitos {antes na fase
liquida) com estas caracteristicas, sob aquecimento, serdc volatilizados por sua
passagem atraves de um nebulizador aquecido e ionizados por ionizacdo quimica
a presséao atmosférica na fonte de APCI. Desta forma, 2 utilizacdo de APCI na
indUstria farmacéutica para a andlise de drogas e metabdlitos esta presente. Da
mesma forma esta técnica é Gtil para a andlise de corantes, de acidos graxos,
esterdides, PAH's (hidrocarbonetos aromaticos polinucleares) ¢ PCB's (bifenilas
policloradas) e para amostras contendo heteroatomos {uréia, carbamatos e
benzodiazepinas). Ou seja, APCl & adequada para amostras com massas
moleculares menores ou iguais a 1000 u. De forma contraria, amostras gue séo
tipicamente analisados por ES! e carregadas em solucdo (como proteinas,
peptideos e aminoacidos, que tendem a ser espécies termicamente labeis) devido
a suas altas massas serio menos volateis e, portanto, n4c sdo adequadas para
analise por APCI porque devido a sua baixa volatilidade elas nao serdao
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transferidas intactas para a fonte de ionizagdo devido a sua decomposicdo no
nebulizador aquecido da fonte de APClL. Em contraste com ESi, a evaporagio do
solvente e a ionizag8o do analito sao dois processos separados, o Gitimo sendo
uma ionizacgao quimica a pressioc atmosférica com uma fase mével agindo como
gas reagente. Uma vez que a evaporagio da fase movel é suporiada pela
aplicacao de temperaturas de até 500°C, esta forma de ionizacao € um tanto
menos branda do que ESI. APCI normalmente produz fons contendo uma Gnica
carga através da adig@o ou abstragio de prétons (e. g. [M + HI' e M - HT,
respectivamente), enquantoc que a ionizagio por Electrospray pode gerar ions
multiplamente carregados de proteinas de alta massa molecular, por exemplo.”’
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Figura 8 —- Faixa de aplicacdo de técnicas de espectrometria de massas

(ionizacao) como funcado da polaridade do analito a da massa molecular.
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L4 - ESTUDOS DE REACOES ENTRE IONS E MOLECULAS NA FASE
GASOSA.

As espécies ibnicas desempenham um papel fundamental em varios
processos quimicos. Um exemplo caracteristico de ial papel & fornecido por
muitas reacdes sinteticamente dteis, as quais s&o dirigidas ou muito afetadas
pelas propriedades de seus intermediarios iGnicos. A forca motriz para estas
reagbes ¢ freglientemente determinada pela grande reatividade dos intermediarios
ionicos, enguanto algumas de suas propriedades Unicas s@o responsaveis em
muitos casos por sua estereoquimica e regioguimica especificas observadas.
Muitas mudancas na estrutura (ou conectividade) dos reagentes iniciais também
ocorrem durante o curso da reacio devido ac rearranjo dos intermedidrios iénicos.
Por exemplo, fons clordnics e broménios & sdo os intermedidrios chave em
reagbes sinteticamente Uteis de adicdo de halogénios a alguinos e alquenos, a sua
estrutura e reatividade conta para a aita estereoseletividade desta reacdo. Os
carbanions intermediarios b nas reactes de condensacao aidolicas, os ions
carbdnios ¢ em muitas reaces de substituicdo nucleofilica, os ions iménios d nas
reacOes de Mannich, e os ions acilios e nas reacbes de Friedel-Crafts sdo outros
exemplos representativos de espécies intermediarias chave em importantes
reagbes quimicas. Espécies idnicas também desempenham um proeminente
papel em outras areas tais como na quimica da ionosfera e na quimica da chama.
Um amplo conhecimento das propriedades intrinsecas de tais fons &, portanto,
indispensavel para o entendimento e controle das reagbes quimicas e outros
processos quimicos importanies em que eles participam como intermediarios
chaves.
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Solugbes, porém, dificultam estudos detalhados de especies idnicas devido
ao curto tempo de vida destas espécies no meic condensado e 3 interferéncia do

solvente. Além disso, ¢ meic condensado impede, muitas vezes, a formacdo de

outros ions com reatividades potencialmente interessantes. Tem-se ainda que os
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dados obtidos por estudos em solugdo sso sempre referentes ac conjunto
ion/solvente, sendo impossivel conhecer, isoladamente, a reatividade intrinseca
dos ions e o efeito de solvatagéo: conhece-se apenas as propriedades resultantes
desta associacso.®®

A espectrometria de massas (MS) & a técnica instrumental mais apropriada
para a investigacio da estrutura e reatividade de fons, e a medida de suas
propriedades fisico-guimicas. O ambiente de alto vacuo do aspecirdmetro de
massas apresenta-se ideal para estudar as propriedades intrinsecas de espécies
idnicas em fase gasosa e para procurar paralelos ou para predizer sua guimica em
fase condensada. Muitos ions os quais s3o dificeis de serem isolados ou até
mesmo espéecies inacessiveis em solucdo, podem ser facilmente geradas na fase
gasosa por técnicas de espectrometria de massas. Em fase gasosa, tais ions
usualmente mostram tempos de vida relativamente longos que permite seu
isolamento e ¢ estudo de suas propriedades intrinsecas.®® Os diversos tipos de
ionizagdo disponiveis hoje em espectrometria de massas permitem também a
geracao de uma ampla variedade de ions, muitos ainda nac observados em fase
condensada e, portanto, ainda néc estudados. Quando se utilizam espectrometros
de massas de estagios maltiplos,*® como triplo e pentaquadrupolos, os “ion-traps”
e os ICR’s (ressonancia ciclotrénica de ions), torna-se possivel a realizagac de
experimentos de MS seqliencial (MS"). Os ions gerados na fase gasosa podem
ser isolados e em seguida reagidos com moléculas neutras, processc este
denominado de reagdo ion/molécula (IM). Alternativamente estes ions podem ser
colididos com um gas inerte, induzindo assim sua fragmentacdo: este processc &
conhecido como dissociagéc induzida por colisgo (CID). Estes experimentos
podem ser utilizados na elucidacio estrutural, no estudo da reatividade e na
obtencao das propriedades fisico-quimica dos ions.”™

Varios instrumentos de MS seqiiencial se aplicam ao estudo de reacbes
ion/molécula, e entre eles se destacam os ICR’s, “ion-traps” e multiquadrupolares.
Na categoria dos multiquadrupolares, os equipamentos pentaquadrupolares tém a
vantagem de permitir trés estagios de anadlise de massalcarga (m/z},

proporcionando, assim, experi seqlenciais no espacgo. Nestes

experimentos, os trés primeifos quadrupolos s3e utilizados para a realizacdo da

reacdo, enquanto os dois dltimos podem servir para uma segunda reacio com os
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fons produto da primeira reacdo ou a dissociac8o destes induzida por colisdo
(CID). Nestes instrumentos, portanto, todas as etapas de um estudo de reatividade
séo realizadas: purificacdo e selegdo do reagente, reacdo, separagdo dos
produtos de reagéo e, por fim, a analise estrutural destes por MS.”’

1.4.1 — Os diagramas de energia potencial {DEP) para as reacbes entre jons e
moléculas na fase gasosa ¢ em fase condensada

Reaglbes enire fons e moléculas s3c comuns em quimica e podem ser
estudadas tanto em solucdo como em fase gasosa. Embora muitocs conceitos
fisico-quimicos classicos empregados em solucéio sejam validos também em fase
gasosa, algumas peculiaridades distinguem as reacbes ion/molécula em fase
gasosa das reacfes em fase condensada.

Na fase gasosa, os experimentos sdo realizados sob presséo reduzida e
em um curto espaco de tempo, condicdes que no possibilitam o estabelecimento
de equiiibric. As reacdes fon/molécula s3o, portanto, controladas pelos aspectos
cinéticos. Outra diferenga se observa no diagrama de energia potencial (DEP) de
reagbes ion/molécuia. Na Figura 9a é mostrado o DEP de reacdo na fase
condensada e na Figura 9b o DEP de uma reagdo na fase gasosa, ambas

exotérmicas,
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Figura 9 - Diagramas de energia potencial (DEP) para uma reagao exotérmica na
fase condensada (a) e na fase gasosa {b).

Na Figura 9a, o patamar (A) representa a energia dos reagentes que,
através de um estado de transicao (B), se transforma nos produtos (C). Ja na
Figura b, (A) representa a energia dos reagentes isolados, enquanto que (B)
representa a energia do “complexo ion/molécula”, mais estavel devido as forcas
de atragdo intermoleculares. Uma vez formado o “complexc ion/molécula”
(Esquema 1), a reac3o prossegue através de um estado de transicdo (C) levando

aos produtos (D). Estes produtos, por sua vez, podem se separar com aumento de
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energia (E). kste diagrama observadc na fase gasosa é cenhecido como duplo
pogo de potencial.” A diferenca entre os DEP’s de reagées em solugo e em fase
gasosa € causada pelo efeito do solvente. Em solugso, a energia dos reagentes ja
se encontra minimizada pelas interagdes com o solvente. Desse modo, a
aproximagao das moléculas dos reagentes ndo resulta em estabilizacao adicional.
Ja nas reacOes ion/molécula em fase gasosa, os reagentes se encontram isolados
e, a0 se aproximar o ion de uma molécula neutra, as interacdes intermoleculares
(interagbes entre o fon e o dipolo da molécula neutra) tornam o ‘compiexoc
ion/molécula” mais estavel que as duas espécies isoladas.

O “complexo fon/molécula” (CIM) consiste em um cluster onde ha uma
atracao forte enire a nuvem eletrénica da molécula neutra {dipolo e dipolo
induzido) e o ion em guestaoc.

Esquemasa 1 - Complexo fon-molécula.
1.4.2 - A espectrometria de massas pentaquadrupolar (QqQqQ)

Desde os trabalhos pioneiros de Thomson, Dempster, Aston e Cooks, tem
ocorrido um marcante crescimento no uso da MS, e junto com esse crescimento
surgiu em 1986 o primeiro pentaguadrupolo (QqQqQ),”® resultado do
desenvolvimento da espectrometria de massas monoquadrupolar e
triploquadrupolar (QgQ).* O pentaquadrupolo foi construide para expandir as
aplicagbes de triploquadrupolos, que em processos de dissociacio ou reagbes
fon/molécula ndo poderiam fornecer informacgdes estruturais sobre os produtos
idnicos formados. Assim, o arranjo pentaquadrupolar se tornou uma alternativa
natural e em 1986 Morrison” e Rolando e colaboradores™ descreveram o primeiro
pentaguadrupolo totalmente interfaceado e assim capaz de realizar com rapidez e
eficiéncia todos os modo de varredura MS®,
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Figura 10 - Representagdc FEsquematica do Espectrémetro de Massas
Pentaquadrupolar existente no Laboratéric Thomson de Espectrometria de Massas
(1Q — UNICAMP).

Pentaquadrupclos (QqQqQ) empregam dois quadrupolos de reacsc ou
colisdo (42 © qe), mais conhecidos como quadrupolos focalizadores de ions ou
quadrupolos do tipo “rf-only’, e trés quadrupolos analisadores de massas
cperacionalmente independentes (Qi, Qs e Qs). Seu arranjo sequencial “on-fing”
{seqiencial no espago), permite o estudo de reacdes de ions selecionados (pelas
suas razdes m/z) com moléculas neutras que ocorrem em seqliéncia em duas
regides separadas no espago (q; € Gs) € que sdo monitoradas peios trés
analisadores de massas (Q;, Q3 © Qs). Assim, & possivel a realizacdo de
experimentos MS/MS/MS (MS% sequenciais no espaco, gque podem fornecer
informacdes detalhadas das propriedades quimicas e termodinamicas de espécies
moleculares, como suas conectividades, seus grupos funcionais, suas reatividades
intrinsecas, acidez, eletro e nucleofilicidade. Estas informacdes podem ainda
encontrar aplicagcdes analiticas, sintéticas e em medidas de propriedades
termodinamicas.”!

Além de fornecer informactes sobre a reatividade de jons e moléculas,”
experimentos MS® em pentaquadrupolos sdo feitos na auséncia de solvente e
contra-ions, podendo-se assim estudar as reatividades intrinsecas destas
especies, aproximando muito os resultados obtidos em reacbes ion/molécula em
fase gasosa daquelas previstas por calculos teéricos “ab initio”. Como se sabe,
esses calculos s80 realizados na “auséncia de solventes”, ou seja, para espécies
isoladas.
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As reacdes ion/molécula na fase gasosa podem fornecer informacgdes
importantes para a quimica em solucdo, por determinar as propriedades
intrinsecas  dos ions’® e das molécuias na auséncia de solvente. Estas
informacbes s&o relevantes para reacbes onde intermediarios ibnicos altamente
reativos em solugdo, estio envolvidos, e como uma poderosa técnica de pré-
selecao ("screening”) de reacbes ainda ndo testadas em solucdo, mas com
potencial sintético previsto pelos estudos em fase gasosa.

1.4.3 - Os calculos tedricos

Qutra importante ferramenta nos estudos da reatividade, estruturz e
propriedades de fons s@o os calculos de orbitais moleculares. Através da
resolucéo de equacbes da mecanica quéntica,”” varias propriedades podem ser
calculadas para, em principio, qualquer espécie quimica. Um dos dados mais
importantes fornecidos por esses caiculos & a energia eletrénica. Através dessas
energias, os diagramas de energia potencial podem ser caiculados de forma a se
obter uma viséo geral do processo quimico em questdo. Adicionaimente, varias
outras propriedades (teis podem ser obtidas para as espécies calculadas, como a
geometria de equilibrio, freqliéncias de vibragdo, energia do ponto zero,
momentos de multipolo, distribuicao de carga e spin, entre outras.

Ao se realizar um calculo “ab initio”, o modelo teérico considera a espécie
isolada no espago, livie de qualquer interferéncia do meio (embora haja métodos
para a simulagio do efeito de solvente ou de campo elétrico). Desse modo, os
dados obtidos correspondem aos de uma molécula em vacuo absoluto, condigao
semelhante & dos experimentos realizados em espectrémetros de massas. Desse
modo, espera-se que os dados dos calculos tedricos consigam modelar os
resultados experimentais em fase gasosa com uma precisdo maior do que a
obtida para experimentos em fase condensada.
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Capituio Il

OBJETIVOS

Este trabalho teve como obijetive utilizar técnicas de espectrometria de
massas em analises quantifativas de compostos semi-voidteis presentes em
preparacbes farmacéuticas, para a tipificacdo de amostras de cerveja nacionais e
importadas e no monitoramento de reagdes em meio aquoso e em fase gasosa.
Estes estudos foram divididos em seis partes.

O monitoramento de reacbes de biotransformacdo foi realizado com o
objetivo de se verificar a formagao dos produtos de reducso a partir de substratos
contendo grupos carbonilicos utilizando-se uma levedura encapsulada em alginato
de calcio. O monitoramento de tais processos utilizando a técnica MIMS tornou
possivel se cbhservar a conversdo dos substratos utilizados nos produtos da
reacao.

Analises quantitativas de 4acido acetilsalicilico (AAS), vitamina C {acido
ascorbico) e cafeina em amostras de preparagbes farmacéuticas utilizando a
técnica DIMP/T&R-MIMS foram realizadas com o objetivo de fornecer mais uma
alternativa de andlise de tais compostos na matriz selecionada em adicéo as
demais técnicas ja conhecidas.

Dando seqliéncia ao trabaiho, um estudo de um conjunto de amostras de
cervejas nacionais e importadas de diferentes tipos foi realizado utilizando-se a
técnica de ESI-MS de modo a se realizar uma tipificagsio destas amostras com
espectros de massas bem caracteristicos para cada tipo de cerveja analisada.
Analise de componentes principais (PCA) aplicada aos especiros de massas
obtidos também foi utilizada com o objetivo de se realizar uma classificacdo destas
amostras.

Com o objetivo de se estudar o mecanismo de reacéio entre o reagente de
Tebbe e vinii-éteres em fase gasosa foram utilizadas as técnicas de APCl e APCI-
MS/MS para se estudar os intermedidrios titanociclos transientes formados
durante a reagdc de modo a se inferir no mecanismo deste tipo de reacao ja
descrito na literatura.
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Cations halocarbonila XCO* (X= F, CI, Br) foram reagidos com compostos
aromaticos em fase gasosa com o objetivo de promover a funcionalizagio seletiva
e a ativagdo da ligagdo C-H inerte de compostes aromaticos (M-H) via
carbonilagao idnica utilizando espectrometria de massas seqlencial.

Finsimente, compostos isoméricos com fragmentos diagndsticos em
comum foram reagidos em fase gasocsa com acetonifrila utilizando um
espectréometro de massas pentaguadrupolar de modo a caracterizar toda uma
classe de composios que contém cations hidroxi- e amino-benzoila diagndsticos
em comum.
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Capituio [

PARTE EXPERIMENTAL

HL1 - MONITORAMENTO DE REACOES DE BIOTRANSFORMACAQ
PROMOVIDAS PELA LEVEDURA “SACCHAROMYCES CEREVISIAE”
UTILIZANDO A TECNICA MIMS,

HL1. 1 — Introducdo dos substratos no reator de vidro.

Nestes experimentos, 50 mg dos substratos utilizados e 10,0g de
glicose foram dissolvidos em 400 mL de agua contendo 5 % de etanoi bara
completa dissolucao do substrato em agua. Neste caso, 7.5g de “Saccharomyces
Cerevisiae” liofilizado foram encapsulados em alginato de caicio. As solucdes
contendo cada substrato foram mantidas sob agitaco constante (A} e com o
auxilio de uma bomba peristaltica (ISMATEC multicanal - B) estas solugdes foram
transferidas a uma vazao de 1,2 mL min™ para um reator de vidro contendo a
levedura encapsulada em alginato de caicio (C) e o efluente do reator foi coletado
apos passar por toda extenséo do mesmo (D) (Figura 11). Este pequenc reator de
vidro de 20,0 cm de comprimento e de 7,0 cm de largura contendo o
microorganismo encapsulado recebeu os substratos promovendo a reacido de
reducdo dos mesmos. Antes da introdugdo dos substratos o reator contendo a
levedura encapsulada é completamente preenchido com agua destilada.
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Figura 11 — Representacdo esquematica do sistema utilizado durante as reagdes
de biotransformacao: (A} solucdo contendo o substrato monitorado sob agitacio;
{B) bomba peristaltica de oito rolos; {C) reator de vidro contendo a levedura
encapsulada em alginato de calcic, (D) coletor do sfluente do reator.

i1, 2 — Retirada dos produtos de reacao remanescentes do reator de vidro.

Apos os 400 mL de cada substrato terem sido bombeados através do reator
contendo a levedura (aproximadamente 6 horas), outros 460 mL contendo apenas
agua e acucar foram bombeados através do reator para retirar o restante do
produto de biotransformacao contido em seu interior (por aproximadamente 5
horas). Este processo, que compreende o inicio da entrada de cada substrato até
sua retirada completa do reator, tem uma duragédc de aproximadamente 11.0
horas para ambos os substratos utilizados.

L1, 3 - Utilizagdo da técnica MIMS.

Durante toda a reacéo foram coletadas aliguotas, tanto durante o periodo
em que o reator de vidro estava sendo abastecido de substrato, como durante o
periodo em que apenas agua com aglicar estava realizando a limpeza do reator
pela retirada dos produtos de reacic remanescentes.

Devido as altas concentragdes tanto dos substratos quanto dos produtos
resulfantes das duas reagBes monitoradas, os efluentes oriundos do reator
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durante todo o pericdo de monitoramento foram submetidos 3 diluicdo adequada
para sua leitura pelo sistena MIMS. A coleta destas aliquotas submetidas a
diluicao foram feita em intervalos de 15 min. No inicio da reagao, antes da coleta
das primeiras gotas de efluente do reator observou-se que o tempo de residéncia
do substrate dentro do mesmo era de 4G min. As aliquotas recolhidas (5,0 mL para
¢ substrato A e 2,0 mL para o substrato B) foram diluidas para 10,0 mL de solugio
com agua destilada. Os experimentos utilizando a2 sonda de MIMS (Figura 12}
foram realizados em um espectrdmetro de massas Exirel (Pitisburg, PA) adaptado
com um quadrupolo de %" de alta transmissao, utilizando El com energia de
ionizagdo de 70 eV. As aliguotas do efluente contendo os analitos foram
bombeadas através da sonda de membrana de silicone [Silastic 500-3, 0,010 de
espessura, Dow Corning Co.] por uma bomba peristaliica de oito rolos a uma
vazdo de 2 mL min”. Apés a leitura de cada aliquota agua destilada foi utilizada
para limpeza minimizando ao maximo 2z interferéncia entre aliquotas. Durante a
passagem de apenas agua destilada pela membrana observa-se a diminuicao
gradativa até a linha de base de cada razdo massa/carga (m/z) que sofreu
elevagdoc de seu sinal. Os experimenios foram realizados em sala com
temperatura controlada (23 + 1°C). Foi utilizado o modo SIM (monitoramento de
fon seletivo) pelo monitoramento das razdes massa/carga (m/z} caracteristicas do
substrato (quando possivel) e dos produtos de interesse produzidos durante a
reacao.
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Figura 12 - Representagdo esquemdtica da sonda de membrana onde se
destacam: (A) o corpo da sonda de membrana, (B) tubos de circulacdo da
amostra, (C) cilindro de fixagdo da membrana, (D) membrana e (E) suporie
vazado para a fixacdo da membrana.
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.2 - DETERMINACAO DE CAFEINA, ACIDO ASCORBICO E ACibo
ACETILSALICILICO EM PREPARACOES FARMACEUTICAS UTILIZANDO
DIMP/TER-MIMS.

lil.2.1 — Preparo de amostras, de solucdes padrio e condicdes de anslise:

Em todos os experimentos realizados uma porgao do pé equivalente ao peso
meédio de varios comprimidos (em média dez comprimidos para cada analito) foi
dissolvida em agua destilada e filtrada com papel de filtro faixa preta para eliminar
excipientes contidos nas amosiras de modo a evitar obstrucdes no sistema
DIMP/T&R-MIMS. As solugbes padrao de cafeina, acido ascorbico e #cido
acetilsalicilico foram preparadas em agua destilada a partir da diluicio de uma
solucao padrac mais concenirada (1000 mg L") dos analitos. Uma vez que acido
ascorbico, acido acetilsalicilico e cafeina estdc em suas formas neutras e,
portanto, aptos a permear a membrana de silicone, em torno de pH=4.0, pH=20e
pH=7.0, respectivamente, as solugbes padrio e as solucdes das amostras foram
preparadas nestes valores de pH. Curvas analiticas nas faixas de conceniracoes
adequadas foram construidas para a quantificagdc destes compostos. Todas as
solugbes utilizadas (padrdes e amostras) foram preparadas pouco antes da
realizacdo das andlises para evitar uma possivel degradacac dos analitos.
Analises em triplicata utilizando técnicas de DIMP/T&R-MIMS e de titulacao (para
cafeina nao foi utilizada nenhuma técnica de titulacdo para comparagéo) foram
realizadas. Todas as amostras dos farmacos utilizados contendo cafeina, acido
acetiisaticilico e acido ascérbico pertenciam todas ao mesmo lote e fabricante e
foram adquiridas em drogarias locais. -*

ll.2.2 - Utilizacdo do sistema DIMP/T&R-MIMS

A solugao do analito foi bombeada através do sistema DIMP/T&R-MIMS
(Figura 13) por um intervalo de tempo de 20 min. Isto permite que o analito seja
pré-concenirado ne interior da membrana, a qual é mantida fria através do fluxo de
fluido. O fluxo de amostra € entéo interrompido por um iniervalo de'icempo de 2,0
min para volatilizagao dos compostos que ficaram adsorvidos na membrana. Apbs
a dessorcao do analitc da membrana, dgua é bombeada através da mesma por 1
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minuto para se efetuar a limpeza da membrana. Novamente faz-se a interrupcao
deste fluxe aguecendo desta forma a membrana e volatilizando os compostos que
ainda estejam adsorvidos na mesma de modo a promover sua limpeza completa.
As scluctes padréo e as solugbes contendo os analitos foram bombeadas através
da sonda de DIMP/TE&R-MIMS por uma bomba peristaltica de oito rolos a uma
vazao de 2mL min™.

A membrana € aguecida em toda a sua superficie. Este aquecimento
uniforme € obtido por um correto posicionamento da membrana, ou seja, a
membrana deve estar levemente inclinada. Este aquecimento uniforme reduz
substancialmente o efeito de meméria.

Figura 13 - Dois cortes orfogonais do sistema DIMP/T&R-MIMS: Os itens em
negrito sao: (A) sonda DIMP; (B) loop da membrana capilar; (C) filamentos; (D)
bloco da fonte de ions; {E) entrada de gas para Cl; (F) adaptador de ceramica
para a sonda; {G) lentes; (H) fonte de ions.

Foi utilizado o modo de monitoramento SIM para todos os analitos, onde as
razbes massa/carga (m/z) caracteristicas de cada um deles foram monitoradas de
modo a determinar a conceniracdo de tais analitos nas amostras analisadas. Os
valores obtidos utilizando-se a sonda de membrana DIMP/T&R-MIMS foram
comparados com valores obtidos através do método de titulométricos para cada
analifo especifico.
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H.3 - TIPIFICAGAD DE DIFERENTES TIPOS DE CERVEJAS NACIONAIS E
IMPORTADAS UTILIZANDO A TECNICA DE ESI-MS.

[i.3.1 - Preparacdo de Amostras:

Um conjunto de 29 amostras foi analisade (21 amostras nacionais 8 amostras
importadas) por ESI-MS. Antes da analise, cada amostra foi desgaseificada, para
efiminagéo de CO, das mesmas, utilizando-se um banho de ultra-som de baixa
poténcia. Logo em seguida, a 250 pl. de amostra desgaseificada foram
adicionados 750 ulL de solvente (solucdo de CH3OHM:H,0 1:1). As amostras foram
submetidas a analises no modo de ionizagéo positivo [ESI(+)-MS] e no modo de
ionizacao negativo [ESI{-)-MS]. No casc das analises realizadas no modo positivo,
2 pl. de acido formico foram adicionados a cada amostra antes da analise {para
ajudar na protonacao das amostras fornecendo espectros com ions mais intensos)
€ no caso das analises realizadas no modo negativo 2 ul de hidréxide de aménio
foram adicionados {para ajudar na desprotonagdc das amostras fornecendo
espectros com ions mais intensos). Para cada amostra foi entdo obtido um
espectro de massas caracteristico.

lil.3.2 - Utilizagdo do espectrometro de massas Qq-oTOF

Os experimentos realizados utilizando ESI-MS foram feitos em um
equipamento Q-TOF | (Qg-oTOF) da Micromass {(Manchester, UK). Este
equipamento € um equipamento hibrido contituido por um duplo guadrupolo (Qg) e
um espectrometro de massas do tipo TOF (analisador de massas por tempo de
v00) de alta resolugéo. A voltagem do capilar utilizada foi de 3000 Ve a voltagem
do cone utilizada foi 40 V (tanto no medo positivo quantc no modo negativo). Os
experimentos foram realizados em sala com temperatura controlada (23 +1°C). Uma
bomba de microseringa foi usada para a infroducdo de amostras de cerveja na fonte de
ES! a uma vazédo de 10 uL min™. A faixa de varredura das razées massa/carga (m/z) foi
de 50 até 1000 (Figura 14).
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Figura 14 — Representacdo esquematica do espectrdmeiro de massas Qg-0TOF.

.4 - INVESTIGAGAO DO MECANISMO DE REACAO ENTRE O REAGENTE
DE TEBBE E VINIL-ETERES UTILIZANDO A TECNICA DE APCI-MS E APCI-
MS/MS

lii.4.1- Preparagio de Amostras:

Os vinil-éteres utilizados (etil, propil, n-butil, iso-butil e terc-butil-vinil éteres)
e o reagente de Tebbe foram obtidos da Aldrich. O reagente de Tebbe (preparado
por dissolugdo em tolueno 1,0 mol L) foi dissolvido diretamente em 1,5 mL dos
vinil éteres estudados.

lli.4.2 — Utilizagdo do espectrometro de massas Q-Trap

Os experimentos realizados com o sistema APCI-MS fo;*am feitos em um
equipamento Q-Trap da AppliedBiosystems (Foster City, CA) com uma fonte de
ionizagao de APCI. Este aparelho é composto basicamente por dois quadrupolos
(Q1 e qz) anaiisadores de massas (onde g2 pode funcionar como quadrupolo de
coliséo) e um analisador “ion trap” linear. O espectrémetro de massas foi operado
no modo positivo utilizando uma voltagem na agulha de descarga corona de 3,0 V
e uma temperatura da fonte de 80°C. Os experimentos foram realizados em sala
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com temperatura controlada (23 + 1 °C). Uma bomba de microseringa foi usada para a
infroduc&o de amostras na fonte aquecida de APC! a uma vaz3o de 20 ub mir™. A faixa
de varredura das razGes massa/carga (m/z) foi de 50 até 1000 {(Figura 15).
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Figura 15 - Representacdo esquematica do espectrdmetro de massas Q-Trap.

lll.5 - ESPECTROMETRO DE MASSAS PENTAQUADRUPOLAR (QqQgQ).

Os experimentos foram realizados em um espectrometro de massas
pentaquadrupolar EXTREL (Pittsburgh, PA) cujo esquema ja foi mostrado na
Figura 10.

Este instrumento consiste de uma fonte de formagdo de ions gque pode
operar por ionizagac eletrénica (El) ou por ionizacdo quimica (Cl), trés
quadrupolos de varredura (Qi, Qs e Qs), dois guadrupolos focalizadores de fons
(42 & q4) que operam somente com aplicacso de voltagem na radio freqiiéncia (f)
e um multipiicador de elétrons utilizado como detector. Deste modo, os potenciais
aplicados aos quadrupolos fazem com que somente o ion de razdo massa/carga
(m/z) especifica consiga atravessar o quadrupolo. O ion assim selecionado colide
a uma energia proxima de zero eV com um gas neutro introduzide em g2 € 08
produtos desta reagdo sdo analisados por Qs que opera no modo de varredura,
enquanto q; € operado no modo “rf-only”, ou seja, nao efetuando analise da razio
massa/carga (m/z).

Em um experimento de tripio estagio (MS%), um dos produtos da reacéo
realizada em Q: € selecionado por Qs operado agora no modo de filtro de
massas, e levado a colisdo com um gas inerte {argbnio) introduzido em Q4 com
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energia de coliso de 10-15 eV, processc denominado de dissociacdo induzida
por colisdo (CID).

As pressles utilizadas do reagente neutro e do argdnio, medidas por um
sensor localizado fora do quadrupolo, foram tipicamente da ordem de 10° Torr,

ll.6.1 - Simbologia dos experimentos de espectrometria de massas

seqliencial

Cooks e colaboradores definiram a simbologia para descrever os diversos
experimentos seqlenciais em MS de multiplos estagios. Esta simboiogia é
descrita resuridamente na Figura 18.

(@) O = quadrupolo analisando (b)

= quadrupolo selecionando

= quadrupolo de colisfio

Ms?

Figura 16 — Representac@o de uma reacdo ion/molécula em multiplos estagios.
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Capitulo IV

RESULTADOS E DISCUSSOES

W.1- MONITORAMENTO DE REACOES D BIOTRANSFORMACAQ
PROMOVIDAS PELA LEVEDURA “SACCHAROMYCES CEREVISIAE"
UTILIZANDO A TECNICA MiMS

As transformacbes microbianas e em particular aquelas mediadas por
fermento, tem sido largamente empregadas desde os primdrdios da humanidade
para a produg@o de pao, de laticinios e bebidas alcodlicas. Todas as aplicacbes
desde o inicio usavam culturas de microorganismos mistos, e dirigidas para
operacoes biotecnologias em areas da agriculiura e nutricdoe humana. Foj L.
Pasteur em 1862 quem estabeleceu a base cientifica destas antigas aplicacdes,
principalmente a oxidagdo do dlcool a acido acético usando uma cultura pura de
Bacterium xylinum. A acdo redutora da levedura Saccharomyces cerevisiae foi
observada pela primeira vez por Dumas em 1874. Ele constatou gue a adicao de
enxofre finamente pulverizado a uma suspens3o fresca de fermento bioldgico em
uma solucdc de aglcar desprendia sulfetc de hidrogénio. Esta muito bem
documentado na literatura da Oltima década que biocatalisadores
(microorganismos e enzimas iscladas) tiveram ampla aplicagdo como reagentes
seletivos para a solugéo de problemas sintéticos da quimica organica. Além disso,
cada vez com mais intensidade, ha uma absoluta necessidade de se desenvolver
reagentes e processos ambientalmente compativeis, uma das razdes pelas guais
os biocatalisadores fiveram este notavel desenvoivimento nos Gltimos anos.”

O mais popular biocatalisador utilizado pelos quimicos organicos € ¢
Saccharomyces cerevisae (fermento de pao, de padaria ou de padeirc). Varios
380 0S motivos para este sucesso destacando-se a aita enantioseletividade,
rendimentos quimicos compativeis, a ampla disponibilidade, custo desprezivel,
nao requer adicdo de dispendiosos cofatores, pois estdo disponiveis nas células.
Muitos artigos de revis&o estao disponiveis na literatura mostrando a utilizacdo do

fermento de pao como biocatalisador em sintese organica. A enantiosseletividade
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na redugiico de grupos carbonilicos por fermentos é também fortemente
influenciada pela concentracdc do substraic e do produto formado. Essa
monitorag&o do meic é particularmente importante nas reagctes mediadas com
fermento de péio, principalmente quandc o problema de rendimentos limitados
{quimicos e oficos) € decorrente da inibicdo pelo produto e substrato, Algumas
alternativas para controle da concentracdo do subsirato/produtc  foram
introduzidas recentemente permitindo sensivel melhora na seletividade.®

O fermento bioldgico de padaria consegue catalisar varios tipos de reacgdes:
redugdo, condensagdo, cicloadigdo, oxidagdo, sendo que somente a dltima nao
produz carbono guiral.

Desta forma, nestes experimentos de biocatalise (biotransformacéo) a
técnica MIMS foi utilizada (Figura 12) para se monitorar a reducio de grupos
carbonilicos promovida por “saccharomyces cerevisiae” no modo de
monitoramentc SIM onde um total de cinco razoes massalcarga (m/z)
caracteristicas de substratos e produtos de reacdo foram selecionadas. Estas
razbes massa/carga (m/z) foram selecionadas de acordc com os sinais presentes
nos respectivos espectros de massas de substratos e produtos obtidos por El
(lonizagao por elétrons) a 70 eV. Os substratos utilizados e seus produtos de
biocatalise sdo mostrados no esquema 2. Em ambos os casos observaram-se a
formacéo de produtos de redugic a partir dos substratos A (2-0x0- 4-fenil-
butirato de etila) e B (1-fenil-1,3-butanodiona).
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Ph/’/\\/ /\/ O - 5. Cerevisiae Ph//‘\\v /\\/ O\/_,/
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miz 208 iz 208
Substrato A
O O C} O OH O OH OH
B h’/\\”’/\ S. Ceravisiae Ph//:\\\//‘\\ + Ph //E\\\/,/l\\\ + pp /,‘\\\//j\\‘
Substrato B {a) (b} {c)
Esguema 2

Para se verificar a aplicabilidade desta técnica para o monitoramenio deste
tipo de reac&o utilizamos em primeire lugar o substrato A (2-oxo- 4-fenil-butirato
de etila). E sabido da literatura que quando o fermento de padaria interage com
um substrato muito semelhante ao substrato A {1} ocorre a formagdc do produto
{2), da reducao da carbonila vizinha ao anel aromatico, conforme € mostrado no
esquema 3.7

Saccharomyces

\

Cergvisiae

1

Esquema 3

Os especiros de massas de El a 70 eV para o substrato A e para seu
produto de reducéo resuitante sao mostrados na Figura 17 (abaixo) para melhor
entendimento do processo de reacdo e a F igura 18 mostra os resuitados obtidos
para o subsirato A. Observamos que a reducéo do grupo carbonila deste substrato
(m/z 208) levara a formacao do produto de reducéo de m/z 208 (esquema 2).
Porém, durante o monitoramento desta reacao foi cbservado que a Intensidade do
fon de m/z 206 (e também dos outros ions monitorados para o subsirato A m/~
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133 e 188 ~ vide Figura 18b) era pouco intensa durante todo o processo,
confundindo-se com a linha de base do equipamento indicando que apés a
passagem do substrato pelo reator este foi convertido em seu respectivo produto
reduzide, mostrando a efetividade do processo de biocatalise. Oufro fato
observado foi que o ion de m/z 208 também possuia baixa intensidade, mas em
contrapartida o sinal de m/z 117 (outro ion caracteristico no espectro de massas
do produto de redugio — vide Figura 18a e Figura 17b} era intenso provavelmente
porque o ion de m/z 208 permeou rapidamente a membrana e na fonte de
ionizagao foi ionizado por El gerando preferenciaimente o jon de m/z 117
(esquema 4).

{a) $1

105 .
133
81 T7
65
T 160 177 88 206
I i 1 4 i i § ' i ] 4 1 * ]
{b) 91
108
76 W"\/
85 17
51
1 Lol 13 s 10 208
i * i £ i * i i i i { 4 H i I N H
40 60 80 100 120 140 180 180 200

m/z
Figura 17— Espectros de massas: {a) Substrato A e {b} Produto de reducao do

substrato A.
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Figura 18 — Monitoramento por SIM dos fons: (a) m/z 117 do produto de reducso

do substrato A e (b) m/z 206 do substraio A.

OH
£ + O\/
7O eVv O
m/iz 208 !
¥ _
OH
éH + O
O
m/z 117
Esquema 4

Desta forma, dentre os cinco ions monitorados {(para o substrato m/z 133,
188, 206 e para o produto m/z 117, 208} destaca-se (Figura 18) o comportamento
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apresentado pelos ions de m/z 2068 (caracteristico do substrato) e m/z 117
(caracteristico do produto de reacao).

Podemos verificar que o produto de reducéo do grupo cetona (m/z 117) é
formado com ¢ tempo e em seguida a intensidade de seu sinal se estabiliza. Apds
se bombear toda a solugdo do substrato pelo pequeno reator a adicdo de uma
solugdo de agua e acticar {(ap6s 8 horas de passagem do substraio) pelo reator
refira o produic de biocatélise ainda existente dentro do mesmo e o sinal
caracteristico deste produtc sofre um decréscimo com o fempo.

Frente acs resultados obtidos para o substrato A, a reacdo de reducio de
um outrc substrato contendo agora duas carbonilas (substrato B — 1-fenil-1,3-
butanodiona) em presenca de fermenio de padaria foi monitorada. Para melhor
entendimento do processo de reacdo, os espectros de massas para o substrato B
& de seus produtos de reducio resultantes sdo mostrados na Figura 19, enquanto
que a Figura 20 mosira os resultados obtidos para o substrato B.

(a)

105 ) ,\/f\/: Razdo m/z 145145= 4.5
51 69 | 9 120 131 M8 162,64
i ¥ £3 L] L 1 & 1 ¥ ) ¥ ¥ i 1 & 13 i3 E ] i 1] k] £ | L) 1 i L L} i L] E] ) [} ¥ E T 1 3
(b) 7 105 /\\\/o\/o\ Razio m/z 146M45= 1.5
79 P
51 58 iFOT 131 146
_ 164
Ls F. ahd 1 El 9;1 aii ii i 1’1 " L
(c)l"”‘!'”"i"“‘i""'E"‘o“cl"“'l"‘
43 59 PSS
51 77 -
' J - 105 147 162
Lijtes ! 1§5 B i ] E il 120 [ i;l
d)g F £ T E] [] g T ¥ E 13 & ’ E3 z ] E3 E ] T L] ¥ T 1 t & i ¥ a: ¥ Ot £ ) ¥ E3 ¥ ! & ]
{ 79 107 PR
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miz

Figura 19 - Espectros de massas: (a) e (b} dos monoélcoois resultante da
redugao de apenas uma carbonila; {¢) do substrato B e {d) do diol formado pela
reducéc das duas carbonilas do substrato B.
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Observando a Figura 19 podemos verificar Gue os espectros de massas do
substrato (¢}, do diol (d), e principalmente nc caso de cada monoaicool em
particuiar {a} e (b}, que todas estas espécies possuem espectros de massas muito
semelhantes. Assim, uma vez que os espectros de cada monodlcool efou o
espectro do diol continham as razdes m/z contidas no espectro do substrato nac
foi possivel monitorar um ion seletivo para este substrato. Monitoramos desta
forma o ion de m/z 148, caracteristico do diol, e os fons de m/z 148 e m/z 145,
caracteristicos dos dois monoalcoois, durante 2 reacao. Apesar dos monoaicoois
possuirem ions coincidentes em seus espectros de massas em particular eles
apresentam uma razao entre os ions de m/#Zz 146 e m/z 145 caracteristica. Estes
espectros nos mosiram que a variagdo desta razdo favorece um ou outro
monoalcool resultante da redugio de apenas uma das carbonilas do substrato.
Podemos observar enifo, que neste caso, temos um sistema mais complexo do
que o anteriormente estudado para o substrato A devido a grande sobreposicdo
de sinais para todas as espécies envolvidas no caso do substrato B.

Este mesmo experimenic monitorado por GC-MS (Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massas) mostrou que apos certo tempo de reacéc
era possivel observar a formacdo de ambos os monoalcoois mostrados na E igura
19. Nestes experimentos foi observado que um dos monodlcoois & formado mais
rapidamente em detrimento do outro (monoalcool A-esquema 5). O monodicool B
(esquema 5) & provavelmente formado apés a formagio do monoalcool A, ja que
nos cromatogramas obtidos para o acompanhamento desta reacao, quando o pico
correspondente ao monoaicool A j& é intenso, o pico correspondente ao
monoalcool B apenas comega a aparecer no cromaiograma em um determinado
tempo de reacao.
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IV.1.1- CONCLUSAD

Os resultados obtidos utilizando-se a técnica MIMS nos mostram ser esta
técnica adequada para o monitoramento deste tipo de reacdo catalisada por uma
levedura encapsulada em alginato de calcio, mesmo em casos mais complicados
onde ha sinais coincidentes nos espectros de massas das especies envolvidas.

O monitoramento destas reacées visa fornecer informacdes adicionais que
nao foram obtidas por técnicas convencicnais utilizadas para acompanhar este
tipo de reac@o. Embora ndo seja possivel observar a conversao dos substratos em
produtos e ao mesmo tempo se obter informacGes sobre o excesso enantiomérico
dos produtos formados utilizando-se somente a técnica MIMS, os resultados
obtidos podem nos fornecer informacdes sobre o andamento das reacles dentro
de um processo que necessita apenas saber se houve o guandc houve a
conversdo dos reagenies nos produtos de interesse. O mais importante & lembrar
que ndo € necessario nenhum passo de extracdo do efluente do reator como em
tecnicas de GC-MS, tornandc o processo mais dindmico na obtencdo de
informacdes do processc como um todo.
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V.2 - DETERMINACAO DE CAFEINA, ACIDO ASCORBICO E ACIDO
ACETILSALICILICO EM PREPARAGOES FARMACEUTICAS UTILIZANDO A
TECNICA DIMP/T&R-MIMS.

A Figura 21 mostra os espectros de massas utilizando o sistema
DIMP/T&R-MIMS apés 20 min de pré-concentracéo de solucbes a 250
mgl™" de vitamina C, cafeina e acido acetilsalisilico. Os sinais mais abundantes no
espectro sao os dos ions m/z 116 & 119 para a vitamina C, m/z 109 e 194 para a
cafeina e m/z 120 e 138 para acido acetilsalicilico. Os ions fragmentos de m/z
116, 120 e 194 foram utilizados para monitorar vitamina C, 4cido acetilsalisilico e
cafeina, respectivamente.

i t 7 Loty ¥ et 2 oo T T Py T e el e
110 120 130 140 ?94?50

e - e 1 e = - ¥ L l ' ¥ L L E] E ¥ £ L3 i 13 L3 L3 F _‘
80 80 100 120 140 160 180 206

o 115 1o 125z 150 135 140 1as

Figura 21 — Espectros de massas parciais de El a 70 eV obtido utilizando a
técnica DIMP-T&-MIMS durante as analises de {a) Vitamina C, {b) Cafeina e {c)
Acido acstilsalicilico em uma solucdo aguosa a 250 mg L contendo estes

analitos.
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V.21 - Linearidade e reprodutibilidade do sistema DIMP/T &R-MIMS para os
compostos analisados.

A linearidade de padrBes e amosiras foi verificada pela analise em
triplicata de seis pontos no limite de 30 mg L™ a 400 mg L™ para cafeina,
100 mg L™ a 2000 mg L™ para vitamina C & 100 mg L™ a 1000 mg L para 4cido
acetilsalicilico.

As recuperagdes de tais composiocs foram avaliadas com 0 mesmo meétodo,
somparanco as concentracdes calculadas e as concentracdes medidas.

Pela aplicac@o das condicdes otimizadas para o sistema DIMP/T&R-MIMS,
uma otima linearidade foi observada para todos os compostos investigados em um
amplo limite de concentragdes variando de 30 mg L' a 2000 mg L. Coeficientes
de correlagdo variando de 0,997 a 0,999 foram obtidos.

Para se determinar os desvios padrao relativos (RSD) na quantificagio dos
trés analitos, foram realizadas analises em triplicata das amostras de preparacdes
farmacéuticas analisadas. Como resultade destes experimentos os desvios
padrbes relativos (RSD) das medidas em triplicata dos trés analitos variaram de
1,02 5,0 %.

IV.2.2 - Determinagdo de cafeina em amostras de preparagdes farmacéuticas.

Cafeina, um estimulante do sistema nervoso central, e seus metabélitos sio
largamente encontrados na dieta humana e em formulacbes farmacéuticas.
Varias técnicas analiticas tém sido relatadas para a determinacao de cafeina e
seus metabdlitos em fluidos bioldgicos, preparacdes farmacéuticas e em
alimentos, baseados principaimente em HPLC. Métodos de HPLC, porém,
requerem um passc de eliminagéo de interferentes {(por exemplo, excipientes e
corantes) das amostras antes da realizagio das analises cromatograficas
propriamente ditas. Andlises “on-line”, monitoramento de drogas terapéuticas e
analises clinicas requerem um método que seja rapido, com peguena ou nenhuma
preparacdo da amostra.”

A utilizacdo da técnica DIMP/T&R-MIMS surge entdo como um método
alternativo para analise de cafeina. O método foi apiicado para andlise de cafeina
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em preparagbes farmacéuticas. As anslises requerem apenas 20 min de pré-
concentracdo do analito seguido por 2 min de aquecimento da membrana e
nenhum pre-tratamento da amostra é necessaric. Neste caso as amostras sao
apenas filtradas. Sob as condiges otimizadas, a Figura 22 mostra a curva
analifica oblida para cafeina com concentracOes na faixa de 30 a 400 mgL™".
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Figura 22 — Curva analitica obtida a partir de solugbes padrao de cafeina na faixa
de 30 a 400 mg L utilizando o modo de monitoramento SIM do ion m/z 194
por DIMP-T&R-MIMS, R= 0,997.

O limite de deteccao para cafeina utilizando o sistema proposto é de
500 ug L' e o coeficiente de correlagéo (R) da curva analitica é 0,997. Para
caracterizar a repetibilidade do método uma solugio de cafeina a 200 mgL? foi
utilizada e um desvio padrao relativo de 2% foi obtido. Medidas da concentracdo
de cafeina foram realizadas pelo modo SIM de monitoramento do ion fragmento
m/z 194.

As concentracbes de cafeina em firés amostras de preparacdes
farmacéuticas disponiveis comercialmente foram determinadas usando-se o

método acima descrito.
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Os resultados obtidos s&o listados na Tabela 1. A recuperacéo de amostras
fortificadas foi determinada, variando de 97.0-99,0%, que pode ser considerado
um bom resultado. Observe que a quantidade de cafeina obtida por DIMP/T&R-
MIMS nas trés amostras é proxima das guantidades previamente informadas pelo
fabricante. Um desvic padrac relativo de 4% foi observado pela analise em
iriplicata das amostras.

Tabela 1 — Concentrages de cafeina obtidas pela técnica DIMP/T&R-MIMS em amostras
de preparactes farmacéuticas.

Especificacdes
DIMP/T&R-MIMS Erro®
Amostra 4 do fabricante
{(mg L™} ; (%)
{mg L7}
01 346+05 30 13,3
02 443 +0,8 50 13,0
03 57,0+0,9 85 14,0

® Diferenca percentual entre os valores de conceniragéic obiidos por DIMP/T&R-MIMS e as especificacbes do
fabricante.

Uma vez verificada a linearidade e a repetibilidade observadas na
determinacéc de cafeina utilizando a técnica DIMP/T&R-MIMS outras amostras de
preparagbes farmacéuticas contendo vitamina C (Acido ascorbico) e acido
acetilsalicilico (AAS) foram analizadas.

iV.2.3 — Determinacido de acido ascérbico (vitamina C) em amostras de
preparacdes farmacéuticas.

A vitamina C, uma vitamina solivel em agua, € um importante
micronutriente e desempenha muitos papéis fisiologicos. Frutas e vegetais
constituem a principal fonte de vitamina em muitas dietas humanas, onde elas
ocorrem como acido L-ascérbico (AA) e em sua forma oxidada (DHAA). Ambas as
formas sao biologicamente ativas.?*

A determinagdc de 4cido ascorbico total tem ganhado crescente

significancia em varias dreas da quimica analitica, tal como em aplicacoes
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farmacéuticas e clinicas. Uma variedade de métodos para a determinacéo de
acido ascorbico tém sido desenvolvidas 3%

Baseados nisto, propomos a utilizagdo da técnica DIMP/T&R-MIMS que
surge, entdo, como um meéicdo complementar para a analise de vitamina C em
preparagtes farmacéuticas sem nenhum pré-tratamento da amostra.

A solucdo de cada comprimido foi preparada em agua destilada contendo
aproximadamente 250 mg L de vitamina C apés a pulverizagéo e o ajuste de pH
até pH 4,0 pela adigio de uma solugao 0,1 mol L™ de HCI. O contetdo de vitamina
C nas amostras fol entdo determinado por analises em triplicata das amostras
tanto pela técnica DIMP/T&R-MIMS como por titulaggo com iodato de potéssio
(para referéncia).®®

As medidas das concentragdes de vitamina C (mg L") nas amostras foram
realizadas pelo modo SIM se monitorando a intensidade do sinal m/z 116 através
uma pré-concentracac de 20,0 min do analilo ¢ 2,0 min de aquecimentc da
membrana.

As curvas analiticas (Figura 23) s3o lineares (R=0,999) na faixa de
concentracio de 100 mg L™ a 2000 mg L™'. Para caracterizar a repetibilidade na
andlise das amostras, medidas em ftriplicata foram realizadas, mostrando um

desvio padrao relativo de 1,0% entre as amostras.
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Figure 23 — Curva analitica utilizando o modo de monitoramentc SIM do fon m/z
116 para Vitamina C utilizando a técnica DIMP-T&R-MIMS, R= 0,999,

Os resultados obtidos pela analise das amostras de preparagbes
farmacéuticas contendo vitamina C, disponiveis comercialmente, sdo mostradas
na Tabela 2. Os resultados obtidos tanto pela utilizagdo da técnica DIMP-T&R-

MIMS como por titulagio estao de acordo com as especificagdes rotuladas.

Tabela 2 - Resultados obfidos por DIMPTARMIMS e fitulacdo em comparacac com as
W&Mm&mmwmmwBrﬁm&

) a Especificacao o
DIMP/T&R-MIMS  Titulagao . Erro
Amostra 4 do fabricante
{mg L.”) (mgL™) (%)
{mg)

01 2485+ 50 2494 £6,0 250 0,4

02 1050,0+21,0 1058,0x 434 1000 0.8

03 1956,0 £ 37,0 19480584 2000 04

04 225,9+6,0 2248+ 11,2 240 0,5

 Titulacao das amostras realizadas utilizando as “Normas Analiticas do Instituto Adoffo Lutz”, Volume 1, S&0
Pauio, 1878.
° Diferenca percentuai enire os valores de concentragio obtidos por DIMB/TER-MIMS e por titulagio.
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V.2.4 — Determinacdo de acido acetilsalicilico {AAS} em amosiras de

preparagbes farmacéuticas.

O acido acetilsalicilico (AAS) & largamente empregado em formulactes
farmacéuticas para ¢ alivio de dores de cabecga, dores musculares e inflamaces
devido a arirites ou ferimenios. O allc consumo desta substancia no mundo
mostra a importancia do desenvolvimenio de novas metodologias analiticas para
sua determinacao.®'?

Com esse intuilo o sistema DIMP/T&R-MIMS foi utilizado para a
quantificacdo de AAS em amostras de preparacdes farmacéuticas. O contetdo de
AAS nas amostras foi entdo determinado por anélises em friplicata das amosiras
tanto pela tecnica DIMP/T&R-MIMS como por fitulagBo com hidréxide de soédio
para referéncia ®'®

As solucbes padrdes de AAS foram preparadas na faixa de concentracdo
de 100mg L' até 1000mg L. O pH foi ajustado para aproximadamente 2,0
ulilizando uma solugdo de HCI 0,1mol L. Com o espectrémetro de massas
operando no modo SIM foi possivel construir uma curva analitica monitorando-se
o fon de m/z 120 (Figura 24).
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Figura 24 - Curva analitica para quantificacdo de acido acetilsalicilico {AAS) por
DIMP-T&R-MIMS, utilizando o modo SIM monitorando-se o fon de m/z 120, R=
0,997.

A Figura 24 mostra a curva analitica obtida para os padrbes de AAS, onde
se observa a linearidade do método desenvolvido. As andlises das amostras

disponiveis comercialmente contendo AAS s&o sumarizadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados obtidos pela técnica DIMP/T&R-MIMS e pelo método de
titulacdo em comparagéo com os valores especificados pelo fabricante para a
analise de acido acetilsalicilico (AAS).

DIMP/T&R- 2 Especificacées do Erro®
Titulacao .
Amaostra MIMS . fabricante {%}
. mg L’
(mg L) (mg L) (mg)
01 488,6 £ 5,0 519,86 £ 10,0 500 6.4
02 473.4+7,0 5004 +125 €50 5,7
03 583,0 £ 12,0 5774+ 15 500 1,0

# Tiulaglo das amosiras realizadas utilizando a Farmacopéia Brasileira, 1959.

b Diferenca percentual enire os valores de conceniragéo obtidos por DIMP/T &R-MIMS e por titulacie.
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Observando a Tabela 2, podemos verificar gue para as amostras 01 e 03
gue os valores obtidos por DIMP/T&R-MIMS e titulacdo estic em concordancia
com as especificagbes do fabricante para estas amostras. Porém, quando
verificamos os resuliados obtidos para a amostra 02 podemos perceber gue 0s
valores obtidos tanto por DIMP/T&R-MIMS como por fitulaco esifc abaixo das
especificagbes do fabricante. Em amosiras de preparacbes farmacéuticas a
dosagem de cada principio ativo contido nas mesmas pode variar de 90 a 120%
do conteGdo especificado pelo fabricante. No caso da amostra 02, as
concentracbes de AAS obtidas inferiores obtidas em relac&o as especificadas pelo
fabricante poderiam ser provavelmente devido ao fato da concentragcdc de AAS
adicionada as amostiras analisadas ser menor a estipulada na embalagem do
medicamento e/ou o conjunto de amostras estar proximo ao vencimento de sua
data de validade, 0 que ocasionaria um decréscimo da concentracdo do principic
ativo no medicamento. E importante salientar, neste caso, gue mesmo que ¢
medicamento esteja proximo do fim de sua data de validade que este conjunto de
medicamentos possui concentracbes de AAS gue ndo esta na faixa permitida de
concenfragaoc para as amostras analisadas pelos dados obtidos tanto por
DIMP/T&R-MIMS come por titulacdo.

Para caracterizar a repetibilidade, medidas em ftriplicata foram realizadas,

mostrando um desvio padrao relativo de 5,0% entre as amostras.

IV.2.5 - CONCLUSAO

O consumo crescente dos analitos quantificados e de suas associagbes em
preparactes farmacéuticas mostra a importancia do desenvoivimento de novas
metodologias analiticas para sua determinacdoc. Uma vez que a técnica
DIMP/T&R-MIMS & uma técnica simples e rapida, ela poderia ser uma alternativa
para métodos mais complexos e MOTroSOs para a determinagao de vitamina C
(acido ascorbico), acido acetiisalicilico (AAS) e cafeina em amostras de
preparacbes farmacéuticas especiaimente para amostras compiexas. O método
utilizado € versatil e permite a realizacéo da analise combinada destes analitos em
uma mesma amostra. Os dados obtidos na determinacao de AAS nos mostram
que a utilizagdo da técnica de DIMP/T&R-MIMS também poderia ser utilizada para




a verificacao de fraudes em medicamentos, onde uma concentracdo menor de um

determinado principio ativo foi adicionada.

V.3 - TIPIFICACAD DE DIFERENTES TIPOS DE CERVEJAS NACIONAIS E
IMPORTADAS UTILIZANDO A TECNICA DE ESI-MS.

A cerveja € uma solucdo ambar aquosa que contém um gas (CO3), alcool
etilico, varios sais inorganicos, e aproximadamente 800 compostos orgénicos. A
Tabela 4 divide os constituintes da cerveja em varias categorias por tipo guimico.
Todos estes composios sdo decorrentes de quatro ingredientes essenciais: agua,
malte (cevada germinada), ldpuic (que confere o amargor caracteristico do
produto) e leveduras {responsaveis pela fermentacéo do produto). A diversidade
das técnicas de mistura e de fermentagfio permite obter uma infinidade de
cervejas diferentes 3

Tabela 4 — Divisgo dos constituintes da cerveja em varias categorias por tipo quirmico.

Substéncia Concentracao Namero de Fonte
compostos
Agua 90-94% 1 -
Alcool 2.5-5,0% 1 Levedura, maite
Diéxido de Carbono 2,1-2.9viv 1 Levedura, malte
Qutros alcoois 0,1-0,3% 15 l.evedura, malte
Carboidratos 1,0-5,0% +100 Malte, adjunio
Sais Inorganicos 0,5-0,8% 26 Agua, Malte
Compostos Nitrogenados 0,26-0,45% +100 Levedura, malte
Acidos Organicos 0,17-0,22% +200 Levedura, malte
Aldeidos 30-40 mgL™ +50 Levedura, lpulo
Esteres, Cetonas 0,03-0,06% +150 Levedura, malte
Compostos Sulfur:-jos 2,0-3,0 mgL”’ 41 Levedura, malte
Derivados do Lupulo 30-60 mgL” >100 Lupulos
Compostos de Vitamina B | 5,0-11,0 mgL™ 13 Levedura, malte

52



Embora as cervejas sejam fabricadas de materiais similares, cervejas
fabricadas pelo mundo inteiro t8m estilos distintos. Sua singularidade vem do
contedido mineral da agua utilizada, os tipos de ingredientes empregados, e as
diferencas nos metodos de fabricacdo. Em um sentide restrito, ha dois estilos
classicos de cerveja, as cervejas do tipo “ale” (fermentagio de topo) e as cervejas
do tipc “lager” (fermentacao de base). Contudo, em adigdo a “ales” e “Jagers”, ha
outros estilos classicos de cerveja tais como cervejas do tipo “wheaf’, “porters”,
“stouts” e “lambics” - para citar algumas delas.®

A estabilidade do sabor & um fator de qualidade imporiante da cerveja.
Comparada a oulros produtos, @ cerveja apresenta uma  estabilidade  muito
pequena do sabor e sua degradacéo a partir de processos oxidativos produz um
sabor caracteristico causado principaimente por uma série de compostos
carbonilicos. Portanto, € compreensivel que este aspecto tenha sido obielo de
investigacbes minucicsas de modo a confrolar e melhorar o processo de

fermentacdo e a estabilidade do sabor. Entretanto, 2 composigdo quimica da

cerveja nao € totalmente conhecida e muito menos os compostos resultantes da
degradagac pela luz, temperatura, agitagdo e oxigénio. A solucdo & evitar a
exposicdo das cervejas a estes agentes que induzem as mudancas quimicas
antes do produto chegar nas maos do consumidor.®

A analise sensorial é muito utilizada pelas inddstrias de alimentos e
bebidas, entretanto, esta pode ser insuficiente, especialmente quando se trata de
problemas da classificac@o de amostras. A andlise multivariada é uma ferramenta
que pode ajudar a lidar com a complexidade e sutilezas confrontadas por
pesquisadores ao tentar analisar, caracterizar e classificar analises sensorizis
como: sabor, aroma, textura e aparéncia. Pode-se dizer que estas propriedades
sao mulfivariadas, ou seja, sdc uma mistura de sensacdes que devem ser
avaliadas para que possa ser classificado um certo tipo de alimento ou bebida.
Entretanto, estas propriedades s&o subjetivas e podem levar a dtvidas e induzir a
errcs de avaliagio, quando se trata de um grande volume de amostras. Métodos
baseados em respostas de medidas instrumentais s&o objetivos e podem ser uma
alternativa para verificar a gualidade de um alimento ou bebida.®® Entre as

53



iécnicas mais ulilizadas para este lipc de amostra temos a espectrometria de
massas, a cromatografia gasosa, a eletroforese e a cromatografia liquida. % ®

Recentemente, um estudo sobre a caracterizacio de amostras de cérveias
de acordo com suas caracteristicas minerais foi realizado utilizando-se
espectrometria de emissac atdmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
AES) utilizando-se um conjunio de 32 amosiras. Neste caso, cervejas do tipo
“lager”, cervejas escuras e cervejas de baixo teor alcodlico foram consideradas.®®
Em um outrc estudo realizado, espectrometfria de massas, ufilizande um
espectrometro de massas de ressonancia ciciotrénica de ions por transformada de
Fourier (FT-ICR) utilizaram electrospray fanto no modo positivo como no modo
negativo para analise direta de vinhos sem nenhum fratamenio previc da
amostra.®

V. 3.1~ Analise por ESI-MS das amostras de cerveja selecionadas.

Electrospray se mostrou uma iécnica de ionizagdo conveniente para a
introducao direta (sem prévia separacao cromatografica) de cerveja, uma matriz
aquosa de pH caracteristicamente acido (pH =~ 4,0 — 4,5), dentro do espectrébmetro
de massas, uma vez que muitas moléculas que possuem sitios acidos ou basicos
seréo detectadas como um ion contendo somente uma carga (mono carregado),
na sua forma protonada (M-H)' ou desprotonada (M-H). Devido a estas
caracteristicas apropriadas, ESI-MS com introducdo direta da amostra foi utilizada
com o objetivo de se realizar a tipificacdo de amostras de diferentes tipos de
cervejas de modo a promover uma rapida caracterizacdo destas amostras e
juntamente com a aplicacdo da analise de componentes principais (PCA) fornecer
uma alternativa para o controle de qualidade das mesmas. A Tabela 5 nos fornece
a relacdo das 29 amostras de cerveja analisadas.

As cervejas do tipo “lager” sdo uma familia inteira de cervejas que variam
das cervejas suaves e claras conhecidas como “pilsen”, até as escuras, do tipo
“munich” aromaticas identificadas como "dunkels" e as cervejas fortes conhecidas
como “bock’. Caracteristicamente, cervejas do tipo “lager” tém baixa concentragéo

de ésteres e baixo conteldo de lpuio, como excecdes importantes temos as
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cervejas ‘piisen’ e alema tipo exportacio. Cervejas do tipo “lager’ estio
disponiveis ao consumidor na forma de chopp ou engarrafadas.®

As amostras de cervejas “pilsen” e as amostras de cerveja do tipo “draff’
analisadas apresentam especiros de ESI(+)-MS similares indicando grande
semelhanga entre estas amostras (Figura 25a). Os espectros de ESI{(+}-MS deste
conjunto de amostras mostram ions intensos na faixa de razc massalcarga (m/2)
de 70 a 705. A mesma semelhanca aparece quando estas amostras sdo
analisadas no modo de ESI(-)-MS. Os espectros de ESI(-}-MS deste conjunto de
amostras mostram ions intensos na faixa de razéo massa/carga (m/z) de 78 a 763
e espectros de massas representativos de todas as amostras analisadas podem
ser vistas na Figura 26a.
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‘pilsen” e "drafl’, b} cerveja “malzbier e c) outras cervejas escuras.
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Um outro tipo de cerveja do tipo “lager” muito comum no Brasil, chamada
‘malzbier’, foi analisada. A singularidade das cervejas do tipo “maizbier &
certamente um resuliado da adicdo de cerio “corante caramelo” e de seu gosto
adocicado que € bem diferente das cervejas “pilsen”, por exemplo. Apesar deste
tipo de cerveja ser fabricado basicamente com os mesmos ingredientes das
cervejas “pilsen’, a adicdo de outros ingredientes, como citado acima, faz com que
elas apreseniem espectros de ESI-MS muito caracteristicos, tanio no modo
positive (Figura 25b) como no modo negative (Figura 26b). Chserve que estas
amostras tambem possuem espectros de massas distintos de ouiras amostras de
cerveja do tipe “lager’ mostrados anteriormente (Figura 25a e Figura 26a). Para
este tipo de cerveja podemos verificar que em seus espectros de ESK+)-MS o ion
mais intensc e mais caracteristico € o fon de m/Zz 219, mas podemos observar a
presenca de oulros ions como os fons de mfz 200, 203, 247 e 399 que estéo
presenies apenas neste grupo de amostras. O ion mais intenso nos espectros de
massas de ESI-)-MS é o jon de m/z 179, da mesma forma a presenca dos ions
de m/z 215, 277 e 359 é bem caracteristica neste grupo.

58



716 T

ANBORAODIIDFTRNIDDTTAOS VLD DTS US WM IET B
m, et
‘B i

%

Zin 3 s

yEnE R
BMZENBD BN IB AL D LH IS TS0 00 TS 75 I

N ; Lo M3

non T 1 gme T 014
soee B -] i h6 &S

R O N MU AR

I ZARARTFT NN T OB LDEMEINEEHNGBEALTS DD

INER | R

B W B |

Figure 26- Espectro de massas de ESI(-}-MS caracteristico de: a) cervejas
“pilser’” e “draft’, b) cerveja “malzbier” e c) cervejas escuras.
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Tabela 8 — Conjunto de amostras analisadas por ESI-MS.

Amostra Cerveja C::ff;;a
01 Schincariol P1
02 Primus P2
03 Dado P3
04 Antarctica P4
05 Brahma P5
08 Skol P8
07 Heineken P7
08 Budweiser P8
09 Warsteiner P9
10 Sapporoc Draft P10
11 Miller P11
12 Summer Draft P12
13 Antarctica Malzbier M1

4 Schincariol Malzbier M2

15 Brahma Maizbier M3
16 Xingu M4
17 Sweetheart D1
18 Warsteiner Premium D2

Dunkel

19 Schincariol Munich D3
20 Ruddles County D4
21 Murphy's D5
22 Abbot Ale D6
23 Baden Baden Bock D7
24 Baden Baden Stout D8
25 Bohemia Escura DS
26 Caracu B106
27 Guiness D11
28 Kaiser Bock D12
28 Mae Preta D13
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Outros tipos de cervejas escuras foram analisados (Tabela 5) e este grupe
contem amostras de cervejas do tipo “stouf” e do tipo “bock”. Como observado
para os outros dois grupos, este grupo de amostras apresenta espectros de ESI-
MS tanto no modo positive (Figura 25¢) como no modo negativo (Figura 26¢)
similar para todas as amostras analisadas. Os espectros de massas para estas
amostras apresentam alguns ions observados para as cervejas do tipo “lager”
analisadas anteriormente. Observe a presenca de ions como o de m/z 219,
caracteristico de amostras de cervejas “maizbier’, e os ions de my/z 381, 543 &
703, caracteristicos de amostras de cervejas “pifsen”. Por outro lado, a presenca
dos ions de m/z 79, 179 e 252 e auséncia dos ions de m/z 163 e 365 torna este
grupo distinto dos dois outros grupos de amostras mostrados anteriormente. Da
mesma forma, seus espectros de ESH-)-MS mostram fons caracteristicos de
amostras de cervejas “pilsen”, mas apresentam também lons distintos como os
fons de m/z 255, 267 e 683 e, comparados com as amostras do primeiro grupo
(Figura 26a), este titimo grupo ndo apresenta os fons de m/z 290, 701 e 763, por
exemplo. Na verdade, estas amostras sdo fabricadas de forma diferente das
amostras de cervejas “pilsen” e “malzbier’. Fermentacdo de topo é utilizada em
alguns casos, a levedura utilizada é diferente daquela utilizada para produzir
cervejas “pilsen” e “malzbier” e, além disso, algumas delas contém malte tostado
ou caramelo (ou ambos). Desta forma, estas amostras de cerveja poderiam ter
um espectro de ESI-MS diferente dos outros grupos de cerveja apresentados
anteriormente devido a sua composicdo particular e devido a forma que estas
amostras foram produzidas.

iV.3.2 - Analise guimiométrica dos dados obtidos.

Uepois de realizada uma breve discuss@o observando os espectros de
ESI-MS utilizou-se a analise dos componentes principais (PCA) para uma melhor
separag@o das amostras, baseada nas diferencas de intensidade dos sinais.
Quando PCA ¢ aplicada, foi verificada uma boa classificagdc entre as amostras
analisadas, possibilitando a separacdo entre as diferentes variedades de cerveja.
Dois destes tratamentos quimiométricos aplicados aos espectros de massas de
ESI-MS serfo mostrados: um a partir de espectros de ESI(+)-MS e outro a partir
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de espectros de ESI(-}-MS. Neste caso, um grupe dos 20 sinais mais intensos foi
selecionado e os valores de intensidades relativas utilizados para a construcao da
matriz de dados foram obtidos da razdo entre as intensidades de cada pico e a
intensidade do maior pico em cada espectro de massas em particular.

A Figura 27 mosira o grafico de escores da CPy versus a CP; da mairiz de
dados obtida a partir dos espectros de massas de ESI{-}-MS, Podemos observar
que as amostras analisadas foram separadas em trés grupos distintos. As CP e

CP; tem 57% e 17% da variancia da mairiz original de dados, respectivamente.
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Figura 27 - Grafico de escores da CPy (57%) versus a CP, (17%) para as 29
amostras de cerveja analisadas quando a analise quimiometrica € aplicada aos
espectros de massas de ESI(-)-MS. Neste grafico: P=amostras 'de cerveja “pilser’”
e “draft’; M= amostiras de cerveja “maizbier’ e D= outras amostras de cerveja
escura.
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A Figura 28 mostra no modo de ESI(+)-MS no grafico dos escores (CP;
versus a CP;) que as amostras de cerveja s&o separadas em trés grupos
caracteristicos como observado anteriormente. Neste caso, CPi 2 CPy tem 42% e

27% da variancia da matriz original de dados, respectivamente.
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Figure 28 — Gréfico de escores da CP; (42%) versus a CP, (27%) para as 29

amostras de cerveja analisadas quando a analise quimiométrica & aplicada aos
espectros de massas de ESI(+)-MS. Neste grafico: P=amostras de cerveja “pilsen”
e “draf’; Mi= amostras de cerveja “malzbier’ e D= outras amostras de cerveja

escura.

Na Figura 27 [ESI(-)-MS] é mostrado que as cervejas escuras
(representadas por D} estdo localizadas no lado esquerdo da CPy (valores
negativos de CP1) e que as cervejas “pilsen” e “draff’ (representadas por P) estao
localizadas do lado direito de CP; (valores positivos de CP,). Observando a Figura
29a, podemos observar que o valor mais negativo da CPy é o do ion de m/z 59
que também & o sinal mais intenso em todos 0s espectros de massas das
amosiras das cervejas escuras (Figura 26¢). Este ion distingue entio as amostras
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de cervejas escuras das cervejas “piflsen” e “draff’ através da CP4.

Em

contrapartida, as variaveis tais como os ions de m/z 78, mv/z 96, m/z 101, m/z 128,

m/z 130, m/z 161, m/z 191 e m/z 363 possuem valores positivos no grafico de

pesos de CP, e sdo as variaveis que mais influenciam a separagdo das amostras

de cervejas “pilsen” e “draff’ por CPy (em relacdo as cervejas escuras). As

amostras de cerveja “malzbier” sic separadas das outras amosiras por CP;. Elas

estdo localizadas em valores negatives da CP; e as variaveis mais importanies

para sua distincdo das outras amostras de cerveja sdo: m/z 89, m/z 179, m/z 215,

m/z 217 e m/z 277. Estes ions sdo caracteristicos de seus espectros de massas.
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Figura 29 - Grafico de pesos da CP, (67%) versus a CP; (17%) para as 29

amostras de cerveja analisadas guando anélise guimiométrica € aplicada aos

espectros de massas de ESI(-}-MS.
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Na Figura 28 [ESI(+)-MS] é mostrado que as cervejas escuras
(representadas por D) estdo localizadas no lado esquerdo da CP, (valores
negativos de CPy) e que as cervejas “pilsen” e “draft” (representadas por P) estéo
localizadas do lado direito de CP, (valores positivos de CPy). Observando a Figura
30a, podemos cbservar que os valores negativos da CP, ou seja, os fons de m/z
116 e m/z 219 s&o os responsaveis pela distincdo das amostras de cervejas
escuras das cervejas “pilsen” e “draft’ através da CP;. Observe gue estes ions
estdo entre os ions mais intensos no espectro de massas das amostras de
cervejas escuras. Em contrapartida, as variaveis tais como os ions de m/z 70, m/z
118, m/z 206, em/z 325 possuem valores positivos no grafico de pesos de CP; e
sdo as varidveis que mais influenciam a separagfo das amostras de cervejas
‘pilsen” e “draft’ por CP; (em relagdo as cervejas escuras). As amostras de
cervejas “maizbier’ s&o separadas das outras amostras pela CP,. Flas estio
localizadas em valores negativos da CP; e as variaveis mais importantes para sua
distingdo das outras amostras de cerveja s&o os ions de m/z 70, m/z 203 e m/z

219. Estes ions s&o caracteristicos de seus espectros de massas.
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Figura 30 - Grafico de pesos da CPy (42%) versus a CP2 (27%) para as 29

amostras de cerveja analisadas quando analise guimiométrica é aplicada aos

espectros de massas de ESIi(+)-MS.

Na Tabela 6 estdo as varidncias explicadas para as 10 componentes

principais obtidas para as amostras analisadas no modo de ESI(-)-ME e na Tabela

7 sdc mostradas as varincias explicadas para as 10 componentes principais

obtidas para as amostras analisadas no modo de ESI(+)-MS.
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Tabela 6 - Porcentagem da variancia explicada pelos 10 componentes principais

para as amostras analisadas no modo de ESI{-)-MS .

Componente % Variancia explicada % Variancia total
Principal para cada CP explicada
1 57,2 57,2
2 17,2 74 4
3 8.8 83,2
4 4.3 87.5
5 2,8 90,4
8 1,7 92,1
7 1.3 934
8 1.2 8946
9 0.9 95,5
10 0,7 86,1

Observe que as componentes principais 1, 2 e 3 explicam
aproximadamente 83% dos dados.

Tabela 7 — Porcentagem da variancia explicada pelos 10 componentes principais
para as amostras analisadas no modo de ESI(+)-MS .

Componente % Varidncia explicada % Variancia total
Principal para cada CP explicada
1 41,8 41,6
2 27,0 68,6
3 8,0 78,86
4 54 82.1
5 4.1 86,2
8 3,2 89,4
7 1,8 91,2
8 1,6 82,8
g 1.3 94,0
10 1.0 95,0
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Observe que as componentes principais 1, 2 e 3 explicam

aproximadamente 77 % dos dados.

V.2.3 . CONCLUSOES

Neste trabalho a técnica de ESI-MS foi testada pela primeira vez como um
método para a analise da composicio quimica de cervejas. Fol possivel verificar a
gficacia desta técnica como um instrumento rapido para a caracterizagdo de
diferentes tipos de cerveja. Dos resultados obtidos por ESI-MS para a analise de
amostras de cerveja juntamente com a anaiise por PCA, pode-se dizer que esta
técnica poderia ser uma alternativa utilizada no controle de qualidade do processo
de fabricacdo de cervejas no gual alteracbes durante o processo de fabricagio do
produto poderiam ser detectadas.
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V.4 - INVESTIGACAO DO MECANISMO DE REACAO ENTRE O REAGENTE
DE TEBBE E VINIL-ETERES UTILIZANDO AS TECNICAS DE APCI-MS E APCI-
MS/MS.

Entre os derivados metalicos do grupo (IV), catalisadores ou mediadores de
titdnic, tais como cloreto de fitanio, s@o especialmente atrativos uma vez que eles
s&o mais baratos e até mesmo convenientes para serem manuseados. Na década
de 1970, Tebbe descobriu a primeira reacéo sinteticamente importante de um
composto organctitanio.®® Sob a agdo de uma base de Lewis, o Reagente de
Tebbe 1 € postulado ser transformado em uma espécie metilenotitanoceno 2

fransiente que € provaveimente ¢ intermediario reativo, o qual interage com

- R4 -
B b= A
i 2 e -
4 o 4 — % 3. s
Ti AlMey Ti=CH, i b
% o % T\k g\:rﬂ ““’“‘;"-:\—-TECpZOR3
6

R
1 2 : % oai!
Reagente de Tebbe 4

compostos orgénicos (esquema 6).%

Esquema 6

O intermediario 2 ndo & isolado como um composto puro, contudo, ele foi
caracterizado pela primeira vez utilizando APCI-MS e APCI-MS/MS como uma
espécies transiente derivada do reagente de Petasis.”

Neste estudo, as itécnicas de APCI-MS e APCI-MS/MS foram utilizadas
para estudar a reagao [2+2] de vinil éteres com o Reagente de Tebbe dando
origem a alil titanocenos e para transferir os intermediarios da reacic de Tebbe
diretamente da solugao contendo estas espécies para a fase gasosa. Foi estudada
a geracdo de compiexos titanocenos alilicos a partir de materiais de partida nao
alilicos derivados de vinil eteres. Esta reagéo é também interessante do ponto de
vista mecanistico devido ao fato que os intermediarios desta reacio s3o apenas

postulados. Alem disto, pela primeira vez, estes intermediarios foram
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interceptados, isolados, detectados e ent8o caracterizados estruturaimente

{esquema 7).

_—-\—ﬁCpQORg
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; |
Reagenie de Tebbe 2 3a, R= £t da-e

3b, R%= Pr

3¢, R%= n-Bu

3d, R%= i-Buy

3e, R%= t-Bu
Esquema 7

Em APCI, moléculas neutras sfio fransferidas da sclugdo para a fase
gasosa, onde s&o ionizadas a pressao atmosférica por processos de abstracéo de
elétrons, protonagio ou desprotonagio promovidos por uma série de reagbes ion-
molécula iniciadas pela acado de uma descarga corona. Portanto, gquando a
deteccao destas moléculas & feita por especirometria de massas na fase gasosa
espera-se que a composicdo da solugdo inicial seja preservada. Reagentes,
intermediarios e produtos presentes na solugao seriam todos transferidos de forma
intacta para a fase gasosa e entdo ionizados e analisados. Como os
intermediarios postulados tem sitios basicos (presenga de oxigénio), no
mecanismo proposto para a reagao estudada (Esquema 7), selecionamos o0 modo
de ionizagéo positivo para monitorar as moléculas protonadas, (M + H)', formadas
na fase gasosa.

As reacbes com o Reagente de Tebbe foram realizadas peia dissolugdo
direta de 1 nos vinil éteres utilizados [etil (m/z 265), propil (m/z 279), n-butii {m/z
283), i-butil {m/z 293) e t-butil (m/z 293) vinil éteres], espectros nao mostrados], e
entdo as solugbes preparadas foram introduzidas através de uma fonte de APCI
aquecida. Nenhum outro solvente foi utilizado para concentrar possiveis
intermediarios transientes, particularmente 2 e 3, ou ambos, concebivelmente
presentes na mistura reacional em concentragdes muito baixas. A Figura 31

mostra o espectro parcial dos intermediarios titanociclicos.

88



B 5 o ] B -3
288 292 m/z 296 300
Figura 31 ~ Espectros parciais dos jons detectados das reagdes com o
Reagente de Tebbe e: a) etil-viniléter, m/z 265; b) propil-viniléter, m/z 279 e ¢)

butii-viniiéter, m/z 293.

A Figura 32 mostra os experimentos de MS/MS realizados para caracterizar
estruturalmente os intermediarios 3 protonados via CID. Os espectros de CID da
Figura 32 mostram para 3a (m/z 265) um comportamento previsivel e diagnéstico
gue, de forma interessante, se compara ac equilibric em solucio envoivendo
reagentes e produtos na fase condensada. O intermediario titanociclo 3a perde
etanoi neutro e o radical etila, desta forma gerando a espécie de titanio alilico de
m/z 219 e o alcool de m/z 238, respectivamente (Figura 32). Com isto, 3a também
se dissocia para ¢ intermediario 2 protonado de m/z 193 via retro-adicéo.
Comportamento similar € observado para as ocutras espécies 3b-e com a perda
dos alcoois correspondentes gerando as espécies de m/z 219. Além disto, pela
primeira vez, o titanoceno [Cp,Ti] de m/z 178 foi observado.
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Figura 32 — Espectros representativos de CiD dos titanociclos 3a protonado (m/z

265).

Um carater intrinseco do metal titanio é dois estados de valéncia dos
derivados titanoceno alilicos {0 complexo 4 de Ti s-alilico e o complexo 5 de Tin-
alilico] s@o conhecidos. Estas duas espécies alilicas reagem com carbonilas
gerando alcoois homoalilicos. E sabido que o complexo 5 de Ti =n- alilico ndo
sobrevive sob tratamento de CH,Cl;, enquanto o compiexo 4 de Ti o-alilico na
presenga de CH»Cl; permanece inalterado. Assim, a adicao de algumas gotas de
CH.Cl; no frasco de reagdc apds a andlise ndo levou a decomposicic dos

intermediarios nestes experimentos, sugerindo a presenca de espécies de Ti(lV}
(4) ao invés de Ti (Ill) (5).%
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IV.4.1 - CONCLUSAO

Os resuitados mostram que experimentos utilizando APCI-MS e APCIH-
MS/MS no estudo de espécies transientes, o que tem sido postulado em fase
condensada, provando o mecanismo para a reacdo de alilacio de Tebbe pela
caracterizacao das massas de seus intermediarios chave titanociclos 3 (Fsquema
7).% Estes estudos indicam o grande potencial para espectrometria de massas no
campo de mecanismos de reag0c organicas, e ilustra a conveniéncia das técnicas
de APCI-MS" para isclar e caracterizar intermedidrios chaves de reacaoc
organometalicos transientes que sé&o transferidos da solugdo para a fase gasosa,
um campo vasto mas ainda pouco explorado.
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iV.5- REACOES DE FUNCIONALIZACAO DE LIGACOES INERTES C-H POR
CARBONILACAO ATIVADA POR IONS XCO' {(X= F, ClI, Br) COM COMPOSTOS
AROMATICOS UTILIZANDO ESPECTROMETRIA DE MASSAS SEQUENCIAL

Moléculas n&c realivas podem ser gquimicamente ativadas e entdo
convertidas em produtos Gleis por funcionalizacdo seletiva de suas ligacbes
inertes utilizando uma variedade de reacdes tais come halogenacdo, oxidacao e
carbonilacdo. A fase gascsa fornece um ambiente adeguado parz estudar a
reatividade intrinseca dos ions com moléculas neutras e para realizar um rapido
“screening” para reacdes modelo potenciais.” Na fase gasosa, no ambiente do
especirémetro de massas livre de soiventes,g“ muitas reacgbes ion/molécuia
capazes de funcionalizar uma variedade de ligacdes inertes tem sido descritas.
Em particular, H. Schwarz® e seus colaboradores tem estudado a ativagio em
fase gasosa de uma variedade de ligagbes intrinsecamente inertes por uma serie
de cations metfalicos e seus derivados. Para mencionar alguns exemplos, fol
recentemente relatada a ativacao hidrolitica das ligactes C-+ por cations de cromo
intrinsecamente n&o reativos,®® a ativagéo régio- e diastereoseletiva da ligagao C-
H de valeramida e 3-metil-valeramida por ions contendo Fe',*® 3 ativacio da
ligacdo P-H de fosfana®™® por Fe*, Co®, Ni", Ru’, Rh', Pd*, Os", I, e Pt' e a
ativacéo da ligagdo C-H em metano por FeS” resultando na conversao de metano
para metanotiol. **°

A carbonilagao de benzeno, a funcionalizacido seletiva e ativagio de sua
ligacao C-H inerte por CO, tem sido extensivamente investigada tanto por razbes
experimentais como fundamentais. Muitas estratégias tém sido desenvolvidas
para realizar a carbonilagao de benzeno. Dentre estas estratégias podemos incluir
a formilacac de Gatterman-Koch e técnicas baseadas em catalisadores contendo
metais de fransi¢cdc, reagentes organometaliccs e processos fotoquimicos e
radicalares.®® Os ions acilios (R-C*=0) constituem uma classe de cations estaveis,
de vida longa, versateis e reativos e uma variedade de novas reagdes de ions
acilios gasosos de importancia sintética e analitica tem sido descritas.”” A reagso
de carbonilagac idnica de benzeno e seus derivados com cations halocarbonila,
por exemplo, o cation clorocarbonila gasoso (CICO") foi primeiro relatada por

Eberiin e colaboradores.”® Fsta reacao ion/molécula inédita resuita na
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funcionalizacao seletiva por CO de uma ligacgoe inerte C-H de benzeno e alguns
dos seus derivados com a formagdo de cations benzoila (Fsquema 8, X = Ch.
Observe que esta reacdo pode também ser classificada como uma reacao de
transcarbonilacio devido ao fato de um fon haloacilio ser convertido a2 um ion ari
acilioc (XCO™ — ArCO").

Esquema §

Mais recentemente, Grandinetti e colaboradores® utilizaram NF," gasoso
para formar FCO+ via um processo de flucracao idnica de CO, e descoberto que ¢
cation fluorcarbonil também promove a carbonilagéo ibnica da ligagsio C-H em
benzeno e tolueno (esquema 8, X=F). FCO" & facilmente disponivel em fase
gasosa, e também tem sido caracterizado em uma “liquid nitrogen cooled negative
glow discharge”,'” mas em solugdo parece que FCO' nao pode ser
adequadamente estabilizado com os acidos de Lewis conhecidos.'”! Para CICO",
contudo, um sal estdvel (CICO’SB;Fs) tem sido recentemente sintetizado.'’
Além disso, CICO’, BrCO" e ICO” tem sido observados em solucdes de SO,CIF
por espectroscopia de RMN de C mas tentativas para observar FCO®
falharam.’® Portanto, parece que a carbonilaggo idnica em fase condensada seria
mais praticavel utilizando-se os analogos de halogénios mais pesados (por
exemplo, na forma de sais acidos de Lewis), em particular os estaveis e bem
caracterizados'®® cation clorocarbonila CICO™.

Neste trabalho, realizamos reagbes em fase gasosa de irés cations
halocarbonila FCO*, CICO" e BrCO" com benzeno, furano, tiofeno e pirrol ( e
alguns de seus derivados alquila) para comparar as habilidades intrinsecas de
XCQ" para promover carbonilagéo iénica de ligactes inertes aromaticas C-H. Por

analogia com FCO®, também formamos e testamos a habilidade do cation
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fluorsulfinil FSO™, um ion altamente eletrofilico, para realizar sulfonilaco idnica
inerte inédita de ligagbes aromaticas C-H.

IV.5.1 - Preparacéo direta de FCO™ gasoso.

Embora FCO" seja formado rapidamente a 70 eV a parlir de varios
compostos neutros adequados (mas ndo faciimente disponiveis),'™ bem como por
fluoracdo idnica de CO por NF.",% temos usado uma reacéo ion/molécula inédita
em fase gasosa para preparar FCO®. Utilizando-se um espectrometro de massas
pentaquadrupolar (QaQgQ),'* FC* de m/z 31 foi formado a 70 eV por El de CFy e
entdo selecionado pelo primeire guadrupolo analisador de massas ((Q4). As
reacbes em g com N.O sob baixa energia, proxima a 1 eV, e condicdes de
multiplas colisbes permitiram quase exclusivamente a formacgéo de FCO” de m/z
47 via uma reacao eficiente de abstracao de oxigénio (Figura 33).

F—(C =0
47
MO pe
31
{ T T I T ] L

Figura 33 — Espectro de massas do produto idnico para a reagéo de FC™ de m/z
31 com N2O. Uma reagao inédita, altamenie eficiente e exclusiva de abstracao de
oxigénio gerando FCO™ gasoso de m/z 47.
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V.5.2 - Reacdes de trés cations halocarbonila com benzeno.

Os cétions halocarbonila isotopoméricos ***'CICO" e "™®'BrCO* foram
obtidos por £l a 70 eV a parlir de cloreto de acetila e brometo de acetila,
respeciivamentie, dois de seus precursores neutros apropriados e faciiments
disponiveis, A Figura 34 mostra os espectros de massas dos produtos idnicos
para a reacdo dos trés lons selecionados FCO", *CICO" e BrCO” com benzeno.
Na verdade, um experimento de MS® foi realizado (Figura 34a) para FCO" desde
que este ion foi preparado “on-fine” em q via reacdes dos fons FC™ selecionados
em Q1 (Figura 33}, selecionado em Qs, e adicionalmente reagido com benzeno
em g4, enquanto Qs operava no modo de varredura para adquirir os espectros de
massas segilenciais dos produtos idnicos resuitantes desta reacio (Figura 34a).
Para os trés cations XCO™ trés reacSes competitivas (Esquema 8) s&o cbservadas:
) carbonilagac idnica que gera o cation benzoila (PhCO™) de m/z 105, §i) abstragao
de elétrons que gera benzeno ionizado de m/z 78 e iii) transferéncia de X* que
gera o correspondente fluorbenzeno protonado de m/z 97, clorobenzenc
protonado de m/z 113 e bromobenzenc protonado de m/z 157 {esquema 9 e
Figura 34).
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Figura 34 — {a)Espectros de massas seqlienciais dos produtos idnicos para a
reagao de FCO" (selecionado em Qy) de m/z 47 (formado via reacdo de FC' de
m/z 31 com N2O, veja Figura 33) com benzeno. Espectro de massas dos produtos

idnicos para a reagdo com benzeno dos ions selecionados (b) CICO™ de m/z 63 e
(c) BrCO" de m/z 107.
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Esquema 9

Para FCO" (Figura 34a), carbonilacéo idnica ocorre em grande extensao, e
PhCC" de m/z 105 é o produto idnico majoritario da reacado. Abstiracgido de elétrons
(m/z 78) é a segunda reago mais favorecida enquanto a reagéo de transferéncia
de F” & a menos favorecida (m/z 97)."® O rendimento da reacio de carbonilagéo
iGnica relativa a abstragao de elétrons (m/z 105: m/z 78) diminui de FCO® (Figura
34a) para CICO” (Figura 34b) e é ainda menor para BrCO" (Figure 34c), enquanto
a transferéncia de X" ocorre em pequena extencao em todos os casos. Portanio, a
habilidade dos ions XCO" para promover carbonilacdo iénica de benzeno em
relacdc a reagho competitiva de abstracdo de elétron, diminui na ordem: ECO™>
CICO™> BrCO". Para racionalizar tal reatividade e a tendéncia dos ions para sofrer
a reagao competitiva de abstragao de elétrons, as energias de recombinacgao dos
trés cations halocarbonila devem ser comparadas. As energias de recombinacao
de FCO" foram experimentalmente medidas: 9,3 + 0,1 eV,'” o que faz a abstragso
de eletrons de benzeno (IE= 9,25 eV) apenas ligeiramente exotérmica, mas nac é
possivel encontrar energias de recombinacao experimentais corretos para CICO*
e BrCO". Devido, contude, a diminuicdo da eletronegatividade dos atomos de
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halogénio, a energia de recombinacio provavelmente diminui de FCO para CICC”
e entdo para BrCO" assim desfavorecendo a abstracio de elétrons e favorecendo
indiretamente a carbonilagic idnica em uma ordem de reatividade reversa da
observada experimentaimente. Uma estimativa tedrica utilizando calculos com a
base B3LYP/MG-311++G{d,p) fornece as seguintes energias de recombinacéo
adiabaticas: FCO" (8,49 Ev), CICO" (7,862 eV) e BrCO" (7,57 eV), e uma IE
{energia de ionizaclo) para benzenc de 8,08 eV. Como a abstracdo de elétrons
ainda ocorre para CICO™ e BrCO", a conversdo da energia translacional para
energia interna provaveimente ocorre e conduz estas reagbes endotérmicas
durante as colisdes de baixa energia dos ions com benzeno. Ao mesmo tempo,
contudo, a diminuicdo da eletronegatividade dos atomos de halogénio fazem os
ions menos eletrofilicos de FCO" para CICO" e entdo para BrCO"; portanio, a
adico eletrofilica que leva a carbonilagdo de benzeno € desfavorecida.

Calculos Tedricos:

Para ajudar a racionalizar as tendéncias de reatividade observadas nas
reacbes dos trés cations halocarbonila com benzenc calculos tedricos no nivel
B3LYP/6-311G++(d,p) foram realizados. A Figura 35 mostra um diagrama de
energia potencial para a rea¢ac dos trés cations halocarbonila com benzeno. Para
FCO’, a adigao eletrofilica ao benzeno é altamente exotérmica (-65,1 Kcal mol“*),
enquanto que a perda adicional de HF ocorre via um estado de transicio
localizado a -31,6 Kcal mol” em energia abaixo dos reagentes e gera os produtos
de carbonilacio i6nica final, PhCO”™ e HF, em um processo exotérmico cuja
energia é ~82,7 Keal mol™'. Para CICO" e BrCO", contudo, a adigao eletrofilica
ao benzenc é muitoc menos exotérmica, -33,9 Kcal mol™ para CICC* e —26,9 Kcal
mol” para BrCO’, enquanto que a perda adicional de HX ocorre via estados de
transicdo que se localizam acima dos reagentes (+10,3 Kcal mol™” para CICO* e
+7,5 Kcal mo!” para BrCO") embora os produtos finais de carbonilagdo sejam
formados em reagdes exotérmica, -54,4 Keal mol” para CICO" e -46,5 Keal mol™
para BrCQO™ (Figura 35). O acesso (ligeiramente) endotérmico aos estados de
transicao (TS) estd entado de acordo, portanto com a reduzida reatividade para

carbonilacdo ibnica de CICO" e BrCQO”, consegiientemente com o dominio da

78



reagéo de abstrac&o de elétron competitiva, embora as energias de recombinacaoc
de CICO” e BrCO" sejam mais baixas que FCO™.

Figura 35 — Diagrama de energia potencial para reacdes de cations XCO* com .
benzeno. As energias sdo dadas em Kcal mol”. As energias dos estados de
transicao (TS) foram caracterizadas por uma frequéncia vibracional negativa;
TS for FCO™ (-1462 cm™), CICO" (-1254 cm™), BrCO* (1195 cm™).

IV.5.3 - Reacdes de ions FCO™ com tiofeno, pirrol e furano.

Em reagoes de substituicio eletrofilica, que acontecem predominantemente
na posigdo 2, aneis heterociclicos de 5 membros sdo muito mais reativos gue
benzenc, e assemelham-se aos derivados mais reativos de benzeno. A Figura 36
mostra os especiros de massas dos produtos para as reacdes de FCO* (o cation
halocarbonila mais eletrofilico) com tiofeno (e 2. 5-dimetiltiofeno), pirrof e furano. As
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trés reactes compelitivas observadas para benzeno sédo também observadas para
os trés heterociclicos de cinco membros estudados, mas apesar da ailamente
esperada reacido de carbonilacdo eletrofilica ibnica, a reacao de abstragdo de
glétrons é a reacdo principal em iodos 0s casos. A reacdo de abstragio de
elétrons gera os respectivos heterociclicos ionizados: tiofeno ionizado de ny/z 84
(Figura 36a), 2,5-dimetiltiofenopirrol ionizado de m/z 112 (Figura 36b), pirrol
ionizado de m/z 67 (Figura 38¢) e furano ionizado de m/z 68 (Figura 48d). Para
tiofeno e pirrol, a carbonilacéo idnica também ocorre em consideravel extensao
formando os respectivos ions acllios M-CO” de m/z 111 e m/z 84, Para furano,
carbonilacio ibnica que gera M-CO" de m/z 95 ocorre em uma extensio bastante
limitada. De forma similar as reacGes com benzeno (Figura 36a), exceto para
furano, a reacédo de transferéncia de F° € em todos os casos a reagio menos
favorecida e gera provaveimente 2-fluortiofeno protonado de m/z 103, 2-fluorpirrol
protonado de m/z 86, e Z-fluorfurano protonado de m/z 87. Portanto, para
carbonilagao ibnica com FCO’, a ordem de reatividade dos compostos aromaticos

testados &: benzeno> tiofeno> pirrol> furano.
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Figura 36 — Espectros de massas seqlenciais dos produtos idnicos para a reagéo
de FCO" 'selecionado em Q1) de m/z 47 (formado via reagdo de FC* de m/z 31
com N2O, veja Figura 33) com (a)tiofeno, (b) 2,5-dimetiltiofeno, (c) pirrol e (d)
furano.
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V.5.4 - Substituicbes alguilicas

Dois efeitos opostos sdo esperados pela presenca de substituintes alquila
em anéis aromaticos. As substituicdes alquilicas resultam tanic em uma maio:
densidade eletrénica da nuvem de elélrons =, o que deveria favorecer
carbonilacbes iGnicas eletrofilicas, e menores |1E's (Energias de lonizacéo), o que
deveria favorecer a abstracdo de eletrons competitiva. Em geral, a substituico
alquilica para os heterociclicos de cinco membros favorece a abstracdo de
elétrons. Por exemplo, enquanto FCO’ reage com ticfeno (8,87 eV) por
carbonilagdo idnica em uma extensdo consideravel (Figura 363), ele forma em
menor proporgao um produto de carbonilagao idnica com 2-metiltiofeno (8,61 eV)
reagindo principalmente por abstracao de elétrons (espectro nic mostrado). Além
disso, FCO" reage com 2,5-dimetiltiofeno exclusivamente por abstracio de
elétrons (Figura 36b). N-metilpirrol € também um fanto menos reativo do que pirrol
em relagdo a carbonilago idnica (espectro n3o mostrado).

Calculos tedricos

G diagrama da Figura 37 compara as predicGes tedricas para as reagbes de
FCO" com benzeno, furano, 2-metil-tiofeno e N-metil-pirrol. A adicdo eletrofilica de
FCO" para furano, 2-metil-tiofeno e N-metil-pirrol sdo até mesmo mais exotérmicas
(-77.8, -90,0 e 101,1 Kcal mol™, respectivamente) que para benzeno (-65,1 Kcal
mol"), enquanto a adicional perda de HF ocorre a —74,8, -88,7 e ~92,1 Kcal mol™"
através de processos altamente exotérmicos via estados de transigio favoraveis
muito proximos ou abaixo do que ¢ do benzeno. Portanto, quando comparados
com O benzeno, e quando considerados separadamente, a carbonilagdo idnica
com FCO" para furano, tiofeno e pirrol &, em teoria, igual ou até mesmo mais
favoravel. Mas os compostos aromaticos de cinco membros, apesar destes
prognosticos e sua grande reatividade em substituicdes eletrofilicas, nao reagem
eficientemente por carbonilacdo idnica com FCO™. Uma reatividade ta0 limitada €
provaveimente um resultado da altamente favoravel reacdo de abstracdo de
elétrons competitiva devido as relativamente baixas IE’s dos reagentes neutros:
benzeno (9,25 eV)>tiofeno (8,87 eV)>pirrol (8,21 eV). Furano (8,88 eV) com uma
IE relativamente alta, préxima da IE do tiofeno, apresenta uma reatividade muito
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baixa em relacdo a carbonilagdc idnica. Sua alts tendéncia em reagir por

transferéncia de F~ (Figura 36d) pode estar suprimindo a carbonilacio iGnica.

Figura 37 - Diagrama de energia potencial utilizando a base B3LYP/6-
311G++(d,p) para as reacdes de FCO” com benzeno, furano, 2-metil-tiofeno e N-
metil-pirrol. As energias s&o dadas em Kcal moi”. As energias dos estados de
transigdo (TS) foram caracterizadas por uma freqiiéncia vibracional negativa: TS
for benzeno (-1462 cm™), furano (-1616 cm™), 2-metil-tiofeno (-1617 cm™) e
N-metilpirrol (-1636 cm™).

IV.5.5 - FSO™: Em analogia com FCO", o cation fiuorsuifonila FSO* altamente
eletrofilico, poderia reagir, em principio, por adigao eletrofilica seguida pela perda
de HF, assim como resultar na sulfonilagao idnica inédita das ligacoes inertes C-H
de compostos arométicos (Esquema 10). Para testar, portanto esta possibilidade,
o cation fluorsulfonila FSO™ foi preparado também via uma reacao de abstracio de
oxigénio,” de FS* com N,O (Figura 38).
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Esquema 10
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Figura 38 — (a) Especiro de massas dos produtos idnicos para a reacdo de FSO'
(selecionado em Q1) de m/z 67 {formado pela reacao de FS™ de m/z 51 com N,O).
Uma nova, altamente eficiente e praticamente exclusiva reacao de abstracao de
oxigénio forma FSO™ de m/z 67. (b) Espectros de massas seqiienciais dos
produtos iGnicos para a reagdo de FSO” com benzeno; ¢ ion age como um potente
agente oxidante e abstracdc de elétron ocorre exclusivamente gerando benzeno
ionizado de m/z 78.
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C espectro de massas seqlencial dos produtos idnicos da Figura 38b
mostra, contudo, gue FSQ reage com benzeno somente por abstracdc de
eletrons para formar benzeno ionizado de m/z 78. Abstracao de elétrons & também

a reacio dominante de FSO” com furane, pirrol e tiofeno (espectro ndo mostrado).

Calculos Tedricos. FCO+ versus FSO™: O diagrama da Figura 39 compara as
predigbes tedricas para a reaglo de FCO" e FSO' com benzeno. Quando
suffonilacé@o ibnica é considerada separadamente, FSO* é prognosticado ser um
eletrofilo altamente eficiente (mais do gue FCO™) e um agente de sulfonilacaoc
idnica potencialmente efetivo desde que sua adicdo eletrofilica a benzeno é
consideravelmente mais exotérmica (-102,8 Kcal mol™') do que FCO* (-
65,1 Kcal mol™) enquanto a adicional perda de HF & em geral altamente
exotérmica estd a -114,0 Kcal mol” (-82,7 Kecal mol' para FCO*). Mesmo
utifizando a base no nivel B3LYP/6-311++G(d,p) ndo conseguimos localizar o TS
para perda de HF para sulfonilacdc com FSO®, esperamos por analogia com
FCO™ que tal TS tenha uma energia consideravelmente abaixo dos reagentes
(Figura 39). A suifonilagio idnica de FSO" com benzeno &, portanto, por ela
mesma, tanto cinética como termodinamicamente favoravel. A sulfonilacéo ibnica
& provavelmente suprimida, contudo, pela competicao desfavoravel com abstracio
de eletrons devido a relativamente alta energia de recombinacdo de FSO*. Nossos
caiculos no nivel B3LYP/B-311++G(d,p) indica as seguintes energias de
recombinagao adiabaticas: 8,47 eV para FCO" e 9,49 eV para FSO®. A energia de
recombinacéo de FSO" &, portanto, consideravelmente maior que de benzeno
(9,25 eV), furano (8,88 eV), tiofeno (8,87 eV) e pirrol (8,21 eV), portanto FSO* é
um potente agente oxidante e n&o é surpreendente que a abstracso de elétrons
domine.
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1140
Figura 39 - Diagrama de energia potencial utilizando a base B3LYP/6-

311G++(d,p) para as reagbes de FCO" e FSO™ com benzeno. As energias s30
dadas em Kcal moi”'. O TS para a perda de HF do produto de adicac de FSO" a
benzeno nao pode ser localizado, e sua energia €, aproximadamente estimada por
analogia com aquele do FCO". O estado de transicdo para FCO" foi caracterizado

por uma freqiiéncia vibracional negativa de -1462 cm’™.
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V.5.6 - CONCLUSAD

Na ativacdo da ligagdo C-H de compostos aromaticos (M—H) via
{transjcarbonilacdo, a ordem de reatividade intrinseca do trés cations
halocarbonila gasosos testada é: FCO™> CICO™ BrCO". Em solugdo, desde que o
cation clorocarbonila CICO" é prontamente disponivel, '™ ta reagso poderia ser
testada para executar semelhante carbonilacéio idnica de compostos aromaticos.
Na fase gasosa, a abstragéo de oxigénio por FC* de N,O foi demonstrada ser uma
reagdo direta para a preparacdo do cation fluorcarbonila FCO® altamente
eletrofilico, e para seu uso “on-line” na ativacio de ligagbes inertes C-H de
compostos aromaticos via carbonilag@o idnica em fase gasosa. Embora, previsto
para funcionar como um agente de sulfonilacdo idnica efetivo, como também
mostrado por calculos utilizando a base B3LYP/8-311G++(d,p), FSO* age como
um potente agente oxidante devido a sua energia de recombinacéo relativamente
alta. Entdo, em reagSes de FSO™ com compostos aromaticos, a reacap de
abstracao de eletrons predomina.
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V.6- LOCALIZACAOD DO SITIO DE CARGA EM CATIONS HIDROXI- E AMINO-

BENZOILA POR REAGOES DIAGNOSTICAS EM FASE GASOSA COM
ACETONITRILA

A distincdo de isémeros de posicdo tem sido uma tarefa desafiadora em
espectrometria de massas. ldealmente, para uma elucidacac estrutural
inequivoca, a moleécula ionizada (ou slternativamente a molécula protonada,
desprotonada ou cationizada) de cada isGmero deveria dissociar para formar um
ion fragmento diagnéstico Gnico. Alternativamente, a molécula neutra ou ionizada
de cada isdmero deveria reagir para formar um ion diagnéstico Unico resuitante.
Uma alternativa interessante e geralmente aplicave! é se realizar dissociagdo

induzida por colisdo (CID)'%®

ou recorrer a reacbes ion-molécula diagnosticas'®
para ions fragmentos que preservam a informagéo da posicdo dos substituintes
presentes nos ions moleculares isomeéricos precursores. Isto ocorre, por exempioc,
para cations piridila e pirimidila. Para estes cations heteroaromaticos isoméricos, a
informag&o na posigéo dos substituintes no anel é retida sobre a perda do grupe R

porque a carga positiva estad posicionada em um orbital sp; localizado (Esquema
1 1).110

SEENG IS

Esquema 11

Um comportamento de dissociacio Unico ou uma reatividade ion-molécula
seletiva, ou ambos, revelariam, portanto, a localizagio do sitio de carga de
fragmentos catidnicos heteroaromaticos assim determinando conseqiientemente a
posicdo original de qualquer substituinte R no anel dos ions geradores destes
cations. Esta atraente e genérica metodologia poderia ser aplicada, entéo, ndo sé

a um conjunto particular de isbmeros de posicdo, mas para séries inteiras de
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isbmeros andlogos, indiferente de substituintes comuns no anel, desde que eles
formem ifons fragmentos diagndsticos comuns.
Por exemplo, foi recentemente demonstrado''’ que tanto experimentos de CID

como reacBes de transcetalizacdo'?

idnica seletiva ocorrende mais
pronunciadamente para os isdmeros com substituintes na posigio 2 (Esquema 11)
podem ser usados para distinguir muitos conjuntos de isémeros de posicdo
monosubstituidos de pirimidinas neutras pela localizacio do sitio de carga em
seus respectivos cations isomericos 2-, 4-, e 5-pirimidila formados por ionizacao
por elétrons (El) a 70 eV de seus respectivos isémeros icnizados.

O presente estudo foi motivado pelo desafio de se distinguir, por
espectrometria de massas, as séries de isdbmeros orfo-, meta- e para- de anilinas
e fendis isoméricos monosubstituidos com grupos acila (0=C-R) e amidila {O=C-
NR4R;), respectivamente, que apresentam espectros de massas a 70 eV guase
identicos e indistinguiveis. Entre os muitos conjuntos de isémeros indistinguiveis
por EI-MS dentro destas classes podemos destacar, por exemplo, os conjuntos
orto-, meta- e para- de acetilanilinas e fendis e amino-benzamidas. Esperando
aplicar a estratégia alternativa baseada na caracterizaggo de um fon fragmento
comum e diagnéstico, notamos que estes isémeros formam por El a 70 eV
conjuntos de cations hidroxi-(1a-c) e amino- {2a-¢) benzoila isoméricos de m/z 121
e 120, respectivamente (Esquema 12).

m/z 120
Y = R, NR;R, 2a-c

Esguema 12
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Os precursores isoméricos {nesse caso qualquer conjunto de o,m,p-isdmeros
desde que eles formem estes respectivos cétions benzoila) poderiam entdo ser
alternativamente distinfos se 1a-c e 2a-¢ apreseniassem o mesmo comportamento
diante de experimentos de CID ou uma reatividade ion-molécula especifica, ou
ambos. OUs cations hidroxi- e amino-benzoila pertencem a classe mais geral dos
fcns acilios, e vérios estudos recentes de espectrometria de massas tem
investigado extensivamente a quimica ion-molécuia em fase gasosa de tais
ions.™® Uma variedade de reagbes inéditas para ions acilios gasosos t#&m sido
encontradas; por exemplo, a adiglo de nitrilas 2 ions acilios em um processo de

ciclizacéo para gerar ions 1,3,5-oxadiazinios (Esquema 13).""

4 Rz_“""CE N + O Ri"’"Cﬁ N
R—(C=(0 —s R—(C= —e
R
RY, R

N ) R N/i\f\i
‘%’ :}_ - Rl/'\?/kR

Esquema 13

Para os cations benzoila isoméricos 1a-¢ e 2a-¢c, as reacgfes com nitrilas
apresentam-se bastante promissoras. Particularmente para os isémeros orto-, a
adicao de nitrila tanto ao cation 2-hidroxi-benzoila (1a) quanto ao cation 2-amino-
benzoila (2a) no sitio de carga de CO”, poderia ser seguida, nao por uma adigéo
intermolecular de uma segunda molécula de nitrila (tal como no Esquema 13), mas
por uma rapida ciclizagac intramolecular promovida pelo grupo orfo-hidroxi ou
orfo-amino. A transferéncia intramolecular de préton poderia, entdo, formar cations
aromaticos altamente estaveis, isto &, as formas protonadas dos heterociclos 2-
metil-1H-quinazolina-4-ona e 2-metil-benzole][1,3]oxazina-4-ona (Esquema 14).

Observe que, dependendo das formas candnicas usadas para tais jons, a reacgéo
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com nitrilas (acetonitrila no Esquema 14) pode ser alternativamente racionalizade
come uma cicloadiggo concertada [4°+2].11°

=, m/z 162
= NH, m/z 161

Esquema 14

Desta forma relatamos um estudo realizado em um espectrémetro de massas
de multiplos estagios (QqQqQ)"™* em que a habilidade diagnéstica das reacoes
com acetonitrila foram testadas para localizar o sitio de carga dos cations benzoila
isomericos 1a-¢ e 2a-¢; portanto, para funcionar como um método para distinguir
muitos conjuntos indistinguiveis por El de isdmeros orfo, mefa e para-acila e
amidila de anilinas e fendis.

IV.6.1 - Comportamento em experimentos de CID.

Todos os trés cations hidroxi- (1a-¢) e amino- (2a-¢) benzoila mostram em
experimentos de CID um comportamento quase idéntico e indistinguivel sob
colisbes a 15 eV com argbnio (espectros nio mostrados). Os cations hidroxi-
benzoila isoméricos 1a-c de m/z 121 dissociam imediatamente e de forma similar

pela perda de CO para formar os ions fragmento de m/z 93, os cations isoméricos
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2-, 3-, e 4-hidroxi-fenila, respectivamente, e entdo pela perda de uma segunda
molécula de CO para formar um fragmento de m/z 65, o cation ciclopentadienila.
Os cations amino-benzoila isoméricos 2a-¢ dissociam faciimente e de forma
similar em expernmentos de CID a 15 eV pela perda de CO para formar os ions de
m/z 92, os cations isoméricos 2-, 3-, e 4-amino-fenila, respectivamente, e entéo
pela perda de uma molécula de HCN para formar um ion fragmento de m/z 65,
novamente o cation cictopentanodieniia.

1¥.6.2 - Reacdes com acetonitrila.

Cada cation hidroxi-benzoila isomérico 1a-c reage com acetonitrila de uma
forma distinta (Figura 40). O isdmero orfo- (1a) forma, quase exclusivamente, o
aduto de miz 162 (Figura 40a). A abundancia relativarnente alta de tal aduto pode,
portanto, resultar, como antecipamos (Esquema 14), da formacio de um céation
aromatico, isto &, uma 2-metil-1H-quinazolina-4-ona protonada de m/z 162,
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Figura 40 — Espectro de massas dos produtos idnicos para as reacOes dos
cations hidroxi-benzoila isoméricos 1a-¢ de m/z 121 com acetonitrila. Observe
para cada isdmero a distribuic&o caracteristica dos dois maiores produtos i6nicos:
o aduto intacto de m/z 162 e o produtc de perda idnica de CO de m/z 134.

O isdbmero meta-(1b) também forma um aduto de m/z 162, mas de forma
interessante, um produto ibnico competitivo de m/z 134 é também formado, e em
uma maior extensao. Este produte adicional formalmente surge da perda de CO
do aduto intacto, e o0 Esquema 15 (X=0) propde uma racionalizagdo para tal
processo. Observe que os adutos ciclicos com acetonitrila para 1b e 1¢ podem ser
intermediarios no processo de perda de CO. Finalmente, o isémero para- {(1¢)
também forma tanto os produtos iénicos de m/z 134 e de m/z 162, mas, para 1¢,
m/z 162 e mais abundante do que m/z 134. Outra hipdtese, além da proposta do
esquema 15 para a formac&o do ion de m/z 134 (e também de m/z 133 a partir
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dos isdmeros amino-benzoila isoméricos 2a-c) para a perda de CO é o possivel
ataque “jpso” ao grupo acila de 1b-¢ e 2a-¢, de forma a haver a perda direta de

CO, sem passar por nenhum processo de ciclizagio com acetonitrila, como no
esquema 15 (esguema 186).

(Y )
-+
"

4

O, m/z 134
NH, m/z 133

X
X

ol

Esquema 18
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X=0, m/z 134
X =NH msz 133

Esguema 16

Os cations isoméricos 2-, 3-, e 4-amino-benzoiia (2a-c) reagem com
acetonitrila (Figura 41) de uma forma bastante distinta, mais particularments para
o isdmero orto- 2a (Figura 41). Em reacdes com acetonitrila, 2a forma tanto o
aduto de m/z 161 como o produtc de perda de CO de m/z 133 (Esquema 15 e
esquema 16, X= NH). De maneira oposta ao que acontece para 2a, na reacéo de
2b e 2c com acetonitrila quase néo & formado um aduto intacto de m/z 161, e a
perda de CO dos produtos idnicos de m/z 133 domina. As seguintes razdes de
intensidade m/z 161: m/z 133 sao calculadas para os trés isdmeros: 2a (1,50}, 2b
(0,04) e 2¢ (0,09). Portanto, tal razio é quase 30 vezes maior para 2a em relacac
as razbes obtidas para 2b e 2c. Portanto, 2a, provavelmente devido ao grupo
amino- vicinal, reage com acetonitrila tanto por ciclizagao intramolecular ou
ciclizacdo polar [4'+2] para gerar o heterociclico aromatico e estavel 2-metil-
benzole][1,3]oxazina-4-ona de m/z 161 em sua forma protonada (Esquema 14,
X=NH). Da mesma forma, ¢ produto de m/z 133 na reagsio com 2a (Esquema 17)
sofre uma ciclizagdc adicional, via um ataque intramolecular do grupo amino,
formando, ap6s transferéncia de préton intramolecular, o heterociclico 2-metil-1H-
benzoimidazol protonado. Observe que todos os processos de ciclizagao
propostos s&o suportados por calculos “ab inito”.
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Figura 41 - Espectro de massas para as reagdes dos catios amino-benzoila

isoméricos 2a-¢c de m/z 120 com acetonitrifa. Observe a reatividade distinta do
isdmero orto- 2a, que forma tanto o aduto de m/z 161 e ¢ produto de perda de CO
de m/z 133, enquanto 2b e 2c geram, predominantemente, os produtos de perda
de CC de mv/z 133.
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m/z 133
ESQUEMA 17

Caiculos “ab initio™

Calculos tedricos de orbital molecular “ab jnitic” foram realizados
empregando Gaussian 98. A otimizacio da geometria dos reagentes e produtos
foi realizada utilizando o nivel de calcuio MP2/6-31G(d,p)//6-31G(d,p).

Estes célculos nos mostram que o aduto aciclico do cation 2-hidroxi-
benzoila (1a) com acetonitriia situa-se —18 Kcal mol! abaixo da energia dos
reagentes, enquanto o aduto ciclico aromatico de m/z 162, isto é a 2-metil-1H-
quinazolina-4-ona protonada (Esquema 14, X=0) situa-se ~45Kcal mol" abaixo
dos reagentes. Portanto, a formacéo do aduto ciclico, & sem duividas, o processo

termodinamicamentie favorecido.
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Figura 42 — Diagrama de energia potencial utilizando o nivel de teoria MP2/6-
31G(d,p}//6-31G(d,p) para as reacgdes do cation 2-hidroxi-benzoila (1a) com
acetonitrila. As energias sdo dadas em Kcal mol™.

De forma similar, o aduto aciclico para reagtes do cation 2-amino-benzoila
(2a) com acetonitrila situa-se —13,0 Kcal mol™ abaixo dos reagentes, enquanto o
aduto  ciclico aromatico 2-metil-benzole][1,3]Joxazina-4-ona  N-protonado
(Esquema4, X=NH) esta localizado - 54 Kcal mol™' abaixo (Figura 43).
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Figura 43 — Diagrama de energia potencial para as reagbes do cation 2-amino-
benzoiia (2a) com acetoniltrila. As energias sdo dadas em Kcal moi-'.

A formagéo do ion de m/z 134 pela perda direta de CO através de um
ataque “ipso” ao grupo acila de 1c¢ (esquema 16) leva a um processo gue passa
por um estado de transigdo (TS) que é acessivel e estd a 60 Kcal mol' dos
reagentes. Observe que, apesar de o TS ser endotérmico, o produto de adicdo
direta de acetonitrila € ligeiramente exotérmico (Figura 44).
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Figura 44 — Diagrama de energia potencial utilizando o nivel de teoria MP2/6-
31G(d,p)/16-31G(d,p) para as reagbes entre o cation 1¢ e acetonitrila. As energias
sdo dadas em Kcal mol™. A energias do estado de transicao (TS) foi caracterizada
por uma freqliéncia vibracional negativa: -156,2 cm™.

Estes calculos também mostram que a ciclizagdo do produto idnico
aciclico de perda de CO de miz 133 para 2a (esguema 15) &€ muito favorecida
termodinamicamente: enquanto o ion aciclico esta localizado a ~6,0 Keal mol™
abaixo dos reagentes, o produto ciclico N-protonado 2-metil-14- benzoimidazol
esta localizado a — 48,0 Kcal mol™ abaixo dos reagentes.
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-48.0
Figura 45 — Diagrama de energia potencial utilizando a base B3LYP/8-

311G++(d,p) para a ciclizagdo do produte aciclico por perda de CO do cation 2a
de m/z 133. As energias sdo dadas em Kcal mol™.
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iV.6.3 - Conciusdes

Enquanto os espectros de CID a 15 eV s@o guase idénticos, as reacdes
ion-molécula em fase gasosa dos {rés cation isoméricos 2-, 3-, e 4-hidroxi-benzoila
com acetonitrila fornecem razbes caracteristicas dos produtos i6nicos, as quais
localizam o sitic de carga de cada isdmero. Para os cations 2-, 3-, e 4-amino-
benzoila, ¢ isémero orio- € claramente distinto tanto do isdmero meta- como do
isdmerc para-, 0% guais mostram uma reatividade similar. Os isdmero orto-
mostram reatividades mais caracleristicas porgue eles provavelmente sofrem,
apos a adigée de nitrila ao sitio de carga de CO”, um ataque intramolecular tanto
do grupc vicinal hidroxi- como do grupo vicinal amino-, para formar céations
aromaticos altamente estaveis. As reagfes em fase gasosa com acetonitrila
fornecem, portanto, um método de MS? em fase gasosa para distinguir,
parciaimente ou completamente, muitos conjuntos de anilinas e fendis oric, meta e
para- acila e amidila isoméricos baseados na distingao alternativa de ions

fragmentos diagndsticos.
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