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ABSTRACT

Fast Atom Bombardment Mass Spectrometry has been ap-
plied to a range of ionic and thermally labile guanidine com-
pounds and has been shown to be a potentially valuable aid to
identification and characterisation. Results are presented for
the positive ion spectra of some guanidine derivatives.

INTRODUCAO

Nas técnicas de ionizacdo de moléculas, por elétrons ou
quimica, em espectrometria de massa, a amostra a ser analisa-
da deve entrar na fonte de fons na fase gasosa, o que quer di-
zer que a amostra, na maioria das vezes, deve ser aquecida an-
tes. Isto tem causado um problema no caso de compostos de
importancia biolégica ou biom€dica onde a instabilidade tér-
mica, ndo volatilidade, elevado peso molecular, e natureza ge-
ralmente polar, impedem a volatilizagao da amostra, com ex-
cecdo de uns poucos exemplos de compostos de baixo peso
molecular.

Embora ja faz alguns anos que a espectrometria de massa
analisa amostras ndo polares e voldteis, o primeiro grande
avango em diregdo a andlise de compostos polares € nao vold-
teis, tais como sais, 4cidos, carboidratos, etc., foi devido a
nova técnica de ionizagdo desenvolvida por Barber e colabo-
radores em 1981 na Inglaterra’, a qual foi denominada “Fast
Atom Bombardment” (bombardeamento de dtomos rdpidos),
também conhecida pela sigla FAB. Desde entdo, esta nova
técnica tem se tornado uma ferramenta muito util na caracte-
rizagdo estrutural de tais moléculas, onde os pesticidas organi-
cos polares, possuidores dos grupos funcionais polares: ~OH,
—-COOH e -NHj, se enquadram.

A técnica de bombardeamento de dtomos rdpidos € relati-
vamente simples. A amostra a ser analisada primeiramente ¢
dissolvida em uma matriz de baixa volatilidade, por exemplo
glicerol. Esta solugdo € entdo bombardeada por um feixe de
4tomos rdpidos de Xendnio ou Argdnio com energia ao redor
de 8000 a 10000 eV, o que faz com que a amostra seja fre-
quentemente des-absorvida como um ion, e este feixe de fons
da amostra € entdo analisado no espectrometro de massa pela
técnica convencional. Tanto os fons positivos como os negati-

vos sdo registrados com a mesma facilidade, com pesos mole- -
culares sendo dados normalmente péla abundincia dos fons -

MH™ no espectro de fons positivos, e pela abundéncia de fons
(M—H™)™ no espectro de ions negativos?.

A correta interpretacdo deste espectro pode dar infor-
magdes importantes a respeito do peso molecular e da estrutu-
ra quimica do material original.

MATERIAL E METODOS

Todos os espectros de massa de fons positivos foram obti-
dos através do bombardeamento das amostras, dissolvidas em
glicerol como matriz, com 4tomos rdpidos de xenénio com
energias ao redor de 8000 eV, em um espectrometro de massa
VG Analitico, modelo ZAB E. Estes resultados foram obtidos
no Centro de Espectrometria de Massa do Conselho de Pes-
quisa em Ciéncia ¢ Engenharia (SERC) da Universidade de
Swansea, Gra-Bretanha.

O fugincida comercial guazatina ou panoctina, pertencente
ao grupo das guanidinas, foi escolhido para este estudo e o
mesmo vem a ser uma mistura de vérios componentes de ati-
vidades biol6gicas semelhantes e de dificil separagao.

Os componentes 1,8-diamino-octano (1) e bis-(8-amino-
no-octil)amina (2) foram obtidos puros através da destilagao
de triamina técnica, a qual foi fornecida pela Companhia
KenoGard AB de Estocolmo-Suécia, € contém em sua com-
posicao, em diferentes concentragdes, diaminas e triaminas
como as citadas acima, ¢ também outras poliaminas. Fazen-
do-se reagir triamina técnica com cianamida, na presenca de
4cido acético, guizatina comercial € produzido, o qual também
foi analisado e fornecido pela mesma Companhia.

NHz(CHQ){;NHz ¢}
NH(CH)NH(CH2)gNHy  (2)

O componente 1,8-diguanidino-octano (3) na forma de
sulfato foi sintetizado de acordo com o método de Brown e
colaboradores®, enquanto que bis-(8-guanidino-octil)amina
(4) na forma de sulfato foi preparado através do método de
Hudson e colaboradores®. Este mesmo componente (4) foi
convertido para o seu carbonato ¢ depois para acetato ¢ algu-
mas variagdes no seu preparo na forma de acetato também fo-
ram efetuadas de acordo com Lavorenti®.

NH NH
=~ 7
_ C-NH~(CHp)g-NH-C 3)
Hz{“ ; NH,
NH _. _NH
_ C-NH~(CHy)g-NH~CH2)g-NH-C_ @
HzN NH2

1 parte da tese apresentada pelo primeiro autor a Politécnica do Norte de Londres para obtengio do titulo de Ph.D.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, procurou-se apresentar apenas os
fons positivos de interesse, na forma de tabela, ao contrério de
outros autores que mostram através de grificos com a
abundincia relativa versus massa/carga, m/z, para todos os
fons ou fragmentos da estrutura.

Para uma melhor identificagdo dos componentes em es-
tudo, apresentados na tabela, as seguinte siglas foram utiliza-
das:

G70 = Fungicida comercial guazatina 70%
NN = 1,8-Diamino-octano

NNN = Bis-(8-amino-octil)amina
GG = 1,8-Diguanidino-octano
GNG = Bis-(8-guanidino-octil)amina: GNG-S = Na forma
de sulfato
GNG-C = na forma
de carbo-
nato
GNG-A = na forma
de acetato
Um possfvel modelo de fragmentacdo do compostol,8-
diamino-octano (NN) estd representado na figura 1, a qual
mostra o esperado fon de m/z 145, [M+H], como o pico ba-

TABELA 1 - fons positivos do fungicida guazatina e de alguns de seus componentes, obtidos através da técnica de bombar-
deamento de dtomos rdpidos em espectrometria de massa.

Abundancia Relativa (%)

m/z G70 NN NNN GG GNG-§ GNG-C GNG-A
368 6,6 - - - 2,0 57,2 100,0
356 . 20,0 - - - 100,0 100,0 66,6
339 8,5 - - - 7,0 11,5 7.5
314 8,7 - - - 140 424 5,4
299 5,5 - - - 19,0 10,8 2,4
297 11,7 - - - 15,0 21,8 7.9
284 6,4 - 90,9 - - - -
283 9,7 - - - 10,0 13,8 6,9
272 3,1 - 100,0 - - - -
269 72 - - - 7,0 10,0 42
255 8,0 - 78 - 7,0 8,6 42
241 10,6 - 44 - 50 7.1 42
229 100,0 - - 100,0 - = -
227 14,4 - 3,2 - 4,0 7.8 3.9
213 13,7 — 3,5 - 5,0 12,7 7,0
212 19,1 - - 10,3 - - -
199 225 - 24 - 13,0 37,6 25,7
187 37,9 - - 11,9 - - -
185 15,4 - - - 19,0 - -
172 22,1 - - 8,5 - - -
171 13,2 - 14,8 - - - -
170 66,8 - - 20,7 31,0 34,3 22,1
157 11,9 - 20,7 - - - -
156 55,7 - - 17,4 21,0 32,7 17,2
145 3,6 - 100,0 - — - - -
143 9,3 - 24 - - - -
142 39,8 - - 9,2 13,0 21,6 10,8
128 524 16,3 — 8,9 17,0 31,9 17,3
126 154 - 13,8 - - - —
114 37.6 - - 75 14,0 28,2 13,0
112 16,1 - 7,5 - - - -
100 43,6 - - 7.2 15,0 34,2 15,8

98 25,8 - 8.4 - - - -

93 10,3 34,2 - - - - -

86 57,7 - - 9,8 18,0 50,7 234

84 239 - 11,7 - - - -

70 339 - 12,5 - - - -

69 57,7 43,2 - - - - -

58 242 15,8 - - - - -

57 24,5 30,5 - = - - -

56 56,1 - 14,4 - - - -

43 - 30,5 — _ _ - -

41 - 34,7 — - - - -

30 - 35,8 - - - - -
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se. A fragmentagdo se inicia com o pico base perdendo amoénia
¢ produzindo um pico de m/z 128, [NH,(CHj)g]*. Pelo me-
nos trés rotas diferentes parecem ser possfvel a partir deste
pico de m/z 128: (a) perda de [NH,(CH3),CH3] com pro-
dugdo de um pico de m/z 69, [CH,=CH(CH,)3]*, o qual por
perda subseqiiente de [(CHj),] através do rompimento de li-
gagdo do carbono-carbono produz um pico de m/z 41,
[CH2=CHCH,]%; (b) perda de [NH,(CH,),CH=CH,], a
qual um pico de m/z 57, [CH3(CHj)3]* € produzido; (c) per-
da de [NHy(CH»)3CH=CH;] e produgdo de um pico de m/z
43, [CH3(CHp);]*. A partir do pico base uma perda de
[CH3(CH2)4NH;] também ‘pode ocorrer com produgio de um
pico de m/z 58, [NH,(CH3)3]*, o qual por perda subseqiiente
de [(CHj);] através do rompimento de uma ligagéo carbono-
carbono produz um pico de m/z 30, [NH,=CHj;]*. Também
foi observado um pico de m/z 93, o qual foi devido A matriz
glicerol.

NHy(CH2)gNH3+
m/z 145
-~ NHy(CH2);CH=CH, | -NH3+ —CH3(CH2)4NH;
+
CHs(CIH 25)? NH,(CH81 T NHy(CHa3' |
m/z m/z 128 m/z 58
NH(CH2)3CH=CHa - -NHy(CH;CHy  [~(CHy,
- . 4 +
CH,4(CH,), * CH,=CH(CHy)3' NH,=CH, ! *
m/z43 m/z 69 m/z 30
—(CHz)z

+
CH,=CHCH,
m/z 41
Figura 1. Fragmentagdo de 1,8-diamino-octano, com seus lons positi-

vos, provenientes do bombardeamento de dtomos rdpidos em
espectrometria de massa.

NHy(CHygNH(CH,)gNH3* m/z 272
— NH;4
NH,; *(CH2)sNH(CH2)¢CH = CH m/z 255
-CH,
- CH,
v
NH;3*+(CHj3)7CH = NH m/z 143
—NH;3
v
+CH,(CHp)¢CH=NH m/z 126
-CH,
-CH,
v
+CH,CH;CH=NH m/z 56

Figura 2. Fragmentagdo de bis-(8-amino-octillamina, com seus fons
posititos, provenientes do bombardemento de dtomos rdpidos
em espectrometria de massa.
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A figura 2 mostra um possfvel modelo de fragmentagédo do
composto bis-(8-amino-octil)amina (NNN), na qual se obser-
va o esperado fon m/z 272, [M+H]*, como pico base. A
fragmentacdo se inicia com a perda de amonia do pico base
(com possfvel deslocamento da carga para o nitrogénio da ou-
tra extremidade da molécula) produzindo um pico de m/z 2585,
{NH;(CH2)gNH(CH3)¢CH=CH3] o qual por perdas sub-
seqiientes de fragmentos de [CH,], através do rompimento de
ligagdes carbono-carbono, produz uma série de ions impor-
tantes separados de 14 unidades de massa (iniciando em m/z
255 e descendo até m/z 143). A fragmentagdo continua no-
vamente com perda de amoOnia produzindo um pico de m/z
126, [CH,(CH»)¢CH=NH] ™, 0 qual por perdas subseqiientes
de fragmentos de {CH,) através do rompimento de ligagdes
carbono-carbono, produz uma série de fons importantes sepa-
rados de 14 unidades de massa (iniciando em m/z 126 ¢ des-
cendo até m/z 56). .

Também foi observado um pico forte de m/z 284,
[MH+12]*. Tais picos sdo bem conhecidos nos espectros de
FAB de aminas em glicerol. Lehmann e colaboradores®
também tem relatado a existéncia de tais fons [MH+12]%, no
espectro de fons positivos em FAB de oligopeptideos, os quais
tém aumentado com o tempo de andlise € acompanhado a
abundéncia de fons [M+H]+. O mesmo fenémeno tem sido
observado por Pang e colaboradores’, os quais tem afirmado
que isto pode ser devido a reagdo da molécula da amostra con-
tendo amina com o formaldeido proveniente da matriz glice-
rol, como visualizado na figura 3 para o bis-(8-amino-octil)-
amina.

H HT
‘NH,—~(CHj3)s-NH-(CH3)g—NH;, + O = C\H BE——

CHy
Il
NH2—(CH2)8—$—(CH2)8NH2 + HO

Figura 3. Esquema da reagdo entre formaldeido com o grupo amina se-
cunddria, da base livre do bis-(8-amino-octil)amina, na for-
magdo do fon imino.

Uma outra explicagdo possivel da presenga de um pico
[MH+12]" no espectro de bis-(8-amino-octil)amina pode
ser devido a uma condensagdo do grupo amina terminal da
molécula com formaldeido, sem protonagdo, formando uma
base de Schiff, como pode ser visto na figura 4.

NH,~CH,)g-NH~CHy)s + O = c:g _ .

NH,~(CH3)s-NH—-(CHj)g-N = CH; + H,0

Figura 4. Esquema da reacdo entre formaldeido com um grupo amino
do bis-(8-amino-octil)amina, na formagdo de uma base de
Schiff.

A figura 5 mostra um possivel modelo de fragmentagio do
composto 1,8-diguanidino-octano (CG), onde o pico base de
m/z 229 aparece como uma base monoprotonada. A partir
deste pico vdrias rotas diferentes de fragmentagdo podem
ocorrer, envolvendo a perda inicial da aménia (a), cianamida
(b), ou guanidina (d). Além disso um pico resultou da perda de
CH3N3 (c), o qual tem sido observado também para outros
derivativos de guanidina®® e se supde que seja devido a 3-
imino-1,2-diazaciclopropano (5)

_NH
NH=C | ©)
“NH
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‘Outros picos importantes, separados de 14 unidades de
massa, originando do rompimento de ligages carbone-car-
.bono na cadeia octametileno sdo indicados esquematica-
mente na figura 5, os quais se iniciam em m/z 156 e descem
até m/z 86. _ .

Um possivel modelo de fragmentagdo para 0 composto
bis-(8- guanidino-octil)amina na forma de sulfato, carbonato
e acetato estd representado esquematicamente na figura 6, a
qual apresenta o pico base de m/z 356, correspondente i base
monoprotonada. O composto na forma de seus sais ndo foi re-
presentado na figura porque o modelo de fragmentagdo nio
depende da espécie anibnica presente, isto é, com qualquer dos

sais que utilizemos o pico base serd o mesmo.

Virias rotas diferentes de fragmentacido podem ocorrer a
partir do pico base, envolvendo inicialmente a perda de amd-
nia (a), cianamida (b), ou guanidina (d), para produzir os fons
de m/z 339, 314, e 297, respectivamente, como se apresenta
na figura 6. Além disso um pico m/z 299 resulta da perda de
CH3N3, como observado anteriormente e também para outros
derivados de guanidina®s*. Outros picos originaram através do
rompimento das vdrias ligagdes carbono-carbono e carbono-
nitrogénio ao longo da cadeia octametileno (com transferéncia
de hidrogénio) para resultar em uma série de ions importantes
como observado na tabela 1 e figura 6.

+H)N N _NH
C-NH~(CH3)g-NH-C__ m/z 229
H,N ~ NH,
— (a) NH3 (b) NH,CN (c) CH3N; (d) NH, CGCNH)NH,
de (e) at€ (j) NH, (C:NH)NH(CH»),.1CH1(n = 1 até 6)
(@ C-NH—~CH,)3sNH CN ) C-NH—(CH,)sCH=CH, ) _C-NH-(CH,),CH=CH,
H,N~ H,N~ H,)N
m'z 212 m/z 156 m/z 114
+H,N
PN +H2N +H2N g
® - CHHCHeNH, ®  C-NH-(CH,),CH=CH, @ C-NHACH)CH=CH,
g m/z 187 HoN HoN
m/z 142 m/z 100
+H N
© — C-NH—~(CH3)7(CH3) THN FHN
H,N ® C-NH-(CH,);CH=CH, §)] — C-NH-CH=CH,
m/z 172 HN~ HpN"
‘ m/z 86
N m/z 128
@ ~ C-NH~(CH)¢CH=CH,
H,;N
m/z 170
Figmra 5. Fragmentacdo de 1,8-diguanidino-octano, com seus fons positivos, provenientes do bombardeamento de dtomos rdpidos em espectrometria
de massa. ’
TH, N NH
_C-NH~(CH3)g-NH~(CH)s-NH-C m/z 356
H,N _ ~NH,
|
- (a) NH3 ())NH,CN (c) CH3N3
de (d) até m/z 185 NH2CCNH)NH(CHy)y_1(n = 1 até 9)
+H)N N +HyN Ny
(a) C-NH—(CH4)g-NH—-(CH,)s-NH-CH m/z 339 @ _ C-NH~(CHp)g-NH~(CHp)6-CH=CHz m/z 297
HoN” HoN
—CH
+ H)oNy i 2
®) _C-NHACH)g-NH~(CHp)g-NH, m/z 314 -CH;
H,N -NH
-CH
+ H 2N N ; 2
© C-NH~(CH)g-NH~(CH;)7-CHs m/z 299 —-CH,
H,N +HyN N v
C-NH-CH = CH, m/z 86
HoN 7

Figsra 6. Fragmentacdo de bis-(8- guanidino-octil)amina, com seus fons positivos, provenientes do bombardeamento de dtomos rdpidos em espectro-

metria de massa.
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Neste espectro também foi observado a presenga de um
pico adicional [MH+12]%, correspondendo a m/z 368. A
formacgdo de um fon imino através da reagio entre formaldef-

do e a base livre da molécula parece ser a explicagdo mais
plausivel do aparecimento deste pico, cuja reagdo se apresenta
na figura 7.

HN ~NH H
C-NH~(CHy)3-NH~(CHj)s-NH-C + O=C ——*
H,N” ™ NH, H
CH;
HN N il ~NH
C-NH~(CHy)g-N~CHpg-NH-C + H0
HyN 7 + NH;

Figura 7. Esquema da reagédo entre formaldetdo com o grupo amina secunddria, da base livre do bis-(8- guanidino-octillamina, na formagdo de um ton

muno.

O pensamento inicial a respeito deste pico m/z 368, era de
que ele tinha se originado da acetilagdo do grupo guanidino da
molécula com perda subsequente de [CH,O]. Pensando assim,
diferentes procedimentos de preparo do bis-(8-guanidino-oc-
til)amina foram efetuados de acordo com Lavorenti®, no sen-
tido de se eliminar ou descobrir a verdadeira identidade deste
estranho pico. Porém, qualquer que tenha sido o método de
preparacgio, este pico foi observado em todos os espectros.
Quando as amostras foram novamente analisadas com uma
matriz diferente, dlcool 3-nitrobenzilico, o pico m/z 368 nio
estava presente. Quando formaldeido foi adicionado a matriz,
houve uma elevada regeneracdo do pico m/z 368, o que pare-
ce confirmar o que havia sido obtido anteriormente.

Na tabela 1 foram observados virios picos comuns aos
diferentes componentes. Isto mostra que existe uma certa si-
milaridade entre os modélos de fragmentagdo dos componen-
tes de um mesmo grupo quimico. Porém em nenhum deles
ocorreu que todos os seus picos do espectro foram iguais aos
de um outro componente. Isto facilita, portanto, a identifi-
cagio, uma vez que o modélo de fragmentagdo de um compo-
nente qualquer vem a ser uma impressdo digital estrutural.

Outros picos provenientes do fungicida guazatina (G70)
também foram observados, porém, ndo foram colocados pro-
positalmente na Tabela 1, uma vez que os resultados de outros
componentes nao estavam disponiveis no momento para servir
de comparagdo.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos as seguintes con-
clusées podem ser feitas:

1 - Esta técnica relativamente nova de -Bombardeamento .
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de dtomos rdpidos em Espectrometria de massa tem se apre-
sentado como uma ferramenta muito 1itil na identificagdo de
compostos polares e ndo volateis de guanidinas.

2 - Os pesos moleculares foram confirmados por fons in-
tensos [MH]™ no espectro de fons positivos, com a carga po-
sitiva permanecendo no fragmento que contém o nitrogénio,
durante o processo de fragmentagéo.

3 - fons [MH+12]* de vérias intensidades também podem
ser originados através da reagdo do grupo amina da amostra
com formaldeido derivado da matriz glicerol.
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