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RESUMO

A técnica de eletrospray no modo de ionizacao positivo e negativo, ESI (%), acoplada
a espectrometria de massa de ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de
Fourier (FT-ICR MS) proporciona preferivelmente a ionizacao de constituintes polares
com uma ultra alta resolucdo e exatiddo de massa. O objetivo desta pesquisa foi
caracterizar asfaltenos e gasoéleos de vacuo (GOV) por ESI(x)FT-ICR MS. Foram
analisadas trés subfracoes de asfaltenos obtidas da precipitagao parcial em fungéo de
volumes de n-hexano/petroleo bruto (3,5V, 3,5-6V e 6—40V) e trés subfracbes obtidas
do fracionamento por adsorcdo em CaCOs (ndo-adsorvida, adsorvida e
irreversivelmente adsorvida), além dos asfaltenos originais. A determinacdo dos
parametros de solubilidade (8), calculados a partir dos dados gerados por ESI(z),
foram realizados para as amostras de asfaltenos. Os dados de ESI(x) mostraram que
compostos polares com menor numero de carbono foram encontrados principalmente
para a subfracdo irreversivelmente adsorvida, enquanto a subfracdo 6-40V
apresentou um perfil mais aromético que as demais amostras desses grupo. Os &
obtidos por ESI(+) para as subfracfes produzidas em n-hexano mostraram uma
sobreposicdo de espécies Nx indicando uma menor tendéncia a precipitar em
hidrocarbonetos em relacdo as subfragcbes produzidas em CaCOs. As Ultimas
apresentaram um desvio para maior & nos dois modos de ionizacao, indicando que o
fracionamento em CaCOs foi capaz de produzir subfragdes mais distintas entre si, com
diferentes &, aromaticidade e polaridade. As amostras de GOV consistiram em GOV
original e o GOV tratado com argila e silica obtidos a partir de curvas de ruptura em
tempos entre 60 a 420 min e dois niveis de temperatura (80 e 150 °C). As andlises
ESI(x) do GOV e suas fra¢des indicaram que a remocao de compostos nitrogenados
pela argila foi mais eficiente a temperaturas mais elevadas (150 °C). Por outro lado, a
silica mostrou uma maior capacidade de adsor¢cdo em temperaturas moderadas (80
°C). Esses resultados indicam que o mecanismo preferencial de adsor¢cao da argila é
provavelmente um processo de quimissorgédo, enquanto o principal mecanismo de
adsorcdo da silica esta relacionado a fisissorcdo. Ambos 0s processos exibiram
melhor desempenho em menores tempos de ruptura, por exemplo, a 60 min. A
distribuicdo de classes mostrou uma remocéo preferencial de compostos das classes
N[H] e N2[H] com baixo nimero de carbono (< Cz6) para ESI(+). Entretanto, os dados
do ESI(-) mostraram que, embora os adsorventes, como a argila, apresentem sitios
acidos e adsorvem seletivamente espécies basicas de nitrogénio, observa-se
claramente uma grande reducdo de espécies nao-basicas de nitrogénio, como o
carbazol e seus analogos nas amostras de GOV tratadas com argila a 150 °C e com
silica a 80 e 150 °C. A aplicacdo do ESI(z)FT-ICR MS na analise de petréleo e
derivados facilitou a comparacéo especifica de compostos entre as amostras, devido
a capacidade do equipamento monitorar milhares de espécies presentes no petréleo,
com uma alta precisdo e resolucdo de massa, sendo também promissora na
determinacao de diferentes mecanismos de reagéao.

Palavras Chave: ESI, FT-ICR MS, Petrolebmica, Asfaltenos, Fracionamento,
Parametro de solubilidade, Gasoéleo de vacuo, Adsorventes, Remocdo de
nitrogenados



ABSTRACT

Positive and negative ion-mode electrospray (ESI(z)) technique coupled to Fourier
transform ion cyclotron resonance mass spectrometry (FT-ICR MS) preferably
provides ionization of polar constituents with ultra-high resolution and mass accuracy.
The purpose of this research was to characterize asphaltenes and vacuum gasoil
(VGO) by ESI(x)FT-ICR MS. Three asphaltenes subfractions obtained from
precipitation with different n-hexane/crude oil ratios (3.5V, 3.5-6V, and 6—40V), and
three subfractions obtained from adsorption onto CaCOs (non-adsorbed, adsorbed,
and irreversibly adsorbed), besides the original asphaltenes were analyzed. With the
data generated from the ESI(z), solubility parameters (&) were calculated. ESI(z) data
showed that polar compounds species with lower carbon humbers were mainly found
for the irreversibly adsorbed subfraction, while the subfraction 6-40V presented a more
aromatic profile than of remaining subfractions. The & obtained from the ESI(+) results
showed an overlapping of Nxspecies indicating that subfractions produced in n-hexane
had a lower tendency to precipitate in hydrocarbons in relation to subfractions
produced onto CaCOs. The last presented a shift to higher & for both ionization modes
ESI(z), indicating that the fractionation onto CaCO3swas able to produce more distinct
subfractions, with different d, aromaticity, and polarity. The VGO samples consisted of
VGO original and VGO treated with clay and silica obtain from breakthrough curves on
two temperature levels (80 and 150 °C) and different rupture times (from 60 to 420
min). ESI(x) analyses of GOV and their fractions indicated that the removal of nitrogen
compounds by the clay adsorbent was enhanced when the temperature was higher
(150 °C). Conversely, silica has shown a rich adsorption capacity at moderate
temperatures (80 °C). This result corroborates the existence of two different adsorption
mechanisms. The clay adsorption mechanism is likely a chemisorption process, while
the silica adsorption mechanism is related to physisorption. Both processes displayed
better performance in short rupture times, for example, at 60 min. Class distribution
showed a preferential removal of N[H] and N2[H] compounds with low carbon numbers
(< Cz26) for ESI(+). However, the ESI(-) data showed that, although adsorbents, such
as clay, present acid sites and selectively adsorb basic nitrogen species, a great
reduction of non-basic nitrogen species, such as carbazole and its analogues, is clearly
observed mainly for VGO samples treated with clay at 150 °C and with silica at 80 and
150 °C. The application of ESI () FT-ICR MS in the analysis of petroleum and
derivatives facilitated the specific comparison of compounds between the samples,
due to the ability of the equipment to monitor thousands of species present in the oil,
with a high precision and mass resolution, as well a promise tool in the determination
of different reaction mechanisms.

Keyword: ESI, FT-ICR MS, Petroleomics, Asphaltenes, Fractionation, Solubility
parameter, Vacuum gasoil, Adsorbent, Nitrogen removal
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Capitulo 1: INTRODUCAO

1.1. Petréleo

Relatos do uso do petréleo pelo homem sdo datados desde os tempos biblicos,
quando eram utilizados para fins diversos, como calefacdo de embarcagoes,
pavimentacdo, fonte bélica, entre outros.! A exploracdo do petréleo em escala
industrial iniciou nos Estados Unidos, em 1859, tendo um grande avanco industrial no
século 20. No Brasil, a primeira exploracdo do petrdleo foi relatada em 1858, porém o
avanco do pais nessa area soO foi possivel em torno de 1953, com a criacdo da
PETROBRAS.?

De acordo com o Anuario Estatistico Brasileiro do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustivel de 2018, no ano de 2017, com um volume de 12,8 bilhdes de batrris,
o Brasil ocupou a 152 posi¢cédo no ranking mundial de reservas provadas de petréleo,
comparados aos 1,7 trilhdo de barris no mundo. Na producdo mundial, sustentou a
102 posicéo, produzindo 2,7 milhdes de barris/dia (bbl/d), que representa 3 % do total
mundial (92,6 milhdes de bbl/dia). Quanto ao consumo mundial de petroleo, foram
consumidos 98,2 milhdes de bbl/d, estando o Brasil no sétimo lugar, consumindo

cerca de 3 milhdes de bbl/d, representando 3,1 % do total mundial.

Em escala nacional, o Rio de Janeiro (RJ), em 2017, foi o estado detentor do
maior volume de reservas provadas de petréleo, seguido do Espirito Santo (ES) e Sao
Paulo (SP). O RJ também foi o0 maior estado produtor (1,8 milhdo de bbl/d), sendo o
ES o segundo (377,4 mil bbl/d), e SP o terceiro (329 mil bbl/d) (Figura 1).3
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de barris
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Figura 1. (a) Distribuigdo percentual das reservas provadas de petroleo e (b) distribuicéo percentual da

producao de petroleo por estado

Dados de marco de 2019, do Boletim da Producéo de Petréleo e Gas Natural,*
relatam que 50 consorciados atuam na exploracéo de petroleo e gas natural no Brasil.
No entanto, a PETROBRAS continua sendo o concessionario que mais produz
petréleo e gas natural. No Brasil temos 12 bacias sedimentares localizadas em 10
estado brasileiros, sendo a bacia de Santos a que mais produziu no més de marco de
2019, com um aumento de 8 % comparado ao mesmo periodo em 2018. Nesse
periodo a produgcdo mensal foi de 2,560 milhées bbl/d, comparado a 2,557 milhdes

bbl/d no mesmo més em 2018 (Figura 2).

o,

1% | [1%
‘ m Santos
® Campos
m Potiguar
Margo/2019 ) Marco/2018
Recdncavo

2,560 MMbbl/d 2,557 MMbbl/d

B Espirito Santo

® Qutros

Figura 2. Distribuicdo percentual da producédo de petrdleo nacional por bacia
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O petroleo tem origem organica e composicao complexa, sendo constituido por
centenas de moléculas de hidrocarbonetos que podem variar de tamanho, pequenas
(C1) a grandes (Csoo0 ou mais). As parafinas e seus isomeros (Figura 3 a e b) sédo os
principais compostos presente no 6leo, contendo também as parafinas ciclicas e os
compostos aromaticos (Figura 3 ¢ e d).> Aléem de hidrocarbonetos, estdo presentes
no 6leo, em menor porcentagem, heteroatomos como, enxofre (S), nitrogénio (N),

oxigénio (O) e tracos de alguns metais pesados como, niquel, ferro, cobre e vanadio.®’

~ L. OC

(a) Butano ) Isobutano  (c) Ciclohexano (d) Benzeno
(nafteno)

Figura 3. Compostos presentes no petrdleo: parafina e seus isbmeros (a e b), parafinas ciclicas e
compostos aromaticos (c e d).

Baseado nessa constituicdo, o petrdleo bruto é dividido em trés principais
grupos de composto que sao os hidrocarbonetos saturados, que compreendem as
parafinas e o0s naftenos; os hidrocarbonetos aromaticos, que abrangem o0s
aromaticos, naftenoaromaticos e os compostos ciclicos sulfurados; e as resinas e os
asfaltenos, onde estéo incluidos os compostos policiclicos de massa molecular alta

que apresentam atomos de nitrogénio, oxigénio e enxofre.”?

Devido a sua complexa composicao, a separacao do petréleo em componentes
puros ou em misturas conhecidas é inviavel e praticamente impossivel, assim, ele é
normalmente separado de acordo com a faixa de ebulicdo dos compostos, sendo as
fracbes mais tipicas obtidas descritas no quadro 1, o qual foi adaptado de Thomas
(2001).°
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Quadro 1. Fracdes obtidas do petrdleo de acordo com a faixa de ebulicdo de seus compostos.

Temperatura de Composicéo

Fragdo ebulicdo (°C) aproximada
Gas residual _ Ci-C2
Gas liquefeito de petréleo (GLP) Até 40 Cs-Cs
Gasolina 40 - 175 Cs- Cuwo
Querosene 175 -235 Cui-Cr2
Gasoleo leve 235 - 305 Ciz- Cu7
Gasbleo pesado 305 -400 Cis- Cas
Lubrificantes 400 - 510 Co6- Cas
Residuos Acima de 510 Css+

Fonte: Extraido de Thomas, J. E. (2001)°

A invencdo de motores a vapor levou a revolucédo industrial do século XIX,
motivando a busca a combustiveis fésseis para gerar vapor, como também a producao
de aco. Com o desenvolvimento de motores com combustdo interna que exigiam o
uso de energia derivada do petréleo, iniciou-se a segunda revolucao industrial.> O uso
dos produtos petroliferos, entdo usados como energia para motores de combustédo
interna, comecam a ser inseridos como base e fonte de alguns produtos quimicos e
farmacéuticos, como também na producdo de materiais como: plasticos, borrachas
sintéticas, adesivos, entre outros. A necessidade de fracdes de petrdleo de maior
qualidade para as industrias, leva ao desenvolvimento da industria de refino de

petréleo.®®

No entanto, o crescimento da demanda global de energia levou ao declinio das
reservas de Oleos convencionais, aumentando assim a exploracédo de reservas de
0leos nao-convencionais,® 0s quais sao 0leos mais pesados, ricos em compostos
heteroatdmicos e alifaticos, como resinas e asfaltenos e apresentam caracteristicas
fisico-quimicas como alta viscosidade, alto peso molecular, maiores concentragdes de
nitrogénio, enxofre e acidez.>® Tais propriedades dificultam o transporte e a

recuperacdo desses Oleos, principalmente devido a grande parte das refinarias do
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mundo serem projetadas para o processamento de 6leos mais leves.>'° Apesar dos
impactos gerados por esses 6leos atipicos, seu baixo custo pode ser vantajoso para
a refinaria. Dessa forma com o processamento adequado, onde processos existentes
possam ser utilizados ou tecnologias combinadas, é possivel extrair fracdes mais

leves de petroleo pesado.®

1.2.Técnicas aplicadas nos estudos dos asfaltenos e derivados do petroleo

De acordo com a literatura, varias técnicas analiticas sdo aplicadas para
investigar diferentes propriedades do petroleo e suas fracdes. No quadro 2 observa-
se uma relacdo de algumas técnicas empregadas, as informacdes obtidas e as
referéncias que as utilizaram. Como por exemplo, a analise elementar para determinar
a composicao elementar;*'? a espectrometria de emissédo de plasma para a analise
de elementos metalicos presentes nas fracdes;* a espectrometria de infravermelho
préximo (NIR) para estudos de precipitacdo;** a espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR),'**> ressonancia magnética nuclear (RMN),*®
espalhamento de raio-x a baixo angulo,’* a microscopia de tunelamento por
varredura,?” despolarizacdo da fluorescéncia resolvida no tempo (FD),'** entre outras,
para determinar grupos funcionais e estrutura quimica. Como também a
espectrometria de massas (MS), utilizada na determinacéo da estrutura quimica,?
sendo também empregada para determinar o massa molecular média (Mw), a
composicdo quimica e grau de aromaticidade.?*?* Além da MS, técnicas como VPO,
cromatografia de permeacdo em gel (GPC),'*? e FD®¥* ja foram aplicadas na

determinacao do Mw.
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Quadro 2. Técnicas aplicadas nos estudos dos asfaltenos e derivados do petréleo, informacdes obtidas
e referéncias.

TECNICA INFORMACAO REFERENCIA

Composicéo elementar e razao

Analise elementar Xu et al., 20142

H/C
.Eseectrometrla de Determlnagaq (_:ie elementos Subramanian et al., 2017%
Emissao de Plasma (ICP) metalicos

Espectroscopia de
Infravermelho por
Transformada de Fourier
(FT IR)

Grupos funcionais/ Estrutura
guimica Subramanian et al., 20173

Grupos funcionais/ Estrutura
guimica/ Dindmica/ Interagéo
molecular

Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN)

Fossen et al., 2011,*
Oliveira et al., 20142

Esp,ectroscopla Qe Grupos funcionais/ Estrutura
Fotoelétrons por Raios-X

quimica Sun et al., 2015
(XPS)

Grupos funcionais/ Estrutura

Espectroscopia Raman Riedeman et al., 2016%’

guimica
Espectrometria de
infravermelho préximo Precipitagédo Melendez-Alvarez et al., 2016
(NIR)
Osmometria de Presséo de 25
Vapor (VPO) Mw Yarranton et al., 2013
Cromatografia de il
Permeacéo de Gel (GPC) oy I EHEL, 2000
Despolarizacao de M Groenzin e Mullins, 2007*°
Fluorescéncia (FD) w :
Espectrometria de Massas L P .
Estrutura quimica Rogel e Witt, 20172

L6y Composigéo quimica

Fonte: Pinto, F. E. (2019)
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Xu et al.,’> em 2014, estudaram modelos de estrutura molecular para asfaltenos
providos de dois diferentes tipos de bio-6leos, um bruto e um bio-6leo modificado, o
qual foi tratado sob diferentes pressbes e temperatura em um ambiente de CO. A
composicdo elementar foi determinada por analise elementar, o Mw por GPC. A
formula molecular média foi calculada pelos principais grupos funcionais dos
asfaltenos determinados por FT-IR e pelos valores obtidos da analise elementar e Mw.
Os modelos estruturais foram estabelecidos baseados em parametros estruturais
obtidos por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio! (RMN de *H) e RMN de
carbono -13 (33C RMN). Os resultados revelaram modelos estruturais semelhantes
entre o bio-6leo bruto e o modificado, se diferenciando apenas em alguns parametros.
Um menor teor de oxigénio (40,35 — 22,05 %) e Mw (890 — 738 Da), e maior
aromaticidade para o bio-6leo modificado foi observado comparado com o bio-6leo

bruto.?

Através da aplicacdo de diversas técnicas convencionais como analise
elementar, GPC, FT-IR, RMN de 'H e espectroscopia de fotoelétrons por raios-X, Sun
et al. (2015)"* caracterizaram asfaltenos obtidos do carvao. Foi observado que os
asfaltenos fracionados do carvdo sdo compostos por anéis aromaticos fundidos
contendo heteroatomos, alquil e cicloaquil constituintes. Menores valores de Mw, maior
aromaticidade, maiores teores de heteroatomos e cadeias laterais alifaticas menores
foram observados para os asfaltenos do carvdo em comparacdo com os asfaltenos

obtidos do petrdleo.

Badre et al.’® e Groenzin e Mullins® utilizaram a técnica de FD para determinar
o Mw e a estrutura molecular de asfaltenos de diferentes origens. Badre et al.,*® através
das andlises de FD compararam os resultados obtidos de trés diferentes tipos de
asfaltenos: um originado do carvao, um do petrdleo e outro do betume. Entre os trés,
os asfaltenos originados do carvao apresentaram um menor Mw (535 Da) comparado
com os demais. No entanto, os autores relatam que todos os asfaltenos estudados
apresentaram uma estrutura pequena de um uanico hidrocarboneto poliaromatico
(PAH) por molécula, sugerindo uma estrutura do tipo continental. Também é colocado
em discussdo que 0s maiores valores de Mw obtidos por técnicas como VPO e
cromatografia de exclusédo por tamanho devem levar em consideracéo a formacao de
agregados, visto que essas técnicas utilizam solugdes para suas medic¢des, logo 0 Mw

reportado é possivel que seja a massa do agregado e ndo o Mw das moléculas.*®
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Com o0 mesmo propaosito de predizer o Mw e a estrutura molecular, Groenzin e
Mullins® aplicaram a FD na caracterizacdo de uma grande variedade de asfaltenos
originados do petroleo bruto e de residuo de vacuo. Os resultados mostraram valores
de Mw de aproximadamente 750 Da para todos os asfaltenos estudados, estando de
acordo com valores apresentados na literatura obtidos por outras técnicas, como por
exemplo RMN.?® Quanto a estrutura, foi atribuido uma faixa de 4 a 10 anéis por

molécula de asfalteno, resultados estes similares aos descritos na literatura.™

1.2.1. Espectrometria de Massas

Numerosas técnicas analiticas podem ser aplicadas a caracterizacdo de
petréleo e seus derivados, contudo, a espectrometria de massas de ultra-alta
resolucéo e alta precisdo vem sendo frequentemente usada na caracteriza¢do néo so
de petréleo e seus derivados, mas também em uma grande variedade de
amostras.’*3*% Fornecendo informacdes sobre a composicao elementar de amostras
complexas, permitindo diferenciar milhares de espécies em um Unico espectro.**?

As fontes de ionizacéo transferem as espécies idnicas em solucéo para a fase
gasosa anteriormente a sua analise pelo espectrdmetro de massas.* jons podem ser
gerados a partir da ionizacdo de uma molécula neutra na fase gasosa, através de
ejecao de elétrons, captura eletrbnica, protonacado, desprotonacao, formacao de aduto
ou pela transferéncia de uma espécie carregada a partir de uma fase condensada
para a fase gasosa.®

Diferentes fontes de ionizacdo estdo disponiveis no mercado que podem ser
acopladas a um espectrometro de massas. Algumas técnicas sdo muito enérgicas,
gerando fragmentacfes extensivas, limitando seu uso para determinados tipos de
analitos. Outras sdo mais suaves, causando menos fragmentacdes, assim a energia
interna transferida durante o processo de ionizacdo como também as propriedades
fisico-quimicas do analito devem ser levados em considera¢éo na escolha da fonte.*

A ionizagdo no modo positivo e negativo por eletrospray (ESI (+)) acoplada a
Espectrometria de massas de ressonancia ciclotronica de ions com transformada de
Fourier (FT-ICR MS) fornece preferencialmente a ionizagdo de constituintes polares,
com uma ultra alta resolugcdo e precisdo em massa, definindo uma composi¢cao
elementar uUnica (CcHhNnOoSs) para cada sinal, bem como seu grau de
aromaticidade ou equivalentes de ligagbes duplas e anéis (DBE). Assim, uma matriz

complexa de petréleo bruto pode ser interpretada atraves da construcao de diagramas
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de classes, DBE versus intensidade, graficos de DBE versus namero de carbonos
(NC) e de van Krevelen.3337:44

A FT-ICR MS fundamenta-se no comportamento de ions com baixa velocidade
submetido a um intenso campo magnético uniforme, onde assumem um movimento
circular (movimento ciclotrénico) (Figura 4) através de uma frequéncia. Dentro do
campo magnético, o ion € submetido a duas forgas, F e F’, %4 que podem ser

expressas como nas equacaos (eqs.) 1 e 2:

Forga Centripeta: F = quB (1)
Forca Centifuga: F' = mv?/r (2)

Onde, F é a equacéo referente a forca eletromagnética, tendo q como carga, v
como velocidade e B como campo magnético uniforme. Na equacao seguinte (eq. 3),
F’ representa a equacao do movimento circular uniforme, onde m é a massa e r o raio
da trajetéria circular do ion.*4546

Em uma trajetdria estavel, as duas forgas sao iguais, assim temos:

mv? qBT

V= (3)

F=F - quB =

Dessa forma podemos expressar a frequéncia ciclotrénica (w) pela eq. 4

abaixo:

w=-— (4)

A equacao final ndo inclui a velocidade do ion, portanto, ions com a mesma m/z

tém a mesma frequéncia ciclotrénica, independentemente da sua velocidade.*
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%B qB B
COC:F

Figura 4. Movimento ciclotrénico de ions. fons circulam num plano perpendicular ao campo magnético
B. Nota-se que a orbita dos ions positivo e negativo ocorrem em sentido opostos. Figura extraida de
Marshall e Hendrickson, 2002.4

A configuracdo basica da célula de ressonancia ciclotrénica de ions (ICR)
consiste em trés pares de placas, dispostas como um cubo, ou como cilindro em
outros modelos de células.** As placas da frente e da extremidade trabalham como
placas de aprisionamento, mantendo os ions no interior da célula de ICR. As duas
placas de excitacdo estdo ligadas a um transmissor de radiofrequéncia (RF) que
excitam os ions, e as placas de deteccado registram o movimento dos ions (Figura

5).43,45,46

I Transformacgdo
/\ de Fourier
Placa detecg¢do “. iy
l [ )
' | O T
Espectro de Espectro de
frequéncia massa

C
e L

magnético B

Excitagcdo por
radiofrequéncia

Figura 5. Esquema de funcionamento de uma célula ICR. Extraida de Schrader e Klein, 2004.4

Como descrito acima, a espectrometria de ICR fundamenta-se no movimento
ciclotrénico em um campo magnético uniforme.*4>% Qs jons sdo detectados por uma

célula de ICR, localizada dentro de um magneto supercondutor com uma intensidade
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de campo fixo. O campo magnético é orientado pelo eixo central da célula (eixo z),
fazendo com que os ions executem o movimento ciclotrénico no plano centrado no
eixo cilindrico.:4>:46

Os ions gerados sdo armazenados dentro dessa célula de ICR. Quando a radio
frequéncia enviada para a célula se iguala a frequéncia ciclotrénica, os ions ganham
energia, mudam para uma orbita maior e geram um movimento de ions coerente e
detectavel (Figure 6).¢ Este movimento é detectado, transformado em sinal, que &
detectado para todos os ions aproximadamente na mesma Orbita, porém em
frequéncias diferentes para cada ion. Apos um curto periodo de tempo, os ions
perdem energia e retornam para uma Orbita mais baixa. Os sinais entdo séo

convertidos em um espectro de razdo abundancia pela m/z.*3:4546

Excite Detect

@) ® RI-C

Figura 6. Conversdo do movimento ciclotrénico (a) incoerente em um (b) coerente (detectavel).

Extraida de Marshall, Hendrickson e Jackson, 1998.45

1.2.1.1. Aplicacbes do FT-ICR MS

Desde o desenvolvimento da FT-ICR MS por Comisarow e Marshall em 1974,
um crescente numero de estudos na area de petroledbmica (area de estudos que
determina a relacédo entre a composi¢cao quimica do petroleo e suas propriedades e
caracteristicas) vem sendo desenvolvidos.*?

Na literatura, diferentes fontes de ionizacdo ja foram utlizadas na
caracterizagcdo de asfaltenos e outros derivados do petréleo, como pode ser
observado no quadro 3, sendo as fontes de ESI e fotoionizagao a pressao atmosférica

(APPI) as mais aplicadas.
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Quadro 3. Relacao de alguns estudos que aplicaram diferentes fontes de ionizacdo na caracterizacao

de asfaltenos e derivados de petréleo.

FONTE REFERENCIA

Zhu et al., 20113°
Pudenzi et al., 2018%
Carvalho et al., 2017>°
lonizagao por Eletrospray (ESI) Zhang et al., 2017

Gaspar et al., 2012°?
Klein et al., 2006
Pudenzi et al., 2018%°
Chacén-Patino et al., 20182
Nascimento et al., 20163
Rogel et al., 2015
Kim et al., 2011
Ruger et al., 2018
Gaspar et al., 2012°?
Ruger et al., 2018

. PR - Pereira et al., 2014*
lonizagéo quimica a presséo atmosférica (APCI) Gaspar et al., 20125

Fotoionizacéo por pressdo atmosférica (APPI)

Rogel et al., 2015 >
Dessorg&ol/ionizagéo por laser (LDI) Pereira et al., 2014

Dessorcéaol/ionizagado a laser auxiliada por matriz
(MALDI)

Fonte: Pinto, F. E. (2019)

Pereira et al., 20143*

A aplicacdo do FT-ICR MS em petroledmica foi realizada pela primeira vez por
Guan et al. (1994),” que utilizaram a ionizacdo de elétrons para caracterizar uma
fracdo aromatica neutra do gasoleo, tendo como principal objetivo do estudo
estabelecer que o uso do FT-ICR MS fornecia a melhor resolucéo e precisao de massa
disponivel para a analise de misturas complexas. O estudo demonstrou que o
equipamento foi capaz de diferenciar hidrocarbonetos de compostos contendo
heterodtomos com um erro de massa de aproximadamente 1 ppm.

Em asfaltenos, a aplicacédo da técnica foi publicada pela primeira vez em 2006,
por Alan Marshall e colaboradores, no qual a fonte de ESI(zx) foi utilizada, para
determinar as diferengcas quimicas entre asfaltenos obtidos pela precipitagdo com
heptano e asfaltenos obtidos da despressurizacéo de 6leo vivo, do mesmo pogo. Os
resultados mostraram que os asfaltenos precipitados com heptano apresentaram
maiores valores de DBE comparado com os asfaltenos da despressurizacdo, no

entanto este Ultimo apresentou maior abundancia de espécies sulfuradas, sendo
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concluido que os asfaltenos obtidos de 6leos vivos e mortos apresentam diferencas
claras de composicéo.>

Em um estudo mais recente, Carvalho et al. (2017),* utilizaram ESI(z)FT-ICR
MS para caracterizar fracbes de asfaltenos solUveis e insoliveis em N-metil-2-
pirrolidona, comparando esses resultados com parametros de aromaticidade obtidos
a partir de FT-IR, RMN de 'H e espectroscopia de fluorescéncia. Os resultados
mostraram uma boa correlacdo entre as técnicas aplicadas, fornecendo informacdes
quimicas a nivel molecular. Os dados de FT-IR, RMN de 'H e espectroscopia de
fluorescéncia mostraram que a fracdo sollvel apresentou um carater mais polar e
aromatico, enquanto a fracdo insollvel exibiu um carater mais apolar, sendo esse
perfil confirmado pela presenca de um maior nimero de hidrocarbonetos alquilicos e
nafténicos. Os resultados de ESI(x) mostraram que a fracdo de asfaltenos sollveis
apresentou uma maior proporcao de espécies heteroatdmicas e maior aromaticidade
(maiores valores de DBE) quando comparados com a fracdo insoluvel, sendo a
eficiéncia do método de fracionamento comprovado pelos diferentes perfis obtidos
para a fracao soluvel e insoluvel através de todas as técnicas aplicadas.*

Nascimento et al. (2016)* utilizaram o APPI, além de outras técnicas como
andlise elementar e RMN de 'H para caracterizar os asfaltenos bruto e as trés
subfracdes de asfaltenos obtidas pela adsor¢cdo em silica e para avaliar a eficiéncia
do método de fracionamento. Os resultados de APPI revelaram que as subfracdes
apresentaram um Mw entre 426 a 509 Da. Os asfaltenos bruto e a subfracdo nao-
adsorvida apresentaram maior aromaticidade em comparacdo com as demais
subfracdes, estando esses resultados de acordo com os resultados observados pela
analise elementar e RMN de 'H. Os autores concluiram que as subfragdes com menor
contetdo de hidrogénios aromaticos foram preferencialmente adsorvida pelas
particulas de silica, sendo que a eficiéncia do método foi evidenciada pela menor
concentracdo de PAHs observadas nas fracbes adsorvida e irreversivelmente
adsorvida na silica, como também o aumento da aromaticidade e da razdo C/H na
subfragcéo ndo-adsorvida pela silica.*

Rogel et al. (2015)* utilizaram as fontes de dessorgéo/ionizagéo por laser (LDI)
e APPI acopladas a um FT-ICR MS para analisar fracdes soluveis de asfaltenos
extraidas de petréleo bruto (sollveis em heptano, soliveis em CH2Cl2: n-heptano
(15:85, v:v), soluveis em CH2Cl2: n-heptano (30:70 v:v), soltveis em CH2Clz, soltveis

em CH2Cl2: CH3OH (90:10 v:v) e a fragcdo composta pelo material remanescente
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extraido com CH2Cl2: CHsOH (90:10 viv) a temperaturas altas, 120 °C), e
correlacionaram as informacdes de composicdo obtidas por essas fontes com o
comportamento macroscopico, tendo como principal interesse avaliar as mudancas
de solubilidade em funcdo do deslocamento composicional, dessa forma os
parametros de solubilidade obtidos por FT-ICR MS foram comparados com outras
técnicas.*

Para determinar os parametros de solubilidade das fracdes de asfaltenos,
Rogel et al. (2015)* utilizaram equac¢Bes matematicas para primeiro determinar a
densidade, propriedade fisica relacionada com a solubilidade e razdo H/C. Para tal,
calculou-se a densidade de uma série de amostras de asfaltenos precipitados com
heptano, cujo erro médio de 0,7 % no célculo das densidades foi observado. Por fim,
o parametro de solubilidade para as frac6es de asfaltenos foram calculados aplicando
uma equacao que correlaciona a densidade com o parametro de solubilidade para
moléculas de hidrocarbonetos.>* Os resultados mostraram que os valores obtidos por
APPI foram mais consistentes com a literatura comparado com o LDI. Os parametros
de solubilidade obtidos pelos dados de APPI (valores entre 20 e 23 MPa®®)
apresentaram um deslocamento para maiores valores quando comparado com 0sS
valores obtidos por testes de perfil de solubilidade, contudo, os resultados de APPI se
mostraram mais proximos dos valores dos testes de perfil de solubilidade quanto mais
soluvel a fracdo, sendo este comportamento atribuido a ionizacdo preferencial de
moléculas mais aroméaticas da amostra pelo APPI.%*

Em outro trabalho, Rogel e Witt (2016)?* utilizaram os dados composicionais de
APPI FT-ICR MS obtidos das analises de fracdes de asfaltenos obtidos da extracéo
com uma série de solventes para predizer propriedades fisicas das amostras. Tais
frac6es foram nomeadas: maltenos (sollveis em heptano); fracao 1 (soluvel em 15:85
CH2Cl2/n-heptano); fracdo 2 (soluvel em 30:70 CH2Clz2/n-heptano) e fragdo 3 (soltvel
CH2Cl2). Nesse estudo, através do gréafico de distribuicdo de DBE para a classe de
hidrocarbonetos (HC) em funcéo das fragdes sollveis (Figura 7 a), observou-se que
as fragbes menos sollveis apresentaram um deslocamento para maiores valores de
DBE (maltenos — fragédo 1). Notou-se também que a distribuicdo de classes se torna
mais estreita (maltenos — fragdo 3) quando a solubilidade em hidrocarbonetos
diminui. Por meio do gréafico de distribuicdo do NC (Figura 7 b) foi observado um
aumento na distribuicdo de numero de carbonos para a classe HC quando as fracdes

se tornam menos soluveis (maltenos — fracdo 3). Resultados similares foram
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observados para as outras classes. Verificou-se que os valores médios calculados da
razdo H/C, da densidade e do Mw para as fragbes solUveis apresentaram valores
muito similares aos valores obtidos por outras técnicas, assim esse resultado mostra
que os dados de APPI fornecem acesso a um grande numero de moléculas de

asfaltenos que podem ser usadas para predizer propriedades dos asfaltenos.?
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Figura 7. Distribuicdes para a classe HC em fun¢éo das fragdes soluveis: (a) distribuicdo DBE e (b)

distribuicdo do nimero de carbonos. Adaptado de Rogel e Witt (2016)2
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Capitulo 2. ASFALTENOS
2.1. Introducéo

A palavra asfalteno foi previamente definida pelo pesquisador Boussingault em
1837 apos estudar betumes em um processo de separacdo por destilacao, ao qual
nomeou o0s constituintes insolUveis em éter como “asfaltenos”, devido sua semelhanca
ao asfalto original, e os constituintes oleosos volateis, soliveis em éter foram
nomeados de petrolenos, dando a cada betume um grau de fluidez diferente pois
observou que esses dois constituintes do betume variavam continuamente de fonte
para fonte.>®>°

Um dos primeiros estudos de caracterizagao dos asfaltenos foi o de Marcusson
(1931), que avaliou o comportamento de asfaltenos obtidos a partir do petréleo e do
carvao ao cobri-los com éter e passando acido cloridrico gasoso através da solucéo,
sendo observado uma absorcdo semelhante do &cido cloridrico gasoso pelos dois
materiais.*®**° No entanto, esta similaridade foi considerada equivocada por outros
pesquisadores um século depois,*® que afirmaram que a semelhanca entre esses
dois materiais era somente quanto a definicdo do procedimento de separacdo, néo
havendo qualquer similitude na composicédo e no comportamento fisico deles.>*°

Outro trabalho pioneiro na caracterizacéo dos asfaltenos foi o0 de Nellensteyn
(1933), que descreveu um método de separacdo para os asfaltenos a partir do
petréleo se baseando na solubilidade dessas espécies em tetracloreto de carbono. Os
resultados sugeriram que os asfaltenos formavam um sistema coloidal, cujos
hidrocarbonetos de alta massa molecular sdo adsorvidos na superficie de
hidrocarbonetos de baixa massa molecular.>®>° O estudo de Nellensteyn deu origem a
métodos mais modernos de precipitacdo de asfaltenos onde solventes como heptano
e pentano sao utilizados, os quais sao aplicados até os dias atuais.*®

O estudo de Nellensteyn foi um marco nos estudos dos asfaltenos, dando inicio
a primeira era de pesquisa dos mesmos, de 1933 a 1945. Essa era foi bidirecional,
com estudos voltados as propriedades fundamentais das moléculas dos asfaltenos,
como peso molecular, estrutura e outras caracteristicas relacionadas a ele, sem a
preocupacao de relacionar suas propriedades com as operac¢des de campo. Por outro
lado, os engenheiros de campo buscavam investigar qual o impacto dessas espécies

na producéo, transporte e refino do petréleo.>®
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ApoOs o primeiro conceito criado por Nellensteyn, os pesquisadores Pfieffer e
Saal, em 1940,* validaram o conceito coloidal ao descrever os asfaltenos como
micelas, onde o ndcleo seria composto por particulas de forte carater aromatico e
maior massa molecular, circundadas por constituintes de menor carater aromatico e
menor massa molecular, como pode ser observado no esquema para as micelas dos

asfaltenos proposto pelos autores Pfieffer e Saal (Figura 8).%*

Asfaltenos

Resinas
Aromaticos
Nafteno-aromaticos
Nafteno-parafinas
Parafinas

Figura 8. Esquema para as micelas dos asfaltenos proposto pelos autores Pfieffer e Saal. Figura
extraida de Carvalho (2016).62

Posteriormente, Yen em 1967, baseado nos modelos de Nellensteyn e de
Pfieffer e Saal, sugeriu um modelo hierarquico para a estrutura dos asfaltenos, onde
as micelas de asfaltenos, que seriam sistemas de anéis aromaticos fundidos,
formavam agregados quando a concentracao fosse suficientemente alta. Este modelo
foi denominado Modelo Yen,®% sendo mais tarde confirmado por outros
pesquisadores.®>%®

A segunda era dos asfaltenos iniciou-se por volta de 1965, com o0 avanco
tecnoldgico. Assim essa era foi marcada pelo uso de técnicas microscopicas, sendo o
trabalho de Dwiggins considerado o pioneiro.>® Em seu estudo, Dwiggins investigou o
sistema coloidal do petroleo utilizando a técnica de dispersdo de raios-X a baixo
angulo, e comparou seus resultados com os de outros estudos que utilizaram
ultracentrifuga. Ele conclui que os coloides eram polidispersos, ndo eram afetados por
temperaturas altas, mas seu tamanho poderia ser alterado drasticamente por alguns

solventes.®’
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Apos séculos de estudos, o asfalteno € considerado a fragdo menos soluvel em
hidrocarbonetos, a mais pesada e mais polar do 6leo bruto,*®% podendo ser obtida a
partir do fracionamento do petrdleo com solventes alifaticos, tais como n-heptano e n-
pentano.”” Em termos operacionais, é definida pelas suas caracteristicas de
solubilidade, sendo considerada a fragdo do Oleo bruto insolivel em solventes
alifaticos e soltvel em solventes aromaticos, tais como benzeno e tolueno.*®™

Sua composicao elementar, que avalia de forma geral a natureza dos
asfaltenos, colaborando na determinacdo de sua estrutura molecular, ja foi
vastamente estudada e é bem definida na literatura (Qquadro 4). No entanto, o
conteudo de heteroatomos pode variar, influenciado pelas variacdes locais e regionais
das formag@es geoldgicas proximas.’®’2”* Essa variacao é observada principalmente

guanto a proporcgéo de oxigénio e enxofre.

Quadro 4. Composicao elementar média dos asfaltenos.

Elementos Porcentagem (%)
Carbonos (C) 85+ 3
Hidrogénio (H) 1051
Nitrogénio (N) 05+3
Oxigénio (0O) 0,3+5
Enxofre (S) 0,3+10
Razéo C:H 10a1,5

Fonte: Extraido de Speight, J.G. (2007)"°

O Mw, propriedade fundamental de qualquer composto quimico, tem um
impacto direto na estrutura e nas propriedades fisicas dos asfaltenos, como
solubilidade, densidade, comportamento de fase, entre outros,também pode sofrer
variagdes conforme a origem do 0Oleo bruto, podendo variar numa faixa de 500 a 1000
Da.® Porém ha um consenso geral de que o Mw apresenta valores menores que 1000
Da, sendo o valor mais aceito na literatura de 750 Da.**"*

No entanto, ainda ha controvérsias quanto ao valor do Mw atribuido aos

asfaltenos. Valores na literatura diferem de uma ordem de 10 em magnitude,***® sendo
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a forma com que as unidades quimicas estdo interligadas um dos maiores
guestionamentos. O debate quanto aos valores de Mw levanta a questado sobre a
estrutura dos asfaltenos, pois essa propriedade é dependente do Mw.#*°

Na literatura sdo propostos dois modelos estruturais moleculares, ilha ou
continental e o arquipélago (Figura 9). O primeiro, consiste em um Unico PAH, de 4 a
10 anéis fundidos com cadeias alifaticas ligadas a ele, onde a agregacdo dessas
moléculas ocorre principalmente por interagcbes de empilhamento 1-1m. O modelo
arquipélago, consiste em pequenos aneéis fundidos de dois a trés PAHSs, ligados entre
si por cadeias alifaticas ou nafténicas, e supde que a agregacao seja resultado de
diversas forcas intermoleculares estabilizadoras, como ligacdes de hidrogénio,
interacOes hidrofébicas e interacdes acido-base, além de empilhamento Tr-11, entre

0 utros . 69,71,73,75-77

G

Figura 9. Modelos estruturais moleculares propostos para os asfaltenos na literatura: (a) modelo

Continenal ou llha e (b) modelo Arquipélago.

Dados os valores reportados de Mw, os modelos propostos e as diferentes
propriedades fisicas e quimicas observadas, o modelo mais aceito na literatura € o
continental, sendo sustentado por varios métodos fisicos e analiticos.®*”>¢ Por FD,
Groenzin e Mullins (2007)* mostraram que a estrutura dos asfaltenos possuem
somente um grupo croméforo, 0 que seria consistente com um menor Mw, ndo sendo
coerente com o modelo arquipélago, que teria uma grande estrutura polimérica. Pela

absorcéo eletrénica observou-se que o sistema de 2 a 3 PAHs (modelo arquipélago)
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seria incolor, no entanto, seria incoerente concordar com isso, pois asfaltenos
possuem uma cor intensa. Outro ponto seria a propriedade de adesao dos asfaltenos,
atribuida a uma grande area estrutural capaz de manter uma ligagdo mais forte com
a superficie, no qual o modelo arquipélago é contestado novamente por ser um
sistema de pequenos anéis aromaticos ndo possuindo assim uma forte adeséo
superficial.*

No entanto, para alguns autores,””’® certas propriedades dos asfaltenos, tais
como agregacao heterogénea e a composi¢ao molecular de produtos da pirolise, ndo
sao coerentes com o modelo continental, assim, existe a hipotese dessas estruturas
coexistirem nos asfaltenos, onde as propriedades fisico-quimicas dos asfaltenos,
inconsistentes com base no modelo continental, sdo atribuidas a presenca de
estruturas do tipo arquipélago.?’*”*No quadro 5 observa-se os diferentes grupos de
pesquisas que sao favoraveis aos diferentes modelos estruturais propostos na
literatura. Em relacdo ao tamanho dessas estruturas, a literatura sustenta a ideia de

que a estrutura tipica dos asfaltenos contenha de 4 a 10 anéis aromaticos. 55

Quadro 5. Relacdo de referéncias na literatura que defendem a existéncia de diferentes modelos

estruturais para os asfaltenos.

MODELO REFERENCIA

Gray (2003)8°
Arquipélago Strausz et al. (2008)7®
Ruger et al. (2018)%°
Mullins (2010)%
Continental Badre et al. (2006)*®

Sabbah et al. (2018)73

Podgorski et al. (2013)8!
Schuler et al. (2017)7°

Aquipélago e Continental Chacoén-Patino et al. (2018)Erro! Indicador ndo definido.

Fonte: Pinto, F. E. (2019)
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2.1.1. Parametro de solubilidade

O conceito de parametro de solubilidade (&) foi inicialmente desenvolvido por
Scatchard e posteriormente ampliado por Hildebrand e Scott. Originalmente sendo
desenvolvido para aplicagdes no estado liquido.®>%* O § associado a teoria adequada
pode fornecer por exemplo, estimativas das propriedades termodinamicas de
solucdes e caracteristicas de solubilidade de sistemas.?

O 6 de um liquido é definido como sendo a raiz quadrada da densidade de
energia coesiva (CED), a qual é definida como a razao entre a energia de vaporizacéo

e o0 volume molar, estando ambas na mesma temperatura (eq. 5).%

5, = CEDY? = 2Er'”

®)
onde AEv é a energia de vaporizacdo e IV € o volume molar. A AEv pode ser calculada

conforme a eq. 6:
AE, = AH, — RT (6)

onde AH, é o calor de vaporizacdo, R é a constante universal dos gases e T é a
temperatura absoluta. Baseados na eq. 6, o parametro de solubilidade pode ser

reescrito conforme a eq. 7:

AH,—-RT1/2
5 = T (7)

Assim, para determinar o 6 de um liquido requer somente saber a energia de
vaporizacdo e o volume molar do liquido. No entanto, para materiais sélidos, o
conceito de parametro de solubilidade, cujo estado de referéncia € uma substancia
liguida, ndo pode ser aplicado diretamente sendo necessario utilizar um liquido sub-
resfriado hipotético abaixo do ponto de fusdo da substancia como referéncia.s8>8¢
Com a contribuicdo de outros pesquisadores essa limitacdo foi superada através do
desenvolvimento de métodos para determinar o 6 de solidos.#?

Um desses métodos se baseia nos valores de densidade, que € uma

propriedade fisica intimamente relacionada com a solubilidade, pois a partir dela pode-
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se determinar experimentalmente por exemplo, a tensao interfacial e viscosidade.®” O
calculo da densidade é baseado na correlacéo estabelecida entre os asfaltenos e suas
fracOes soluveis, sendo possivel prever as densidades dos asfaltenos com um erro de
0,7 %.>* Assim, a densidade média para cada classe pode ser calculada através da

determinacao da densidade (p) para cada molécula de acordo com a eq. 8:54%8

p= —0,064H + 1,6793 (8)

onde H representa o conteddo de nitrogénio. Uma correcdo de densidades
sélidas deve ser realizada aplicando a eq. 9 devido ao fato de a referéncia para o
estar no estado liquido, sendo necessario aplicar uma relacdo entre a densidade do
sélido e a densidade de um liquido hipotético como referéncia no ponto triplo:®

ps/pL = 1,17 9)

Outra propriedade importante dos 6leos € o indice de refracdo, que nos da
informacdes a respeito das interacdes intermoleculares em um sistema. A one-third
rule (regra do um terco), relaciona o indice de refracdo com a densidade, a qual mostra
que o indice de refracéo, dividido pela densidade é uma constante aproximadamente
igual a um terco para diversas substancias, recebendo o nome de one-third rule para
lembrar esse valor aproximado para esta relacéo.?’

O parametro de solubilidade entdo pode ser calculado a partir da one third rule,
gue correlacionada densidade com o parametro de solubilidade para moléculas de

hidrocarbonetos (eq. 10).

5 =17,347p + 2,904 (10)

Onde & é o parametro de solubilidade (MPa®®) e p é a densidade (g/cm3), sendo essa
equacao util para a determinacéo do § para sistemas complexos, como os asfaltenos,
bem como é importante para determinar a estabilidade dos asfaltenos, prevendo ou
minimizando os processos de precipitagao descrito pelo comportamento de fase. Na
literatura, valores de parametro de solubilidade na faixa de 17 a 23 MPa®® sdo

descritos para asfaltenos.®*°
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2.1.2. Fracionamento

Devido a sua inerente complexidade, a analise de asfaltenos é uma tarefa
dificil, sendo necessério a aplicacdo de métodos de fracionamento e separacado dessa
matriz em subfra¢des, com o objetivo de facilitar a andlise destas complexas espécies
moleculares,” pois suas subfracdes tornam-se mais uniformes, em termos de
composicao e propriedades fisico-quimicas.®> De um modo geral, estes métodos usam
amostras de asfaltenos anteriormente precipitado a partir do contato do petréleo bruto
com alcanos,” fracionados com uma combinacdo de diferentes solventes em
diferentes volumes.®* Seu fracionamento pode basear-se também nas propriedades

de adsorcao dos mesmos em diferentes superficies (minerais e metélicas).*

Varios exemplos de fracionamento de asfaltenos sdo descritos na literatura. Em
1998, Tojima et al.*> desenvolveram um método de fracionamento utilizando extracéo
liquido-liquido em heptano:tolueno (35:65, 25:75, 18:82 v/v) em condi¢des de refluxo
e foram capazes de recuperar quatro fracbes de asfalteno (A, B, C, D) por
ultracentrifugacdo, as quais foram caracterizadas pela razdo H/C, aromaticidade de
carbono por RMN de 'H, Mw e por osmometria de presséo de vapor (VPO). A fragdo
‘A’, menos soluvel, foi classificada como a mais pesada, baixa razdo H/C, e a mais
aromatica em comparacao com as outras fracdes (B, C e D), que foram classificadas

em mais leves.*

Seguindo o método desenvolvido por Tojima et al. (1998),% Okhotnikova et al.
(2011)*¢ derivaram cinco subfracGes de asfaltenos. No entanto, estudaram apenas
aguelas que precipitaram em adicdo minimas e maximas de agente precipitante
(65% e 90 %, respectivamente). Essas fragcbes foram caracterizadas por
espectroscopia de ressonancia paramagnética de elétrons, analise térmica, analises
calorimétricas e microscopia de forca atbmica. Os resultados das analises exibiram o
mesmo comportamento descrito por Tojima et al. (1998),” onde a primeira subfracao
precipitada apresentou a maior distribuicdo de Mw e elevada aromaticidade. No
entanto, a Ultima apresentou comportamento exatamente oposto a primeira, sendo

denominada de subfracdo de menor Mw.%®

Trejo et al. (2004)” também empregou essa mesma técnica, observando o
mesmo comportamento nas primeiras e subsequentes subfracdes, como descrito nos

trabalhos previamente citados.>*®* Em tal estudo, as amostras foram caracterizados
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por analise elementar, absorcédo atbmica, analises de VPO e RMN. Em outro estudo
de Trejo e Ancheyta (2007),%® a mistura de solvente binario também foi aplicada para
fracionar o petréleo bruto Maya hidratado, sendo as subfracdes caracterizadas por
andlise elementar, absorcdo atobmica e espectrometria de massas por
dessorcéo/ionizacdo a laser auxiliada por matriz (MALDI-MS). Os resultados
mostraram que as subfracdes exibiram as mesmas caracteristicas citadas em estudos
anteriores,”® onde a primeira subfracdo obtida apresentou a menor razdo H/C,

indicando a presenca de mais compostos aromaticos.®

Em 2007, Fossen et al.*® isolaram subfracdes de asfaltenos diretamente do 6leo
bruto precipitando-as sucessivamente com uma crescente razdo de n-pentano em
relacdo ao petréleo bruto. Foram precipitadas quatro subfracdes (3:1; 10:1, 15:1,
20:1 % v/v de n-pentano:petréleo bruto), as quais foram caracterizadas por NIR e
estudos de tenséo interfacial. Sendo concluido que a subfracdo 3:1 apresentou-se
menos sollvel e a subfracdo de 15:1 a mais soluvel. Em relacdo a tenséao interfacial a

subfracdo 10:1 exibiu atividade interfacial mais elevada do que as demais subfracdes.

Em 2013, Petrova et al.”2 propuseram um esquema de fracionamento onde um
concentrado resina-asfaltenos foi precipitado a partir de residuo de 6leo misturado a
acetona em uma proporcédo de 3:1 % v/v (acetona:residuo). Posteriormente, duas
fracBes (concentrado resina-asfaltenos e 6leo desasfaltado) foram isoladas com n-
heptano (1:40 v/v n-heptano:residuo). Em seguida, quatro subfracdes de asfaltenos
foram obtidas através de um sistema de refluxo equipado com uma mistura de
residuo:n-heptano:tolueno (1:85:1 v/v), e analisadas por FT-IR, MALDI-MS, e
espectrofotometria de UV. Os resultados mostraram que as subfracbes se
diferenciaram principalmente quanto ao grau de aromaticidade e a distribuicdo do
Mw.?

Em recente trabalho, Subramanian et al. (2016)** propuseram um método de
fracionamento para os asfaltenos com base em sua adsor¢cdo em carbonato de calcio
(CaCOs). Foram obtidas trés subfracdes: asfaltenos nédo-adsorvido (Bulk), asfaltenos
adsorvido e asfaltenos irreversivelmente adsorvido. Técnicas de espectrometria de
UV, andlise elementar e FT-IR foram utilizadas para caracterizar essas subfracdes e
os resultados indicaram que as amostras exibiram absorbancia diferentes na banda

de 1700 cm™, correspondendo a presenca do grupo carbonila, acido carboxilico ou
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grupos derivados, as quais estavam mais concentradas na fracdo asfaltenos

irreversivelmente adsorvido.

2.2. Problematica

As reservas de 6leos convencionais vém sofrendo um declinio na natureza
devido a extensa producdo que sofrem, assim, a exploracdo de Oleo pesado vem
aumentando. Esses 0leos séo caracterizados por propor¢cdes elevadas de asfaltenos,
composto que esta associado a diversos problemas na industria do petroleo, altas

concentracdes de enxofre, nitrogénio, acidez e alta viscosidade.*

Os primeiros relatos de problemas relacionados aos asfaltenos na industria
petrolifera ocorreram com o desenvolvimento de técnicas de craqueamento térmico,
a partir de 1961, o qual devido a altera¢gOes de temperatura e presséo que ocorrem no
processo, ocasionam a precipitacdo dos asfaltenos, dificultando o armazenamento,
transporte e propriedades de queima dos combustiveis. Desde entdo, vem sendo
associado a tais problemas, o qual tornou-se ainda mais problematico com o aumento

do processamento de petrdleos mais pesados.*®

Os asfaltenos tem uma tendéncia natural a flocular, agregar, precipitar e se
depositar em diferentes tipos de superficies,”? tendo um impacto negativo em varias
etapas da operacdo petrolifera, tais como producdo, transporte, refino entre
outros.*®° Sua floculacdo gera agregados que precipitam e se depositam, causando
a obstrucdo dos poros das rochas de formacao, valvulas, bombas e em etapas do

processo de refino, transporte e estocagem.

Apesar de muitos desses problemas ainda ndo serem totalmente explicados
ou compreendidos, os asfaltenos estéo relacionados com o aumento da viscosidade
do 6leo, dificultando o transporte e processamento. E uma molécula resistente ao
cragueamento, sendo associada a diminuicdo do rendimento dos produtos destilados
do petrodleo. De dificil degradacéo, devido a presenca de elementos metalicos em suas

moléculas, tornam-se um grande problema para a gestao de residuos de petroleo.

Devido aos problemas acima citados, a induastria busca uma melhor
compreensao da composi¢cado do 6leo e comportamento dos asfaltenos, atraves da

prevencdo de deposicao de asfaltenos, com o intuito de aprimorar o processo de
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producdo. Diante do exposto, é importante desvendar a estrutura molecular dos
asfaltenos, seus agregados e o mecanismo de formacdo dos mesmos. Assim, 0
estudo desses compostos é de suma importancia na otimizagdo da producdo e
transporte de éleos que possuem propor¢des elevadas de asfaltenos.

2.3.0bjetivos
e Caracterizar por ESI(z)FT-ICR MS uma amostra de asfastenos bruto e seis
subfracdes obtidas a partir desses asfaltenos original;
e A partir dos dados gerados por ESI(x)FT-ICR MS predizer os parametros
de solubilidade das amostras;
e Correlacionar os resultados gerados por ESI(x)FT-ICR MS com o0s

parametros de solubilidade.

2.4.Metodologia
2.4.1. Reagentes

Metanol (99,9 %, MeOH), trifluoroacetato de sédio (98 %, NaTFA), acido
férmico (99 %, HCOOH) e hidréxido de aménio (98 %, NH4OH) todos da marca
Sigma-Aldrich Chemicals (St. Louis, MO, USA), diclorometano (99,9%, CH2Cl.) foi
adquirido da Merck® (Darmstadt, Alemanhd) e tolueno (98 %) da marca Vetec®
Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro-Brasil) foram o0s reagentes empregados nas
analises de ESI(x)FT-ICR MS e utilizados como recebidos, sem qualquer purificacao
adicional.

2.4.2. Amostras

Neste estudo, sete amostras de asfaltenos foram caracterizadas, as quais
foram fornecidas pelo laboratério Ugelstad da Universidade de Ciéncia e Tecnologia
da Noruega (Norwegian University of Science and Technology, NTNU). O petroleo
bruto do qual os asfaltenos foram extraidos é originado da Norwegian Continental
Shelf. As amostras foram nomeadas de: asfaltenos bruto, o qual deu origem as
subfracdes 3,5V, 3,5-6V, 6-40V, subfracionadas por precipitacdo parcial em funcao de
volumes de n-hexano; e as subfracbes asfaltenos nao-adsorvida, adsorvida e

irreversivelmente adsorvida, obtidas através de um meétodo de fracionamento por
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adsorcdo em CaCOs. As metodologias de extragcéo e fracionamento dos asfaltenos
foram realizadas pelo laboratério Ugelstad da NTNU e a descricdo detalhada desses
métodos podem ser encontradas em Subramanian et al. (2016)* e Subramanian et al.
(2017)=. Informacdes sobre a andlise elementar dos asfaltenos bruto e subfraces

foram cedidas pelo laboratério Ugelstad e podem ser visualizados no quadro 6.
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Quadro 6. Analise elementar dos asfaltenos bruto e subfra¢cfes obtidas do fracionamento em n-hexano e em CaCOs.

Asfaltenos 3,5V 3,5-6V 6-40V N&o- adsorvida Adsorvida Irreversivelmente

_ bruto adsorvida
_ 85,6 82,3 86,1 86,2 85,7 84,3 83,2
_ 8,17 7,95 8,21 8,16 8,12 8,00 8,30
_ 1,32 1,27 1,36 1,35 1,20 1,40 1,35
_ 1,85 2,84 1,73 1,79 2,33 3,27 4,22
_ 1,96 2,09 2,13 2,12 1,91 2,28 2,14
_ 98,90 96,45 99,53 99,62 99,26 99,25 99,41
_ 0,873 0,863 0,874 0,880 0,880 0,878 0,837
_ - 27,4%0,8 32,30,9 40,3+1,2 51,2+0,5 29,9+1,4 17,1+0,6

Fonte: Extraido de Subramanian et al. (2016)**; Subramanian et al. (2017)*3
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2.4.3. Analises por ESI(£)FT-ICR MS

As analises de FT-ICR MS foram realizadas em um equipamento hibrido de 9,4
T Q-FT-ICR MS (Solarix, Bruker Daltonics Bremen, Alemanha) equipado com uma
fonte ESI comercialmente disponivel (Bruker Daltonics) calibrada para operar em uma
faixa de m/z 200-1200. Espectros de massa foram adquiridos utilizando o modo de

ionizagao positivo (+) e negativo (-) para o ESI.

Cada espectro foi adquirido com acumulagdo de 200 varreduras com um
dominio de tempo de 4M (mega-point). Todos os espectros de massa foram calibrados
externamente usando uma solucéo de NaTFA de concentracéo 0,05 mg mL™* (m/z de
200 a 1200) e posteriormente foram internamente recalibrados no software
DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics) utilizando um conjunto de compostos alquilados
homologos mais abundantes para cada amostra. Um poder de resolugdo, m/Amso % =
465,000-610,000 (o qual Amso % € a largura total do sinal na metade de sua altura
maxima no m/z 400) e precisdo de massa < 1 ppm forneceu as atribuicées de férmulas

moleculares inequivocas para todos os ions moleculares.

2.4.3.1. Preparo dos asfaltenos para as analises por ESI(z)FT-ICR MS

Para as andlises no modo ESI(+), as amostras foram diluidas a uma
concentracdo de 0,5 mg mL™ ! em uma solugcdo de tolueno/metanol 50:50 (v/v)
contendo 0,1 % v/v de HCOOH. As condi¢des da fonte ESI(+) foram as seguintes:
pressdo do gas nebulizador de 1,4 bar, tensédo capilar de -3,5 kV, temperatura do
capilar de transferéncia de 250 °C, skimmer de 60 V e tenséo de colisdo de -55 V. Os
ions foram acumulados na célula de colisdo hexapolar com tempo de 0,1 s, seguido

de transporte para a célula ICR através do sistema de guia de ions multipolar.

Para o modo ESI(-) uma metodologia diferente de diluicdo foi empregada
devido a facil precipitagéo dos asfaltenos (Figura 10) ao entrar em contato com a base
e 0s solventes comumente usados. Assim, os asfaltenos e suas subfragdes foram
preparadas baseadas no estudo de Molnarné-Guricza e Schrader (2015),* com
modificacdes. Dissolveu-se 1 mg da amostra em 2 mL de diclorometano, o qual foi
sequencialmente diluido em uma solugdo de diclorometano/metanol (50:50 v/v)
contendo 0,05 % v/v de NH4OH, resultando em uma solugéo de concentracéo final de

0,25 mg mL*. As condicGes da fonte ESI(-) foram as seguintes: pressdo do gas
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nebulizador de 1,3 bar, voltagem do capilar de 3,2 kV, temperatura do capilar de
transferéncia de 200 °C, skimmer de -30 V e tenséo de colisdo de 30 V. Os ions foram
acumulados na célula de colisédo hexapolar com tempo de 0,1 s seguido de transporte
para a célula ICR através do sistema de guia de ions multipolar.

Para garantir a solubilidade de todas as amostras, a solucédo resultante foi

sonicada por 5 minutos, e depois injetada por infusdo direta a uma vazao de 10 pL

(===
& ; 1
"3 -

(b)

Figura 10. Amostras de asfaltenos adicionado de 0,1 % v/v de NH4OH (a) e 0,05 % v/v de NH4OH (b).

min~1 no ESI.

2.4.3.2. Processamento dos dados por ESI(x) FT-ICR MS

Os espectros de massa foram adquiridos e processados usando um algoritmo
personalizado desenvolvido especificamente para processamento de dados de
petréleo, Software Composer® (Sierra Analytics, Modesto, CA, EUA). O software
DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics) foi utilizado para a obtencdo das imagens dos
espectros. A composicdo elementar dos compostos foi determinada medindo os
valores m/z, e o Mw obtido com base no valor centroide do perfil gaussiano. Gréficos
com a distribuicdo dos compostos contendo heteroatomos e graficos de distribuicao
de DBE foram construidos no Microsoft Excel®. Gréaficos de DBE versus o NC e
diagramas de van Krevelen foram construidos pelo Software Composer®. Tais gréaficos
foram criados para melhor visualizacdo e interpretacdo dos dados. O grau de
insaturacao de cada molécula pode ser determinado diretamente do seu valor DBE

de acordo com aeq. 11:
DBE=C-H/2+N/2+1 (11)

onde C, H e N sdo os numeros de atomos de carbono, hidrogénio e nitrogénio,

respectivamente, na formula molecular.
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2.4.4. Determinacao do parametro de solubilidade para os asfaltenos

Os parametros de solubilidade foram obtidos com base no trabalho de Rogel et
al. (2015),%® onde estes avaliaram as caracteristicas dos asfaltenos, ligando a
composi¢cdo quimica a solubilidade e ao comportamento térmico. De acordo com o
trabalho, os parametros de solubilidade foram calculados usando a one-third rule que
correlaciona densidade com parametro de solubilidade para moléculas de

hidrocarbonetos (eq. 8).

As figuras de &, distribuicdo dos & e DBE normalizados foram construidos no
software OriginPro8.

2.5.Resultados e discusséo
2.5.1. Andlises por ESI(+) FT-ICR MS e determinacéo do parametro de solubilidade

Varios estudos mostram que a analise de FT-ICR MS discrimina o perfil quimico
dos asfaltenos, onde um aumento ou supressdo das classes de compostos pode
ocorrer dependendo do método de ionizacao aplicado.3*%1%41%5 A fonte de ESI ioniza
prontamente compostos polares contendo atomos de nitrogénio e oxigénio. Contudo,
um desafio maior é ionizar componentes pouco polares ou ndo polares.3#1%

Na Figura 11 observa-se os espectros de massa ESI(+) FT-ICR dos asfaltenos
bruto e subfracdes obtidas por fracionamento em diferentes volumes de n-hexano
(Figura 11 a-d) e por fracionamento em CaCOs (Figura 11 e-h). Em geral, os
espectros de massa de ESI(+) FT-ICR (Figura 11) exibiram perfis de m/z 200-900
com Mw centrado em aproximadamente 493 Da para os asfaltenos bruto (Figura 11
a, ). O Mw das subfracdes obtidas a partir do fracionamento em n-hexano (Figura 11
b-d) é centrado em aproximadamente 534 Da (11 b), 528 Da (11 c) e 508 Da (11 d)
3,5V, 3,5-6V, e 6-40V, respectivamente). Os espectros de massa das amostras
obtidas do fracionamento em CaCOs (Figura 11 f-h) apresentou Mw centrado a
aproximadamente 508 Da (11 f), 399 Da (8 g) e 442 Da (11 h) (subfracdo néao-
adsorvida, adsorvida e irreversivelmente adsorvida, respectivamente). Os valores de
Mw obedecem a seguinte ordem para o fracionamento em n-hexano: subfracdo 3,5V
> subfracdo 3,5— 6V > subfracdo 6—-40V (Figura 11 b—d). Ja o fracionamento em
CaCOs (Figura 11 f-h), diminuiu na seguinte ordem: subfracdo ndo-adsorvida >

irreversivelmente adsorvida > adsorvida.
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()Fracionamento em n-hexano

a) Asfaltenos bruto
Mw = 493

b) Subfracdo 3,5V
M,: 534

c) Subfragdo 3,5- 6V
M,,: 528

d) Subfracao 6- 40V
M,: 508

200 300 400 500 600 700 800 900

(Il) Fracionamento em CaCOs3

e) Asfaltenos bruto
M,, = 493

f) Subfracao nao-adsorvida
M,,: 508

g) Subfracdao Adsorvida
M,: 399

h) Subfracao Irreversivelmente
adsorvida
M,,: 442

200 300 400 500 . 600 700 800 900

Figura 11. Espectros de ESI(+)FT-ICR dos asfaltenos bruto e subfrac6es obtidas por fracionamento

em n-hexano (I) e em CaCOs ().
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A distribuicdo da classe de heteroatomos para os asfaltenos e subfracdes
podem ser visualizados na Figura 12 a-b. A classe mais abundante detectada foi a
classe N[H]" seguindo as classes N2 [H], NO [H] e HC [H]. A abundancia relativa das
classes de compostos apresentou uma pequena variacdo entre as amostras. Por
exemplo, da subfracdo 3,5V a subfracdo 6—-40V (Figura 12 a), a classe N[H] diminui
(80 % a 55 %), enquanto a classe N2[H] aumentou (6 %-16 %). Um comportamento
oposto é observado nas amostras obtidas pelo processo de adsorcdo (Figura 12 b).
Da subfracdo ndo-adsorvida a subfragdo irreversivelmente adsorvida, a classe N[H]
aumentou (de 60 % para 67 %), enquanto a classe Nz[H] esta diminuindo (de 26 %
para 6 %). Um aumento da classe NO[H] foi observado em todas as amostras. Embora
as subfragdes 3,5V e irreversivelmente adsorvida apresentaram maiores porcentagem
de oxigénio na andlise elementar, esses compostos nao foram ionizados no ESI(+),
principalmente porque ESI(+) facilita a deteccdo de compostos basicos, suprimindo
assim, a ionizacao de espécies menos basicas, como as classes O e Oz e algumas

classes mistas (NO e N20, etc.).1%67

* CLASSE [H] é usado para designar classes de ions identificadas na forma protonada ou desprotonada.



59

m Asfaltenos bruto  ® Subfragdo 3,5V Subfragdo 3,5-6 V B Subfragdo 6-40V

a) Fracionamento em n-hexano
100

80
60

40

20

% Abundancia Relative

B Asfaltenosbruto m  N&o-adsorvida Adsorvida W Irrevec;'sivelgente
. adsorviaa
b) Fracionamento em CaCO3

=
(=)
o

80

60

40

20

% Abundancia Relative

HC [H] N [H]

N2HL N20[H] o)

NO2 [H] NS [H] OUTRAS
Classes

Figura 12. Distribuicdo de classe geradas a partir dos dados de ESI(+)FT-ICR MS para os asfaltenos

bruto e suas subfra¢fes obtidas por fracionamento em n-hexano (a) e fracionamento em CaCOs (b).

A Figura 13 apresenta a distribuicdo da abundancia relativa dos DBE das
classes N[H], N2[H] e NO[H] dos asfaltenos bruto e suas subfracbes obtidas pelo
fracionamento em n-hexano. As subfracdes 3,5-6V e 6—40V apresentaram um
deslocamento para valores maiores de DBE para a classe N[H] (Figura 13 a) quando
comparado com a 3,5V, exibindo uma distribuicdo DBE variando de 6 a 36, tendo DBE
de abundancia maxima centrado em 18. Tal deslocamento pode ser melhor
visualizado quando os DBEs s&o normalizados, como mostra a Figura 15. Para as
classes N2[H] (Figura 13 b) e NO[H] (Figura 13 c), um comportamento similar &
observado, no entanto, esse deslocamento do DBE é menor comparado com a classe
N[H]. Dessa forma podemos inferir que essas duas subfracdes apresentaram um perfil
mais aromatico do que a 3,5V, corroborando com os resultados apresentados no
guadro 6, no qual menores valores da razdo C/H foram relatados para a subfracéo

3,5V, podendo ser inferido que essa amostra apresenta um perfil menos aromatico.
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Fracionamento em n-hexano
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Figura 13. Distribuicdo da abundancia relativa de DBE para as classes N[H] (a), N2[H] (b) e NO[H] (c)
para os asfaltenos bruto e suas subfra¢des obtidas por fracionamento em n-hexano.
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A Figura 14 apresenta a distribuicdo da abundancia relativa dos DBE das
classes N[H], N2[H] e NO[H] dos asfaltenos bruto e suas subfra¢cbes obtidas pelo
fracionamento em CaCOs. Os asfaltenos bruto e subfragdo né&o-adsorvida
apresentaram uma distribuicdo DBE semelhante e mais ampla para a classe N[H]
(Figura 14 a), variando de 6 a 36, com abundancia maxima centrada
aproximadamente em DBE = 18-19. Por outro lado, as subfracbes adsorvida e
irreversivelmente adsorvida tiveram perfis similares entre si, exibindo uma menor
distribuicdo de DBE, variando de 6 a 32, com abundancia méxima centrada
aproximadamente em DBE = 15-18. Para a classe Nz[H] (Figura 14 b), a distribuicédo
de DBE difere significativamente entre as amostras, a qual a subfracéo
irreversivelmente adsorvida apresentou menor intensidade da classe Nz[H] e
deslocamento do DBE para maiores valores. Observando a distribuicdo de DBE para
a classe NOJH] (Figura 14 c), observa-se que as subfracbfes adsorvida e
irreversivelmente adsorvida apresentam um perfil semelhante, enquanto os asfaltenos
bruto e subfragdo ndo-adsorvida exibem um perfil muito distinto entre elas, o qual um
deslocamento para maiores valores de DBE é visualizado para a subfracdo néo-

adsorvida comparado as demais subfracdes.
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Fracionamento em CaCO,
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Figura 14. Distribuicdo da abundancia relativa de DBE para as classes N[H] (a), N2[H] (b) e NO[H] (c)

para os asfaltenos bruto e suas subfracdes obtidas por fracionamento em CaCOs.
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A distribuicdo DBE e NC foram associadas a parametros de solubilidade em
hidrocarbonetos como relatado em um estudo de Rogel e Witt (2016).2> Estes usaram
os dados gerados por APPI-FT-ICR MS para determinar o parametro de solubilidade
e associar seus valores com as caracteristicas moleculares das amostras. Notou-se
gue ao ocorrer um deslocamento para maiores valores de DBE ou uma menor faixa
de distribuicdo, as fracdes tornaram-se menos solUveis em hidrocarbonetos leves.?
Ao analisar os dados das Figuras 13 e 14 (classes N[H] e Nz[H]), uma menor
distribuicdo de DBE € observada principalmente para as subfracdes irreversivelmente
adsorvida, adsorvida (para o fracionamento em CaCO3s), 0 que poderia indicar, uma
menor solubilidade dessas subfracdes em solventes alifaticos. O que poderia ser
atribuido a menor presenca de moléculas que auxiliam na estabilizacdo dos
asfaltenos. A faixa de distribuicdo de DBE entre as amostras também pode ser melhor
visualizada quando os DBE sao normalizados e ajustados como mostrado na Figura
15.
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Figura 15. Curvas de intensidade vs distribuicdo de DBE para as classes mais abundantes (N[H] e N2[H])
para os asfaltenos e subfracdes obtidas pelo fracionamento em n-hexano (I) e em CaCOs (Il). Exemplos

de possiveis estruturas sdo dados no lado direito da figura.
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Os graficos DBE por NC também podem ser usados para avaliar o grau de
aromaticidade.'® A Figura 16 ilustra as classes mais abundantes (N[H], Nz[H] e
NO[H]), detectadas pela fonte ESI(+), para os asfaltenos bruto e suas subfracdes
obtidas pelo fracionamento em n-hexano. Para a maioria das amostras, a distribuicdo
de DBE para a classe N[H], Figura 16 a, variou de DBE =6 a 36 e NC entre Ci2 e Ces.
No entanto, a subfracdo 6—40V exibiu uma distribuicdo de DBE mais aromatica,
contendo DBE e NC variando de 8 a 36 e Cis a Ce2, respectivamente. O mesmo
comportamento foi observado nas classes N2[H] (Figura 16b) e NO[H] (Figura 16 c).
Este fato pode ser melhor visualizado pelo gréfico de curva de intensidade vs DBE
para as classes mais abundantes (Figura 15), o qual um deslocamento para maiores
valores de DBE é observado para a subfracdo 6—40V (Figura 15 a, b), implicando um
perfil mais aromatico para essa amostra em comparacédo as restantes.*

Analisando os graficos de DBE vs NC para o fracionamento em CaCOs, Figura
17 d observa-se um perfil similar da classe N[H] entre os asfaltenos bruto e subfracéo
nao-adsorvida, com distribuicdo de DBE variando de 6 a 36 e NC de C14 a Cso. Por
outro lado, as subfracbes adsorvida e irreversivelmente adsorvida também
apresentaram perfis semelhantes entre si, com distribuicdo de DBE variando de 6 a
32 e NC variando de Ci4 a Cass, apresentando assim, uma menor distribuicdo de NC
em comparagao com os asfaltenos bruto e subfragéo n&o-adsorvida. Comportamento
semelhante foi observado para as outras classes N2[H] e NO[H] (Figura 17 e, f).

Para determinar o grau de aromaticidade, o conceito de inclinacédo planar foi
aplicado. Uma linha diagonal conectando valores méaximos de DBE para cada nimero
de &tomos de carbono foi tracado e o grau de aromaticidade foi obtido a partir das
inclinacdes das linhas através do coeficiente angular da equacéo de regressao linear,
em que um coeficiente maior implica maior grau de aromaticidade.® As linhas foram
calculadas por regresséo linear para N[H], N2[H] e NO[H] e podem ser observadas nas
Figuras 16 e 17. Os resultados mostram que para N[H], nas subfracdes obtidas do
fracionamento com n-hexano (Figura 16 a), a inclinagdo diminuiu na seguinte ordem
consecutiva: 6-40V > asfaltenos bruto > 3,5-6V > 3,5V, semelhante a analise
elementar (Qquadro 6, respectivamente). Para as subfragdes obtidas do fracionamento
em CaCOgs, a inclinacdo da reta para a classe N[H] (Figura 17 d) diminuiu na seguinte

ordem: irreversivelmente adsorvida > ndo-adsorvida > asfaltenos bruto > adsorvida.
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Figura 16. DBE vs namero de carbono para as classes N[H] (a), N2[H] (b) e NO[H] (c) para os asfaltenos bruto e suas subfra¢des obtidas pelo fracionamento

em n-hexano.
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Figura 17. DBE vs numero de carbono para as classes N[H] (a e d), N2[H] (b e €) e NO[H] (c e f) para os asfaltenos bruto e suas subfracdes obtidas pelo

fracionamento em CaCOs.
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O diagrama de van Krevelen também pode ajudar a elucidar a composi¢cao dos
asfaltenos. Este diagrama foi criado primeiramente para estudar o carvao,!*® mas
desde entdo foram aplicados no estudo de muitas matérias-primas.?23+11t112. Q
diagrama de van Krevelen consiste em gréafico que relacionam a razdo molar H/C em
funcdo da razdo heterodtomos/C. Nesses diagramas cada composto tem uma
localizacdo especifica no grafico,*'*? permitindo assim uma separagdo visual de
classes de heteroatomos, tipos de DBE e padrdes de alquilagdo.**

A Figura 18 ilustra o diagrama de van Krevelen das classes Nx detectadas
durante as andlises ESI(+) FT-ICR MS. A Figura 18 (a-d) exibe o perfil Nx das classes
N1 e N2 para os asfaltenos bruto e subfragdes obtidas no fracionamento em n-hexano.
Para a classe N1, observa-se uma razéo H/C variando de 0,4 a 1,8. A amostra 6—-40V
(Figura 18 d) apresenta as espécies mais abundantes (representados por pontos
verdes, amarelos e vermelhos) variando de 0,5 a 1,0, enquanto para a amostra 3,5V
(Figura 18 b), varia de 0,5 a 1,5. O deslocamento para uma menor razdo H/C da
subfracdo 6—40V sugere que esta possui mais compostos aromaticos do que as
demais amostras, pois, quando a razdo H/C diminui, 0 DBE aumenta.'® A classe N2
foi detectada em menor amplitude, com a razéo H/C variando de 0,5 a 1,5.

Para as amostras obtidas no fracionamento em CaCOs (Figura 18 e-h), o perfil
Nx mostra, para a classe N[H], uma razdo H/C semelhante as amostras fracionadas
em n-hexano, variando de 0,4 a 1,8. No entanto, 0s compostos mais abundantes
apresentam um deslocamento para menores faixas da razdo H/C, 0,5-0,9. Nota-se
que entre as subfracdes (Figura 18 e-h) ocorreu uma diminuicdo das moléculas com
menor DBE dos asfaltenos bruto para a subfracdo irreversivelmente adsorvida,
indicando que as duas ultimas subfracdes (adsorvida e irreversivelmente adsorvida,
Figura 18 g-h) possuem poucos compostos com menores valores de DBEs. A classe
N2[H] apresentou comportamento semelhante ao das subfra¢cdes obtidas a partir do
fracionamento em n-hexano (Figura 18 a-d).

O numero de espécies de compostos polares (obtido a partir da soma de
férmulas moleculares atribuidas) observada para os asfaltenos bruto foi de 2914;
enquanto as subfracbes obtidas por fracionamento em n-hexano, os valores
encontrados foram de 3458, 3572 e 3411 para as amostras 3,5V, 3,5-6V e 6—40V,
respectivamente. Para as subfracdes obtidas por fracionamento em CaCOs, 0 nimero
de espécies polares detectadas foram de 2494, 1598 e 1614 para as amostras nao-

adsorvida, adsorvida e irreversivelmente adsorvida, respectivamente. Pelo nimero de
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férmulas moleculares atribuidas para cada amostra, poderiamos dizer que as
subfracdes 3,5-6V e ndo-adsorvida apresentaram um perfil predominantemente polar.
No entanto, analisando o DBE vs NC (Figura 17), podemos concluir que a subfragéao
irreversivelmente adsorvida apresentou maior intensidade de moléculas com menor
teor de NC que as outras amostras. Nota-se pelo grafico de van Krevelen para a classe
NxOy (Figura 19) que a subfracdo irreversivelmente adsorvida apresentou maiores
valores da raz&o N/C para a classe NOz2, indicando maior quantidade de heterodtomos
por carbono, o que também poderia ser atribuido a uma maior polaridade da subfracéo
irreversivelmente adsorvida, sugerindo, portanto, que essa € a subfracdo mais polar

entre os dois métodos de fracionamento estudados.
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Figura 18. Diagramas de van Krevelen para espécies contendo Nx gerados a partir de dados ESI(+)FT-
ICR MS dos asfaltenos bruto e suas respectivas subfracées obtidas pelo fracionamento em n-hexano
e em CaCOs.



70

Na Figura 19 (a-h), o perfil NxOy para todas as amostras € visualizado. A classe
NO (Figura 20 a-d) foi a classe mais abundante detectada nas amostras obtidas no
fracionamento em n-hexano, com razdo H/C variando de 0,5 a 1,5, apresentando
comportamento similar ao da classe N[H]. A subfracdo 6—40V (Figura 19 d) teve as
espécies mais abundantes, variando 0,5 a 1,0, enquanto para a subfracdo 3,5V
(Figura 19 b) variou de 0,5 para 1,25. Uma menor amplitude para a classe N20 foi
observada para todas as amostras, com razao H/C variando de 0,6 a 1,1.

A Figura 19 (e-h) exibe a distribuicdo dos compostos NO e NO:2 para as
amostras obtidas do fracionamento em CaCOs, onde uma grande diferenca da razéo
H/C e O/C é observada. Nota-se que a subfracdo irreversivelmente adsorvida
apresentou uma maior razéo H/C, indicando que as espécies contendo &tomos de NO
possuem menor niumero de DBE. Por outro lado, as espécies NO2 sdo altamente
aromaticas, Figura 19 h. Percebe-se que as subfracbes produzidas utilizando o
adsorvente CaCOs, exibem um comportamento molecular distinto em relagédo a sua

amostra original. 5494113
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Figura 19. Diagramas de van Krevelen para espécies contendo NxOy gerados a partir de dados de
ESI(+)FT-ICR MS dos asfaltenos bruto e suas respectivas subfracdes obtidas pelo fracionamento em

n-hexano e em CaCOsa.
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Graficos de distribuicdo de parametros de solubilidade em funcédo do tamanho
da molécula para as classes N[H] e N2[H] foram construidos usando as egs. (8), (9) e
(10) (Figura 20). Como mencionado anteriormente, os asfaltenos que possuem maior
deficiéncia de hidrogénio (isto é, maiores valores meédios de DBE), tém maior
parametros de solubilidade.>*#'12 Na Figura 20, observa-se que as subfracées com
maiores parametros de solubilidade, sendo menos solGveis em hidrocarbonetos
alifaticos, estéo localizados no nivel superior do grafico e sdo associados a moléculas
aromaticas. Enquanto as subfracdes localizadas no nivel inferior do grafico tém
pardmetros de solubilidade mais baixos, sendo mais solavel em hidrocarbonetos
alifaticos, podendo ser associadas a alcanos.>* Os valores médios dos parametros de
solubilidade foram entre 16 e 25 MPa%°, concordando com os valores relatados na
literatura.>

A Figura 20(a) mostra o parametro de solubilidade da classe N[H] para as
subfracdes obtidas a partir do fracionamento em n-hexano. Uma sobreposicdo das
classes N entre as amostras é observada. No trabalho de Rogel et al. (2015),% afirma-
se gue uma maior sobreposicao do parametro de solubilidade/nimero de carbono das
mesmas classes entre as fragbes indica uma menor tendéncia para precipitar e,
portanto, propriedades quimicas semelhantes. A sobreposicdo da distribuicdo de
parametros de solubilidade para a mesma classe pode ser melhor visualizada no
grafico de distribuicdo bidimensional para a classe N[H] (Figura 21 a). Resultados
semelhantes foram encontrados para as classes Nz[H] (Figuras 20 b e 21 b) e NO[H]
(Figura 20 c).

Os parametros de solubilidade das classes N[H] e N2[H] das subfracdes obtidas
a partir do fracionamento em CaCOs podem ser visualizadas na Figura 20 d-f,
respectivamente, onde a solubilidade aumenta na seguinte ordem: adsorvida <
irreversivelmente adsorvida ~ n&o-adsorvida < asfaltenos bruto. Observa-se uma
menor sobreposicdo entre as subfracbes, onde um deslocamento para maiores
valores de parametros de solubilidade pode ser visualizado para subfracdes
irreversivelmente adsorvida e adsorvida, um indicativo de que essas subfragcbes sao
menos soluveis em hidrocarbonetos alifaticos. Este deslocamento pode ser melhor
visualizado entre as subfracbes obtidas utilizando CaCOs ao analisar o gréafico
bidimensional de distribuicAo do pardametro de solubilidade (Figura 21 c-d).

Comportamento semelhante foi observado para a classe NO[H] (Figura 20 f).
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Figura 21. Distribuicdo dos parametros de solubilidade para as classes N[H] e N2[H] para os asfaltenos bruto e subfraces obtidas pelo fracionamento em n-

hexano (l) e em CaCOs (ll).
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2.5.2. Andlises por ESI(-) FT-ICR MS e determinacao do parametro de solubilidade
Os espectros de massa de ESI(-) FT-ICR (Figura 22) exibem perfis na faixa de
m/z 250-700, com Mw centrados a aproximadamente 448 Da para os asfaltenos bruto
(Figura 22 a). O Mw das amostras obtidas a partir do fracionamento em n-hexano
obedece a seguinte ordem: subfracdo 6-40V > subfracdo 3,5V > subfracdo 3,5-6V
(Figura 22 b-d), enquanto o fracionamento em CaCOs (Figura 22 e-g), a subfracao
irreversivelmente adsorvida apresentou maior Mw (518 Da) quando comparado com a
subfracdo ndo-adsorvida (447 Da) e aos asfaltenos bruto. Observa-se que a subfracéo

adsorvida néo pode ser ionizada no modo negativo do ESI.
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Figura 22. Espectros de massas de ESI(-) FT-ICR dos asfaltenos bruto e suas subfracdes obtidas por fracionamento em n-hexano (I) e em CaCOs (Il).
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Na Figura 23 temos a distribuicdo de classes de heteroatomos para os
asfaltenos bruto e suas subfracfes. O fracionamento em n-hexano (Figura 23 a)
detectou em maior abundancia espécies contendo multiplos heterodtomos de
oxigénio, como a classe Oz[H], seguida pela classe NO2[H] e uma menor abundéancia
da classe N[H]. As abundancias relativas dessas classes de compostos apresentaram
pequenas diferencas entre as subfracdes, como pode ser visto na Figura 23 a. No
entanto, um comportamento distinto foi observado para a classe NO[H], detectada
significantemente (~13 %) apenas na subfracdo 6-40V. No fracionamento com CaCOs,
os asfaltenos bruto e a subfracdo irreversivelmente adsorvida (Figura 23 b),
apresentaram a classe O2[H] em maior abundancia, seguida de outras classes de
heteroatomos como O[H], OsS[H] e O2S[H]. Em contraste, a subfracdo ndo-adsorvida
apresentou maior abundancia da classe N[H], seguida de NO[H] e O[H]. Nota-se que
na subfracdo irreversivelmente adsorvida espécies ndo detectadas nos asfaltenos
bruto, como O[H], O4[H] e S[H] foram ionizadas, o que pode ter sido ocasionada pelo
uso de solventes para dissorver essa subfracdo do CaCOs, facilitando a identificacao
de moléculas em menor abundancia.®> Em geral, compostos altamente polares
(obtidos da soma de todas as classes) foram concentrados nas fracoes de 6-40V e
irreversivelmente adsorvida, corroborando com os resultados obtidos pelo ESI(+).%’
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Figura 23. Distribuic@o de classes gerada a partir de dados ESI(-) FT-ICR MS para os asfaltenos bruto
e subfrac¢des obtidas pelo fracionamento em n-hexano (a) e em CaCOs (b).

A distribuicdo da abundancia relativa de DBE das classes O2[H], N[H] e NOz[H]
dos asfaltenos bruto e suas subfracfes obtidas pelos dois métodos de fracionamento
(em n-hexano (1), e em CaCOs (IlI)) sdo apresentados na Figura 24. Os asfaltenos
bruto e subfracdes 3,5V e 3,5-6V (Figura 24 a) exibiram uma distribuicdo DBE similar
para a classe Oz[H], onde a distribui¢cdo variou de 1 a 17, tendo DBE de abundancia
méaxima centrado em 4-5. Comparadas a subfragcdo 6-40V, essas amostras
apresentaram uma menor faixa de distribuicio de DBE, podendo ser melhor
visualizada na Figura 25, sugerindo uma menor solubilidade para essas amostras.
Em contraste, a subfracdo 6-40V apresentou um deslocamento para maiores valores

de DBE, exibindo uma distribuicdo DBE variando de 2 a 21, tendo DBE de abundancia
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maxima centrado em 7. Resultados semelhantes foram observados para as outras
classes: N[H] (Figura 24 b) e NOz[H] (Figura 24 c).

Nas subfracdes obtidas por fracionamento em CaCOs (Figura 24 d, e, f) um
perfil distinto € observado entre as amostras. Para a classe Oz[H] (Figura 24 d), a
subfracdo irreversivelmente adsorvida, apresentou uma maior abundancia e
distribuicdo de DBE variando de 2 a 18, com abundancia maxima centrada em DBE =
6. Em contraste a amostra ndo-adsorvida apresentou uma baixa abundancia para a
classe O2 [H] (Figura 24 d), porém uma maior faixa de distribuicdo DBE. No entanto,
para esta Ultima, a classe N[H] (Figura 24 e) foi detectada com maior abundancia,
com uma distribuicdo DBE variando de 10 a 27, e abundancia méaxima centrada em
18. Em contraste, aclasse N[H] (Figura 24 e) nao foi identificada na subfracdo
irreversivelmente adsorvida e asfaltenos bruto. A classe NO:z [H] (Figura 24 f) n&o foi
ionizada na subfracdo n&o-adsorvida. Contudo, na amostra irreversivelmente
adsorvida, a distribuicdo DBE apresentou um deslocamento para maiores valores de
DBE, indicando um perfil mais aromatico para essa classe em comparacdo aos
asfaltenos bruto. A faixa de distribuicdo de DBE entre as amostras para a classe O2[H]

€ melhor visualizada na Figura 25.
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e em CaCOs (ll).
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Figura 25. Curvas de intensidade vs distribuicdo de DBE para a classe Oz [H] para os asfaltenos e

subfra¢des obtidas pelo fracionamento em n-hexano (I) e em CaCOs (II).

Os graficos DBE vs NC (Figura 26) exibem as classes N[H], NO2z[H] e Oz[H],
detectadas pela fonte ESI(-) para os asfaltenos bruto e suas subfracdes obtidas em n-
hexano. De forma geral, as classes N[H] e NOz[H] foram detectadas em maior
abundéancia, apresentando compostos de maiores DBEs e maior NC quando
comparado aos compostos da classe Oz[H]. A classe N[H] apresentou espécies com
DBE variando entre 12 a 29 e NC entre Ci9 e Cs1, cOm compostos mais abundantes
na faixa de DBE= 14 a 24. Para a classe NOz[H], observou-se um DBE entre 15 e 22,
com compostos mais abundantes na faixa de DBE= 11 a 16 e NC entre C29 e Csy.
Enquanto a classe O2[H] exibiu espécies com menor faixa de DBE, entre 2 a 17, com

compostos mais abundantes na faixa de DBE= 3 a 7 e NC entre Cis e Cus.

Entre as amostras, a subfracdo 6-40V (Figura 26) foi a que exibiu um perfil
mais distinto, apresentando uma maior abundéancia de compostos principalmente para
a classe N[H], que apresentou espécies com DBEs entre 10 e 29, tendo compostos
em maior abundéancia com DBEs = 16 e 24 e NC entre C2o e Cs1. As demais subfracdes
apresentaram DBEs entre 10 e 26, compostos em maior abundancia com DBEs = 16
e 20 e NC entre C21 e Css, sendo que nos asfaltenos bruto essa classe néo foi
detectada. Um perfil distinto também foi observado para a subfracdo 6-40V entre as

demais classes.

Comparando os resultados de ESI(-) (Figura 26) e ESI(+) (Figura 16), a

subfracdo 6-40V foi a que exibiu um perfil mais distinto entre as amostras, cujo
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deslocamento para maiores valores de DBE é observado, sugerindo a presenca de

compostos mais aromaticos.
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Figura 26. Graficos de DBE vs numero de carbono para as classes N[H], NOz[H] e Oz[H] para os

asfaltenos bruto e suas subfracdes obtidas pelo fracionamento em n-hexano.
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Os resultados de DBE vs NC para o fracionamento em CaCOs, Figura 27,
mostram um perfil distinto entre os asfaltenos bruto e suas subfracdes. A distribuicao
de DBE de compostos da classe NOz[H] para os asfaltenos bruto variou de DBE = 10
a 19 e NC de Czs a Cas. As outras duas subfracdes (irreversivelmente adsorvida e nao-
adsorvida) apresentaram uma menor distribuicio DBE e NC em comparagcdo com 0s
asfaltenos bruto. A amostra irreversivelmente adsorvida exibiu compostos com DBE =
12 a 18 e NC de Caza a Cas, apresentando assim, uma menor distribuicdo de NC e DBE
em comparagao com os asfaltenos bruto. O mesmo resultado foi observado para a
classe O2[H], a qual a amostra irreversivelmente adsorvida apresentou compostos

mais abundantes com DBE=5 a 7 e NC de C2o a Cas.
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Figura 27. Graficos de DBE vs nimero de carbono para as classes NOz[H] e Oz[H] para os asfaltenos

bruto e suas subfra¢fes obtidas por fracionamento em CaCOs.
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Na Figura 28 observa-se o grafico de van Krevelen das classes NxOy e Ox dos
asfaltenos bruto e das amostras obtidas do fracionamento em n-hexano () e CaCOs
(I). Para as amostras obtidas em n-hexano, a classe NO (Figura 28 a,e,i,m) nao foi
detectada nos asfaltenos bruto (Figura 28 a). No entanto, foi detectada nas demais
subfracdes, apresentando perfil semelhante entre as subfracdes 3,5V (Figura 28 e) e
3,5-6V (Figura 28 i), sendo essa classe detectada em menor amplitude, com razao
H/C variando de 1,2 a 0,7. Em contraste, na subfracdo 6-40V (Figura 28 m) essa
classe foi detectada em maior amplitude, com razdo H/C variando de 1,5 a 0,6. Para
a classe NO2z, uma razdo H/C similar foi observada entre os asfaltenos bruto (Figura
28 a) e subfracdes (Figura 28 e, i, m), com espécies mais abundantes variando de
1,6 a1,1. O perfil de Ox(Figura 28 b, f, j, n) apresentou uma razao H/C analoga para
as classes O2 e Os entre os asfaltenos bruto (Figura 28 b) e as subfragfes 3,5V e 3,5-
6V (Figura 28 (f) e (j), respectivamente), apresentando uma razdo H/C variando de
20al6e?20al,3para as classes Oz e Os, respectivamente. Em contrapartida, a
subfracdo 6-40V (Figura 28 n) exibiu um perfil diferente de Ox, onde espécies O1
também foram detectadas nesta amostra, mostrando uma raz&o H/C variando de 1,9
a 1,2. Para a classe Oz, as espécies mais abundantes apresentaram uma razédo H/C

variandode 1,8al,4eparaOsde 19al,4.

Para amostras obtidas no fracionamento em CaCOs (Figura 28), o perfil de
NxOy e Ox apresentou um comportamento muito diferente entre as amostras e
comparadas ao fracionamento em n-hexano. Por exemplo, a classe NO foi detectada
em menor amplitude na maioria das subfracbes obtidas pelo fracionamento de n-
hexano (Figura 28 a, e, i, m), enquanto no fracionamento em CaCOs, as amostras
apresentaram maior amplitude da classe NO (Figura 28 c, g, k). Entre as subfracdes
obtidas em CaCOs, a subfracdo ndo-adsorvida (Figura 28 g) apresentou maior
amplitude de espécies NO, quando comparada a subfracdo irreversivelmente
adsorvida (Figura 28 k), apresentando razdo H/C variando de 1,3a 0,6 e 1,5a 1,2,
para subfragdes ndo-adsorvida e irreversivelmente adsorvida, respectivamente. Para
as classes Oz e O3, na amostra nao-adsorvida (Figura 28 h), essas classes foram
detectadas em menor amplitude quando comparadas a irreversivelmente adsorvida
(Figura 28 1) e subfracbes obtidas em n-hexano (Figura 28 a, e, i, m). Corroborado
com os dados de Subramanian et al. (2016),°** que estudaram essas mesmas amostras

por FT-IR e detectaram uma maior presenca de carbonilas, acidos carboxilicos e
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derivados para as amostras irreversivelmente adsorvida e adsorvida, confirmando o

perfil mais polar para essa amostra observado pelo dados de ESI FT-ICR MS.

(I)Fracionamento em n-hexano

(1) Fracionamento em CaCO,
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Figura 28. Diagramas de van Krevelen para as espécies NxOy e Ox, geradas a partir dos dados ESI(-)

FT-ICR MS dos asfaltenos bruto e suas respectivas subfracées obtidas pelo fracionamento em n-
hexano (I) e em CaCOsz (Il).

A Figura 29 exibe uma comparacdo da distribuicdo dos parametros de

solubilidade para as classes NO2z[H] (a e b) e O2[H] (c e d) entre os asfaltenos bruto e

as amostras obtidas em n-hexano (I) e em CaCOs (IlI) Valores médios de d entre 16 a

24 MPa®® foram encontrados. De acordo com a Figura 29, uma sobreposicdo das

classes NOz[H] (Figura 29a) e O2[H] (Figura 29 b) é observada entre as diferentes

amostras obtidas pelo fracionamento em n-hexano. No entanto, um deslocamento
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para maiores valores de parametros de solubilidade € observado na subfracéo 6-40V,
para a classe NOz[H]. O perfil mais aromatico da amostra poderia justificar esse
deslocamento, pois tanto a polaridade como a aromaticidade estao relacionadas com
o fendbmeno de precipitacdo dos asfaltenos.*®

Os parametros de solubilidade das subfracdes obtidas a partir do fracionamento
em CaCOs podem ser visualizadas na Figura 29 c-d, para as classes O2[H] e NO2[H].
onde um deslocamento para maiores valores de parametro de solubilidade é
observado para a subfracéo irreversivelmente adsorvida. Os deslocamentos dos
parametros de solubilidade podem ser melhor visualizados pelo grafico bidimensional
(Figura 30).
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Figura 29. Parametros de solubilidade versus nimero de a&tomos de carbono para as classes NOz[H]

e Oz[H] e para as subfragfes obtidas pelo fracionamento em n-hexano (I) e em CaCOs (Il).
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Figura 30. Distribuicdo dos parédmetros de solubilidade para as classes NOz[H] e Oz[H] para os

asfaltenos bruto e subfra¢des obtidas pelo fracionamento em n-hexano (1) e em CaCOs (ll).

2.6.Concluséo

As andlises de ESI(x)FT-ICR MS proporcionaram informacdes moleculares
mais detalhadas sobre as amostras, em que uma quantidade maior de espécies
polares com menor numero de carbonos foi observada principalmente para a
subfracdo irreversivelmente adsorvida em CaCOs. Observou-se que a distribuicéo
DBE e NC foi importante para associar a informag¢do quimica com parametros de
solubilidade. Os parametros de solubilidade (8) calculados a partir dos dados de
ESI(x)FT-ICR MS exibiram valores médios de parametros de solubilidade entre 16 e
25 MPa%5. Uma maior sobreposicdo das classes foi observada entre as subfracdes
produzidas em n-hexano, indicando uma menor tendéncia para precipitar em
hidrocarbonetos comparado as subfracfes obtidas em CaCOs. Por outro lado, as

subfracdes obtidas do fracionamento em CaCO3s apresentaram um deslocamento para
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maiores valores de parametros de solubilidade, principalmente para a subfracdo
irreversivelmente adsorvida, indicativo da menor solubilidade dessa subfragdo em
hidrocarbonetos alifaticos, provavelmente por seu perfil mais polar. Os resultados
apresentados aqui mostram que o método de fracionamento em CaCOzs foi capaz de
produzir subfracdes, com diferentes parametros de solubilidade, aromaticidade e

polaridade.
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Capitulo 3: GASOLEO

3.1. Introducéo

O gasoleo a vacuo (GOV) é uma fracdo pesada do petréleo obtida da destilacdo
a vacuo no refino do petréleo,'** sendo composto principalmente de hidrocarbonetos
lineares (parafinas), nafténicos (parafinas ciclicas), hidrocarbonetos aromaticos e
guantidades relevantes de metais (Ni, V, Cu, Fe, Na, K, Ca e Mg), cercade 0a 0,02 %,
oxigénio (0 a 2%), enxofre (0 a 7,5 %) e nitrogénio (0 a 0,2 %). Sendo que, de 25 % a
30 % do nitrogénio presente no petréleo de origem estdo contidos na fracdo de
GOV. 5116 Pode ser usado como matéria-prima no craqueamento catalitico em leito
fluidizado (FCC) para produzir gas liquefeito de petrdleo (GLP) e gasolina.'** Sabe-se
que este material contém uma grande quantidade de nitrogénio!** e PAHSs,’
reconhecidos pelo seu potencial nocivo no processo do FCC, causando reducao na
producdo de gasolina e GLP'#'* através da inibicdo e desativacdo dos catalisadores
do FCC.1&120

Os compostos nitrogenados sao classificados como nao-basicos ou basicos
(Figura 31). Os compostos nao basicos incluem pirrol, indol e carbazol e seus
analogos (Figura 31 a),!*® enquanto os compostos basicos de nitrogénio incluem
piridina, quinolina, isoquinolina, acridina e fenantridina e seus derivados (Figura 31
b).
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(a) Nitrogenados nao-basicos
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(b) Nitrogenados basicos
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Figura 31. Compostos nitrogenados: (a) espécies ndo-basicas e (b) espécies basicas.

Os compostos nitrogenados basicos sdo considerados o0s principais
responsaveis pela desativacéo do catalisador no processo de FCC.**Lj et al. (2011)'*
propuseram que a estrutura de um composto nitrogenado basico tem um efeito mais
significativo no desempenho do FCC do que os compostos nitrogenados ndo-basicos.
Outros estudos relataram que o efeito de envenenamento poderia ser relacionado a
capacidade desses compostos em adsorver reversivelmente nos sitios acidos dos
catalisadores. Este fenébmeno indesejado diminui a densidade dos sitios acidos,>12°
aumentando a formacéo de coque e dificultando o ciclo de producéo de 6leo leve, que
sao produtos de maior interesse comercial em unidades da FCC.*?? A remocao dos
compostos nitrogenados pode ser um importante passo para se alcancar uma melhor
eficiéncia nos processos de refinaria e também em atender a nova legislacéao
ambiental sobre especificagbes de combustivel, que visdo por exemplo diminuir a

emissao poluentes como éxidos de nitrogénio (NOx).1%
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O hidrotratamento (HDT) e a hidrodessulfurizacdo (HDS) sdo os métodos mais
comuns e eficientes utilizados mundialmente em refinarias de petrdleo nas unidades
de hidrotratamento para remogdo de compostos nitrogenados e sulfurados em
produtos como nafta, querosene e diesel. No entanto, um processo tipico de HDT
requer alta temperatura, alta pressao e alto consumo de hidrogénio, tendo um alto
custo para as refinarias.*%124

Outras metodologias também podem ser utilizadas como, por exemplo,
desnitrogenacgéo por adsorgao,'**?* desnitrogenacao oxidativa,'* e desnitrogenacao
extrativa.!**12¢ Porém, todos estes métodos sdo geralmente usados em escala de
bancada. A vantagem de usar um processo de adsorcdo para a remocao de
compostos de enxofre e nitrogénio em hidrocarbonetos é que estes processos tém um
consumo de energia bem menor que um processo HDT, onde altas pressbes e
temperaturas de operacdo sao obrigatérias. O processo de adsorcdo gera menor
guantidade de subprodutos, ao contrario do processo oxidativo, e pode ser realizado
com uma ampla gama de adsorventes, tais como Oxidos metélicos, gel de silica,
zeolitas, resinas de troca ibnica, alumina ativada, carvdo ativado, adsorventes
poliméricos, grafite e 6xido de grafite.119124127

Grande parte dos trabalhos na literatura que relatam estudos de GOV referem-
se a caracterizacdo ou remocdo dos compostos nitrogenados presentes nessa fracao.
Como o trabalho de Liu et al. (2012),'*® que estudaram a distribuicdo de compostos
nitrogenados em GOV, diesel e residuo de craqueamento por ESI-FT-ICR MS. Os
autores descreveram os compostos N1 como a classe majoritaria detectada em todas
as amostras, contudo elas se diferenciavam quanto ao NC e DBE. O GOV apresentou
namero de carbonos entre C2o a Cz4, com DBE em maior abundéancia entre 5 a 10,
apresentando também, em menor abundéancia, espécies N2 e N2Si. O diesel exibiu
menor NC e menor DBE, enquanto o residuo de craqueamento apresentou nimero
de carbonos entre C24 a C2s, com DBE em maior abundéancia entre 8 a 12, no entanto
essa fragédo apresentou maior abundancia de compostos da classe N2.'%

Resultados similares para a distribuicdo de compostos nitrogenados no GOV
também foi descrito por Li et al. (2014),"**que igualmente empregou ESI-FT-ICR MS
na caracterizacdo de trés amostras de GOV. Kim et al. (2011)* estudaram a
composicdo molecular do GOV e de 6leo de chorume (com pontos de fuséo similares
na faixa de 201-650 °C) aplicando APPI por FT-ICR MS. As andlises revelaram que

ambas amostras continham componentes nitrogenados poliaromaticos. O GOV
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apresentou hidrocarbonetos mono e di-aromaticos como seus principais constituintes,
bem como hidrocarbonetos contendo enxofre. Enquanto a lama de chorume continha
principalmente hidrocarbonetos poliaromaticos e hidrocarbonetos contendo enxofre.*

Shishkova et al. (2011)** investigaram a remoc¢ao de compostos nitrogenados
em GOV através do tratamento com 6 % de &cido sulfarico. A composicao de
hidrocarbonetos permaneceu praticamente inalterada entre o GOV original e o tratado
com acido, no entanto os compostos nitrogenados basicos foram completamente
removidos. Em outro estudo, foram descritos os efeitos prejudiciais das espécies
nitrogenadas basicas presentes em quatro amostras com diferentes teores de
nitrogénio no desempenho do FCC. Entre as amostras, uma era de GOV original, uma
recebeu tratamento com &cido sulfurico e em outras duas foram adicionados
compostos nitrogenados. Os autores concluiram que o tratamento com acido foi
efetivo na remocdo de compostos nitrogenados basicos. Os GOVs com maiores
teores de nitrogenados basicos diminuiram a atividade das rea¢ces além de causarem
mudancgas na distribuicdo dos produtos, diminuindo o rendimento da gasolina,

enguanto ocorreu um aumento do rendimento de coque e hidrogénio.**

3.1.1. Material adsorventes

A selecdo do material de adsor¢cédo depende do tipo de composto quimico que
sera removido, levando em consideragdo sua capacidade de adsorcao, seletividade,
regenerabilidade, vida e preco do adsorvente.'”” Em 2015, Feng et al.'?* sugeriram o
uso de quatro adsorventes com base em carbono (carvao ativado, carvao ativado
modificado oxidativamente, grafite e 6xido de grafite) para remover seletivamente a
quinolina de um modelo de combustivel de hidrocarbonetos. Eles concluiram que os
quatro adsorventes a base de carbono possuiam uma boa capacidade de adsorcéo,
destacando que o 6xido de grafite mostrou uma maior capacidade de adsor¢éo para
guinolina comparado com os demais adsorventes.**

Wu et al. (2007)** usaram nitrato de aluminio e isopropéxido de aluminio como
precursores para preparar 6xidos porosos bimodais mistos contendo alumina e silica,
através do método sol-gel, com adicdo de um surfactante ndo ibnico como agente de
direcionamento da estrutura. Os Oxidos mistos de alumina e silica mostraram ter
capacidade de remover efetivamente os compostos nitrogenados basicos do oleo
diesel, como piridina. Além disso, o material é facilmente regenerado pela lavagem

com solventes polares.'®
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Misra et al. (2016)° propuseram a remocdo seletiva de compostos
nitrogenados do gaséleo leve com um novo adsorvente polimérico. Um polimero com
emulsdo de fase interna elevada (poli-HIPE) foi sintetizado usando uma mistura
monomeérica de resina de poliéster insaturado, metacrilato de glicidila e divinilbenzeno.
Este material foi capaz de adsorver seletivamente espécies de nitrogénio (14,6%)
durante o primeiro contato com o gasoleo leve a temperatura ambiente.*®

Para produzir um combustivel ultra limpo, Almarri et al. (2009)*° avaliaram o
desempenho de adsorcdo de sete tipos de amostras comerciais de carbono ativados
e trés amostras de alumina ativadas em um sistema de adsorcdo em leito e em um
sistema de adsorcao em leito fixo com fluxo. Os autores concluiram que os carbonos
ativados sd@o adsorventes promissores para a remocao de espécies de nitrogénio. O
material exibiu boa regenerabilidade em tolueno e alta capacidade e seletividade para
capturar compostos nitrogenados basicos e ndo basicos. No entanto, diferentes
adsorventes produziram diferentes seletividades.*

Na literatura, varios tipos de adsorventes comerciais, por exemplo, argila,
zedlitos, alumina, e silica-alumina, ja foram avaliados em um sistema de adsorcédo em
leito fixo.127130132 Em 2005, Figueiredo et al.'3! observaram que a argila tem 6timo
potencial de remoc¢&do de compostos nitrogenados do diesel; sendo verificado que o
adsorvente selecionado pode ser reutilizado por deslocamento com um gas inerte a
alta temperatura, procedimentos de eluicdo usando solventes organicos, ou queima
controlada com uma mistura de Ar/gas inerte. Shue et al. (1981)*** concentraram
compostos contendo oxigénio e nitrogénio na fracdo de maltenos de 6leo de xisto
usando cromatografia de complexacdo de argila-FeCls, resultando em um
enriguecimento de até 5-6 vezes em relacéo a fracao de hidrocarbonetos.

Geralmente, essas variedades de adsorventes contém estruturas macro e
mesoporosas, que melhoram o transporte de massa através do material,
proporcionando ao mesmo tempo uma grande superficie de rea¢do nas estruturas
mesoporosas.’® Em um estudo recente, adsorventes de silica mesoporosa
modificados com litio foram preparados para remover seletivamente os compostos de
nitrogénio dos residuos de HDS de diesel fornecido por uma refinaria.*** A silica e a
argila tém estruturas mesoporosas, que é uma das razdes para a selecdo desses

materiais para remocéao de espécies de nitrogénio em GOV.*
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3.2.Problematica

Na induastria, depois da etapa de destilacdo, os compostos nitrogenados
concentram-se nas fragdes mais pesadas, como o GOV. Essas espécies inibem as
reacoes de HDS e desativam os catalisadores das unidades de FCC, o que reduz o
namero de reacdes possiveis, diminuindo a producédo de produtos de maior valor
comercias como: nafta, querosene e diesel. Devido aos problemas citados, a industria
uma forma eficiente para a remoc¢ao de compostos nitrogenados para obter um melhor

rendimento de produtos de maior valor no processo de refino.?

3.3.0bjetivos

e Estudar a eficacia da remocédo das espécies de nitrogénio em uma amostra de
GOV original e fracdes do GOV tratadas com argila e silica através da
caracterizagdo dessas pela técnica de ESI(x)FT-ICR MS.

3.4. Metodologia
3.4.1. Reagentes

Metanol (99,9 %, MeOH), trifluoroacetato de sédio (98 %, NaTFA), acido
férmico (99 %, HCOOH) e hidréxido de aménio (98 %, NH4OH), todos da marca
Sigma-Aldrich Chemicals (St. Louis, MO, USA) e tolueno (98 %) da marca Vetec®
Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro-Brasil) foram os reagentes empregados nas
analises de ESI(x)FT-ICR MS e utilizados como recebidos, sem qualquer purificacdo

adicional.

3.4.2. Amostras

As amostras de GOV foram obtidas na Refinaria Duque de Caxias (REDUC,
PETROBRAS), sendo originadas, predominantemente de Oleos da Bacia de Campos
(RJ). Foram analisadas dezessete amostras: GOV original e 16 amostras de GOV que
foram coletadas de um leito fixo preenchidas com adsorventes (silica ou argila)
conforme descrito por Silva (2016).*> Resumidamente, utilizou-se uma coluna de ago
inox de aproximadamente 2,5 cm de diametro e 24 cm de altura como leito fixo. A
temperatura ao longo do leito foi controlada através de uma secdo de aquecimento

com um termopar interno. ApGs a coluna ser empacotada com o adsorvente
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selecionado e o sistema montado, o adsorvente foi pré-tradado com um fluxo de
nitrogénio a 150 °C por uma hora e alimentacdo ascendente da coluna com uma
bomba modelo Aldos. As amostras foram coletadas (4 mL) em duas temperaturas (80
°C e 150 °C), sendo controladas através de uma manta de aquecimento ao longo e
ao entorno da coluna e um termopar introduzido no leito de absorcéao. e intervalos de
tempo pré-definidos (60, 180, 240 e 420 minutos). A temperatura e a velocidade
espacial foram variadas até o estabelecimento do equilibrio, dado pela igual
concentracdo de compostos nitrogenados na entrada e saida da coluna.**® Tal
procedimento foi realizado na REDUC para avaliar o desempenho de materiais
adsorventes comerciais (argila e silica) na remocdo dos compostos nitrogenados do
GOV e a descri¢cdo detalhada do procedimento pode ser também encontrada em Silva
et al. (2016).1%¢

As amostras foram nomeadas de acordo com a variacdo de tempo e
temperatura, conforme a seguir: GOV, argila 1 (60 min/80 °C), argila 1 (60 min/150
°C), argila 2 (180 min/80 °C), argila 2 (180 min/150 °C), argila 3 (240 min/80 °C), argila
3 (240 min/150 °C), argila 4 (420 min/80 °C), argila 4 (420 min/150 °C), silica 1 (60
min/80 °C), silica 1 (60 min/150 °C), silica 2 (180 min/80 °C), silica 2 (180 min/150 °C),
silica 3 (240 min/80 °C), silica 3 (240 min/150 °C), silica 4 (420 min/80 °C) e silica 4
(420 min/150 °C). No quadro 7 pode-se visualizar as principais caracteristicas
texturais dos materiais adsorventes utilizados. No quadro 8 encontra-se o teor de
nitrogénio total do GOV coletados das curvas de ruptura de argila e silica a 80 °C e
150 °C em diferentes tempos. O teor de nitrogénio total do GOV original foi de 2535
pg/g. Dados cedidos pela REDUC e publicados por Silva et al. (2016).%%

Quadro 7. Caracterizagdo dos adsorventes argila e silica utilizados na remogdo dos compostos
nitrogenados

Propriedades Argila Silica
Area especifica (m2/g) 276,4 569,4
Volume de poros (cm?3/g) 0,33 0,59

Densidade real (g/mL) — ASTM D-4892 2,04 1,93

Diametro médio de poros (Angstroms) 48,2 53,3

Porosidade 0,40 0,59

Densidade de sitios &cidos

(1 mols de NHa/g de adsorvente) 341.0 al

Fonte: Extraido de Silva et al. (2016)%
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Quadro 8. Teor de nitrogénio total das amostras coletadas das curvas de ruptura de argila e silica a 80

°C e 150 °C em diferentes tempos.

Tempo dentificagao Teor de nit Ar?”'at tal (ug/ Teor de nit Sﬂjcfa total (ug/
min) das amostras eor de nitrogénio total (ug/qg) eor de nitrogénio total (ug/qg)
80°C 150 °C 80 °C 150 °C
60 Amostra 1 833 38 388 200
180 Amostra 2 1520 766 1210 1370
240 Amostra 3 2070 1460 1770 1930
420 Amostra 4 2310 2280 2230 2440

Fonte: Extraido de Silva et al. (2016)3¢

3.4.3. Analises por ESI(x)FT-ICR MS

As andlises de FT-ICR MS foram realizadas em um equipamento hibrido de 9,4
T Q-FT-ICR MS (Solarix, Bruker Daltonics Bremen, Alemanha) equipado com uma
fonte ESI comercialmente disponivel (Bruker Daltonics) definida para operar em uma
faixa de m/z 200-1200. Espectros de massa foram adquiridos utilizando o modo de
ionizagao positivo (+) e negativo (-) para o ESI.

Cada espectro foi adquirido com acumulacdo de 200 varreduras com um
dominio de tempo de 4M (mega-point). Todos os espectros de massa foram calibrados
externamente usando uma solugdo de NaTFA de concentragdo 0,05 mg mL~* (m/z de
200 a 1200) e posteriormente foram internamente recalibrados no software
DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics) utilizando um conjunto de compostos alquilados
homologos mais abundantes para cada amostra. Um poder de resolugdo, m/Amso % =
465,000-610,000 (o qual Amso % € a largura total do sinal na metade de sua altura
maxima no m/z 400) e precisdo de massa < 1 ppm forneceu as atribuicées de férmulas

moleculares inequivocas para todos os ions moleculares.

3.4.3.1. Preparo dos gasoleos para as analises por ESI(zx) FT-ICR MS

As amostras foram diluidas a 1mg mLt em 50:50 (v/v) de tolueno/metanol
contendo 0,1 % v/v de HCOOH nas andlises de ESI (+) e 0,1 % de NH4OH nas
analises de ESI(-). A solucéo resultante foi injetada por infuséo direta a uma vazéao de
12 yL min*t na fonte ESI, a qual estava programada nas seguintes condi¢des: pressao

de géas nebulizador de 1,5 bar, voltagem capilar de £3,0-3,5 kV, temperatura do capilar
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de transferéncia de 250 °C. O tempo de acumulacao de ions no hexapolo foi de 0,03-
0,20 s.

3.4.3.2. Processamento dos dados por ESI(x) FT-ICR MS

Os espectros de massa foram adquiridos e processados usando um algoritmo
personalizado desenvolvido especificamente para processamento de dados de
petréleo, Software Composer® (Sierra Analytics, Modesto, CA, EUA). O software
DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics) foi utilizado para a obtencdo das imagens dos
espectros. A composicdo elementar dos compostos foi determinada medindo os
valores m/z, e o Mw obtido com base no valor centroide do perfil gaussiano. Graficos
com a distribuicdo dos compostos contendo heteroatomos e graficos de distribuicao
de DBE foram construidos no Microsoft Excel®. Gréaficos de DBE versus o NC e
diagramas de van Krevelen foram construidos pelo Software Composer®. Tais gréaficos
foram criados para melhor visualizacdo e interpretacdo dos dados. O grau de
insaturacdo de cada molécula pode ser determinado diretamente do seu valor DBE

de acordo com a eq. 11.

3.5. Resultados e discussao
3.5.1. Analises por ESI(+) FT-ICR MS

Nas Figuras 32 e 33 estdo apresentados os espectros de massa obtidos por
ESI(+)FT-ICR do GOV original e suas amostras tratadas com argila e silica obtidas a
partir de curvas de ruptura em leito de adsor¢cado em quatro tempos distintos (60, 180,
240 e 420 min) e a duas temperaturas (80 e 150 °C). O espectro de massa do GOV
(Figuras 32 a e 33 a) mostrou um perfil com uma faixa de m/z 220-680, com um Mw
centrado a aproximadamente 424 Da. As amostras de GOV tratados (argila e silica)
apresentaram um deslocamento do espectro para maiores valores de Mw. Para as
amostras de GOV tratados com argila (Figura 32), o Mw maximo atingido foi de 711
Da quando submetida a 150 °C durante 180 min de tratamento (Figura 32 g). Para as
amostras tratadas com silica, um Mw maximo (Mw = 544 Da) é atingido quando a
amostra foi submetidaa T =80 °C et = 60 min (Figura 33 b). Li et al. (2014)** e Liu
et al. (2012)%® usaram ESI(+) FT-ICR MS para caracterizar 0S compostos

nitrogenados de Oleos desparafinados, diesel, GOV e residuo de craqueamento. Os
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resultados aqui apresentados foram semelhantes aqueles dos referidos estudos, cujos
perfis de espectro de massa apresentaram valores de m/z variando de 150 a 800 Da.

Observou-se que a temperatura e o tempo de tratamento afetaram tanto o Mw,
quanto o teor de nitrogénio total das amostras tratadas com argila e silica (Figuras 32
e 33). Quando os resultados obtidos no mesmo tempo de ruptura sdo comparados
(por exemplo, Figura 32 c vs Figura 32 g) para amostras de GOV tratadas com argila
durante 180 minutos, a temperatura teve um efeito no Mw, aumentando seus valores,
com a melhor remogéao dos compostos a 150 °C (Figura 32 f). Em contraste, para
amostras de GOV tratadas com silica, ha maioria dos casos (Figura 33 ¢ vs Figura
33 g), a condicéao ideal é observada a 80 °C.

Quando a influéncia do tempo de ruptura na remocdo de compostos
nitrogenados em ambas as temperaturas de desnitrogenacéo € analisada, o tempo de
60 minutos mostra-se mais eficiente, como pode ser observado na expansdo do
espectro na regido de m/z 340-342. Nota-se que a amostra de GOV tratada com argila
(T= 150 °C e t= 60 min) ndo apresenta compostos nitrogenados (Figura 32 f),

evidenciando uma remoc¢ao mais eficiente dessas espécies quimicas.
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Os resultados do FT-ICR MS estéo qualitativamente de acordo com os dados
do quadro 8 (dados inseridos na Figura 32), indicando que a remoc¢ao dos compostos
nitrogenados total pela argila foi mais eficiente a maiores temperaturas, no entanto, o
mesmo néo foi observado para a silica. A eficiente remocao de nitrogénios pela argila
a temperatura elevada indica que o mecanismo de adsorcao da argila é diferente do
mecanismo de adsorcéo da silica. A argila tem uma maior densidade de sitios acidos
(quadro 7), resultando em um processo de quimissor¢ao entre os sitios 4cidos com
0S compostos nitrogenados do GOV.

A influéncia da temperatura na remocdo dos compostos sulfurados e
nitrogenados em amostras de hidrocarbonetos usando o processo de adsorcao foi
descrita por Wen et al. (2010),*” que estudaram a adsorcéo de compostos de enxofre
e nitrogénio em carvdo ativado de amostras de diesel. Os autores usaram
dibenzotiofeno e 4,6-dimetildibenzotiofeno como espécies representativas dos
compostos de enxofre, e quinolina, indol e carbazol para representar 0s compostos
nitrogenados. Foi observado que a adsor¢cao de heteroatomos aumentava quando a
temperatura era elevada. Esse fenémeno foi atribuido ao processo de quimissor¢cao.*’

A silica possui baixa acidez em sua superficie (quadro 7), o que pode indicar
que os compostos nitrogenados estao ligados fracamente a superficie da silica por
forcas de van der Waals. Esse fenbmeno também é conhecido como adsorcéo fisica,
gue ocorre com maior intensidade em temperaturas mais baixas e diminui a medida
gue a temperatura aumenta.’*® A adsorcao fisica pode explicar por que a remoc¢éao dos
compostos nitrogenados pela silica as temperaturas mais altas ndo sao eficientes.

As expansOes dos espectros realizadas na regido em torno do m/z 340 para
todas as amostras (GOV e GOV tratado) (Figuras 32 e 33) mostram a diminuicédo da
intensidade absoluta de alguns sinais, tais como m/z 340,3002, ion [C2sH37N + HJ*;
m/z 341,3036, ion [C23sH3sN2 + H]*; e m/z 342,3159, ion [C24H39N + H]* . Nota-se que
todos os sinais mencionados acima tém sua intensidade relativa diminuida da amostra
de GOV original para as amostras de GOV tratadas. Nenhum composto nitrogenado
foi detectado na amostra argila 1 (60 min/150 °C) (Figura 32 f). Esse comportamento
fornece evidéncia de que a remocdo de espécies nitrogenadas usando argila como
material adsorvente a 150 °C é mais eficiente que o tratamento com silica nas mesmas
condicbes (Figura 33 f). Mikhail et al. (2002)** relataram que a maior acidez da argila
confere maior quantidade de sitios acidos. Além disso, a superficie acida da argila

favorece a interagcdo com compostos basicos que contém nitrogénios com elétrons
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livres. Dessa forma, o fato de a argila exibir maior acidez em relacéo a silica (quadro
7), explica sua maior eficiéncia.

A distribuicdo de classe dos compostos identificados no GOV original e suas
amostras tratadas com argila e silica sdo mostrados na Figura 34. Note que a classe
mais abundante identificada € a classe N[H], que corresponde as espécies de
nitrogénio basicos, como piridinas e quinolinas, estando de acordo com a literatura.
9,14 A classe N2[H] apresenta-se em menor abundéancia, que também corresponde a
espécies basicas de nitrogénio, tais como compostos derivados de bipiridina. A
eficiéncia de ionizacao de varios compostos basicos no modo de ionizacao positiva foi
extensivamente estudada pelo grupo de lkonomou,® Amad,** e pelo grupo de
Kebarle.*** Tais estudos relatam que o modo positivo de ionizagdo do ESI(+) facilita
principalmente a deteccdo de compostos com baixos valores de constante de
dissociacado de base (pKb) suprimindo assim a ionizacdo de espécies com menor
basicidade, tais como compostos fendlicos (classes O e O2) e classes mistas (classes
NO e N20, etc.).

Apos o tratamento do GOV, uma reducéo total da intensidade relativa da classe
N[H] (de 90 % em GOV para 10 % na amostra tratada) na amostra de argila 1 (60
min/150 °C) (Figura 34 a) € observada, provando uma maior eficiéncia na remocao
de espécies nitrogenadas.’® Como consequéncia da diminuicdo da classe N[H],
ocorre um aumento na intensidade relativa de compostos oxigenados (correspondente
as classes O[H] e Oz[H]) nas amostras tratadas com argila, amostra 1 (60 min/150 °C)
e amostra 2 (180 min/150 °C) (Figura 34 a). Tal comportamento é resultado da
supressao iénica, o qual apés a remocdo dos compostos nitrogenados através do
processo de adsor¢do, os compostos de oxigénio sdo facilmente ionizados (furanos,

por exemplo, que tém pKa = 35,6).14
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Figura 34. Distribuicdo de classe dos dados de ESI(+)FT-ICR MS para o GOV original e suas fracdes

tratadas com (a) argila e (b) silica.

O gréfico de DBE por intensidade das classes N[H] e N2[H] do GOV original e
suas fragOes tratadas com argila foram comparados e exibidos na Figura 35, onde
compostos com abundancia maxima apresentaram uma média de DBE= 6-9. Uma
reducado significativa da classe N[H] (Figura 35 a) é observada para as amostras
tratadas com argila. Em alguns casos, como na amostra argila 1 (60 min/150 °C) e a
amostra argila 2 (180 min/150 °C), é evidente que 0os compostos nitrogenados sao
parcialmente ou completamente removidos. Por outro lado, a amostra argila 3
(240 min/150 °C) e a amostra argila 4 (420 min/150 °C) indicaram a existéncia de um
processo de saturacdo do leito, onde a abundancia das espécies nitrogenadas é

praticamente a mesma que para o GOV original.
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Quando os compostos de classe N2[H] séo analisados (Figura 35 b), observa-
se que, embora a porcentagem dessas moléculas seja muito inferior a porcentagem
de N[H] (que pode ser determinado pela intensidade do sinal), a taxa de remocéo é
superior. Os resultados mostram que a temperatura tem uma forte influéncia na
eficacia da argila. A 150 °C, mesmo para as amostras coletadas em t= 420 min,
guando o sistema ja estava em estado estacionario e a coluna estava praticamente
saturada, os compostos de N2[H] continuaram sendo removidos. Isso pode ter ocorrido
porque essas moléculas sdo mais suscetiveis a atracao dos sitios acidos da argila por
serem mais basicas (maior numero total de elétrons livres devido ao maior nimero de
atomos de nitrogénio),**® ou pela adsorcdo dessas espécies em sitios acidos mais
fracos, que ainda estavam disponiveis mesmo apos a saturacao do leito. Reforcando
a hipotese de ligagBes quimicas mais fortes (quimissor¢céo) entre as moléculas dos
compostos nitrogenados e os sitios acidos da argila.
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Figura 35. Distribuicdo de DBE das classes (a) N[H] e (b) N2[H] do GOV original e GOV tratado com

argila. Estruturas propostas de espécie nitrogenadas sao representadas para alguns DBEs.

A remocdo de compostos nitrogenados pela silica (Figura 36) ndo foi tao
eficiente como observado para a argila (Figura 35). Quando os resultados das
analises obtidas pelo ESI(+)FT-ICR MS da mesma amostra a 80 e 150 °C séao
comparados, pode ser observado que para este material adsorvente, a temperatura
mais elevada resultou em uma menor eficiéncia na reducdo dos compostos
nitrogenados (Figura 36), estando de acordo com o quadro 8, com excecao do tempo
de ruptura de 60 min. Quando a temperatura é elevada de 80 para 150 °C, os valores
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de DBE aumentam, indicando uma diminuic¢ao da eficiéncia do processo de adsorcao.
Em geral, as intensidades dos sinais para as amostras tratadas com silica a 150 °C
sdo muito semelhantes as amostras tratadas a 80 °C, sendo uma indicacao de que a
remocao dos compostos nitrogenados pela silica ndo é influenciada pelo aumento da
temperatura. Os resultados indicam que quando a silica € usada como adsorvente,
um aumento da temperatura nao intensificou a eficiéncia do processo de remocao dos
compostos de classe N2[H] (Figura 36), sendo consistente com os dados do quadro
8. A interacao entre as moléculas dos compostos nitrogenados e 0s grupos silanol na
superficie da silica € uma interac&o intermolecular de van der Waals fraca, que diminui
ainda mais com aumento da temperatura. Na Figura 36, estruturas de alguns
compostos basicos de nitrogénio sao propostos, como quinolinas e acridinas, estando

de acordo com a literatura. 3%1145

a) CLASSE N[H]
| b = GOV

' m Silica 1 (60 min/80°C)

NTH ® Ssilica 1 (60 min/150°C)

b m Silica 2 (180 min/80°C)

» Silica 2 (180 min/150°C)

m Silica 3 (240 min/80°C)
Silica 3 (240 min/150°C)

Intensidade

Silica 4 (420 min/80°C)
Silica 4 (420 min/150°C)

Intensidade

DBE

Figura 36. Distribuicdo de DBE das classes (a) N[H] e (b) N2[H] do GOV original e GOV tratado com

silica. Estruturas propostas de espécie de nitrogénio sdo representadas para alguns DBEs.
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A Figura 37 ilustra o grafico de DBE vs NC para a classe N[H] do GOV original
(Figura 38 a) e GOV tratado com argila (Figura 37 b-i). A classe N[H] mostra uma
distribuicdo de DBE variando de 4 a 16, com compostos em maior abundancia com
DBE= 7, e NC variando de Cis a Cs3, € maior abundancia a Cs2, correspondendo a
aproximadamente 89 % dos compostos designados. Esses resultados estdo de
acordo com os descritos por Li et al. (2014).1

A amostra de GOV tratada com argila durante 60 min a 150 °C (Figura 37 f)
apresenta uma diminui¢do na abundancia relativa dos compostos N[H]. O DBE varia
de 6 a 13, com NC variando de Ci9 a C3o, correspondendo a aproximadamente 15 %
dos compostos designados. Observou-se que uma maior temperatura € capaz de
remover preferencialmente compostos com NC inferior a C2s nas amostras tratadas
com argila (Figura 37). Um comportamento semelhante também é observado nas

amostras tratadas com silica, Figura 38.
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Figura 37.DBE versus NC para os compostos de classe N[H] do GOV original (a) e GOV tratado com
argila (b-i) em diferentes tempos e temperaturas de adsorcgéo.
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Figura 38. DBE versus NC para os compostos de classe N[H] do (a) GOV original e GOV tratado com

silica (b-i) em diferentes tempos e temperaturas de adsorcao.
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Os diagramas de van Krevelen das espécies Nx geradas pelos dados de ESI(+)
FT-ICR MS do GOV original e GOV tratado com argila em diferentes tempos de
adsorcao e temperaturas (80 e 150 °C) sdo mostradas na Figura 39. Para a classe
N1, 0s compostos mais abundantes estdo centrados, em média, em uma razao H/C
de ~ 1,5. Na Figura 39 (g), confirma-se novamente a remoc¢ao parcial ou completa
dos compostos nitrogenados para a amostra 2 (180 min/150 °C) em argila, como
também a saturacdo do leito ao observar as amostras 3 (Figura 39 h) e 4 (Figura 39
1), que apresentaram similar abundancia da classe N[H] com o GOV de origem.
Observe que a classe N2 foi detectada somente no GOV original (Figura 39 a) e
amostras tratadas em menor temperatura e maiores tempos de ruptura (t = 180 min)
(Figura 39 c-e), a qual a relagédo H/C varia de 1,0 a 1,8, demonstrando a maior
eficiéncia da argila na remocao dos compostos nitrogenados em temperaturas mais
elevadas.

Nas amostras tratadas com silica ndo houve alteracdo na deteccéo da classe
Nx nas amostras obtidas no mesmo intervalo de tempo em temperaturas diferentes
(Figura 40), o que indica que o principal mecanismo de adsorcdo da silica nédo foi

influenciado pela temperatura.
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Figura 39. Diagramas de van Krevelen das espécies Nx geradas a partir dos dados ESI(+)FT-ICR MS das (a) amostras GOV original e (b-i) GOV tratado com

argila em diferentes tempos de adsorcdo e temperatura.



(b) SiLICA 1
(60 MIN/80°C)

(c) SILICA 2
(180 MIN/80°C)

(d) SILICA 3
(240 MIN/80°C)

112

(e) SILICA 4
(420 MIN/80°C)

2.0, 2.0, 2.0,
1.5
1.0
N
0.5
-c T T 1 0.0 T T ] .0 = - —T = —T 1
000 o005 010 015 o000 005 010 015 000 005 010 0415
N/C N/C N/C
(g) SILICA 2 (h) SILICA 3 (i) SiLICA 4
(180 MIN//150°C) (240 MIN/150°C) (420 MIN/150°C)
< 2.0, 2.0,
1.0 1.0 1.0/ N2
N N
0.5] 0.5 0.5
0.0 . . 0.0 . . 0.0 r r s
000 005 010 015 000 005 010 015 000 005 010 0.15
N/C N/C N/C

2.0,
1.5
L
< 1.0
(a) GOV N
20- 0.5-
.0 S EE— 1
1.5 0.00 0.05 0.10 0.15
N/C
£ 1.0
I
051 () SILICA 1
[1]
20- (60 MIN/150°C)
0.0 y T )
0.00 0.05 0.10 015 451
N/C %)
10 08 06 04 02 00 ;;‘ 1.0 N
m E— 051
# Intensidade '
0.0 y y ,
0.00 0.05 0.10 0.15
N/C

Figura 40. Diagramas de van Krevelen das espécies Nx geradas a partir dos dados ESI(+)FT-ICR MS das (a) amostras GOV original e (b-i) GOV tratado com

silica em diferentes tempos de adsorcdo e temperatura.



113

3.5.2. Analises por ESI(-) FT-ICR MS

O GOV original e suas amostras tratadas com silica e argila também foram
analisadas no modo negativo de ionizagédo, ESI(-), e 0s espectros podem ser vistos
na Figura 41 e Figura 42. Os espectros de massa do GOV original (Figura 41 (a) e
42 (a)) exibem perfil de m/z 220 a 600, com um Mw centrado aproximadamente a m/z
407. Em comparacdo com os dados de ESI(+) (Figura 33), as amostras de GOV
tratadas com silica apresentaram perfis similares, no entanto, um sutil deslocamento
de Mw (55 Da) para valores mais altos foi observado para a amostra 1, atingindo um
valor de Mw maximo para amostra silica 1 tratada a 60 min a 80 °C de 436 Da, e em
150 °C de 462 Da (Figura 41 b, f, respectivamente). Como consequéncia da saturacao
do adsorvente e da perda de eficiéncia na remocdo de espécies de nitrogénio em
funcdo do aumento dos tempos de adsorgdo (60 — 420 min), os valores de Mw
diminuiram de 436 para 413 Da (a 80 °C) e de 462 a 382 Da (a 150 °C) (Figura 41 b-
i).

Os espectros de massa do GOV e GOV tratado com argila (Figura 42), exibem
perfils similares aos observados no ESI(+) (Figura 32). Um deslocamento do espectro
foi observado, onde o Mw maximo atingido foi de 427 a 150 °C durante 240 min de
tratamento (Figura 42 h). Notou-se também que o Mw foi influenciado pela
temperatura de adsorcdo, onde um aumento é observado do GOV original para os
GOV tratado com argila, ao elevar a temperatura de 80 °C para 150 °C, uma remocéao
mais eficientemente dos compostos foi observada (Figura 42 c versus 42 g). As
analises de ESI(-) revelaram a mesma influéncia do tempo e da temperatura sob a
remoc¢ao dos compostos nitrogenados para a argila observada no ESI(+) (Figura 32
f), no qual no tempo de 60 min e maiores temperaturas os sitios acidos foram
totalmente desativados por quimissorcdo, removendo de forma eficiente essas

espécies quimicas, como pode ser observado na Figura 42 f.
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Figura 41. Espectros de massa obtidos por ESI(-) FT-ICR do GOV original e suas amostras tratadas com silica em diferentes tempos de ruptura e temperaturas.
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Figura 42. Espectros de massa obtidos por ESI(-) FT-ICR do GOV original e suas amostras tratadas com argila em diferentes tempos de ruptura e temperaturas.
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Na Figura 43 temos a distribuicdo de classes dos compostos identificados no
GOV original e suas amostras tratadas com argila e silica no modo de ionizacao
negativo, no qual sdo ionizadas espécie acidas, tipicamente &cidos carboxilicos e
compostos do tipo pirdlicos.>* As amostras tratadas com argila exibiram a seguinte
ordem de abundancia de classes: O2[H]> N[H]> O[H]> OsS[H] (Figura 43 a). Em
contraste o GOV tratado com silica apresentou abundancia de classes na seguinte
ordem: N[H] > Oz[H]> O[H]> OsS[H] (Figura 43 b). Assim, nota-se que no GOV tratado
com argila as espécies mais abundantes identificadas foram espécies oxigenadas,
que correspondem a acidos carboxilicos, enquanto as amostras de GOV tratada com
silica apresentaram maior abundancia de espécies de nitrogénio ndo-basicos, como

compostos pirrélicos.*
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Figura 43. Distribuicdo de classes dos dados de ESI(-)FT-ICR MS para o GOV original e suas fracdes

tratadas com (a) argila e (b) silica.

Embora os adsorventes, como argila, apresentem sitios acidos e adsorvam

seletivamente as espécies basicas de nitrogénio, uma maior reducéo de espécies de

nitrogénio acido, como carbazol e espécies semelhantes, é claramente observada nos

graficos de DBE vs NC para a classe N[H] (Figura 44). Para amostra 1 do GOV tratado

com argila a 150 °C durante 60 minutos (Figura 44 f) e o GOV tratado com silica a 80

e 150 °C por 60 min (Figura 44 (j) e 44 (n)), praticamente todos os compostos acidos
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de nitrogénio foram removidos, deixando apenas alguns compostos de NC de Czs a
Caso para as amostras de GOV tratado com silica. No entanto, quando o tempo de
ruptura aumenta para t= 180 min, ha claramente um processo de saturag&o do leito,
onde a abundancia das espécies acidas de nitrogénio aumenta, reduzindo apenas
quando t = 240 min. Esse comportamento € semelhante ao observado no ESI(+),
Figuras 37 e 38.
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Figura 44. Diagrama de DBE versus NC para os compostos de classe N[H] dos dados obtidos por ESI(-)FT-ICR MS do (a) GOV original GOV tratado com (b-

i) argila e (j-q) silica em diferentes tempos e temperaturas de adsorcéo.
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3.6. Concluséo

As analises de ESI(z) FT-ICR MS mostraram a eficiéncia dos adsorventes na
remocg&o de compostos nitrogenados das amostras de GOV tratado, no qual a partir
desses resultados, pode-se concluir que diferentes mecanismos preferenciais de
adsorcdo ocorreram para a argila e para a silica. Na argila, provavelmente devido sua
alta densidade de sitios 4cidos, observou-se preferencialmente a quimissor¢cdo dos
compostos nitrogenados do GOV. Na silica, observou-se que o mecanismo de
adsorcao que ocorre majoritariamente é adsorcao fisica. Os resultados mostraram que
a silica foi mais eficiente na remoc¢&o dos compostos nitrogenados a 80 °C, enquanto
a argila a 150 °C. Esse comportamento pode ser explicado pelo fato de que o processo
de adsorcao fisica (que ocorre com a silica) € desfavorecido com o aumento da
temperatura, enquanto o processo de adsor¢ao quimica (que ocorre com a argila) €
favorecido pelo aumento da temperatura. Os dados de ESI(-) FT-ICR MS mostraram
que, embora os adsorventes, como argila, apresentem sitios acidos e adsorvam
seletivamente as espécies basicas de nitrogénio, uma grande reducdo das espécies
de nitrogénio ndo-basicas foi observada no menor tempo de ruptura (t = 60 min) nas
amostras de GOV tratadas com argila a 150 °C e com silica a 80 e 150 °C. Ambos o0s
materiais renderam resultados promissores na remoc¢ao de compostos nitrogenados
em fracdes de hidrocarbonetos pesados e poderia ser sugerido para a aplicagcado no
processo industrial de desnitrogenacédo dos derivados de petroleo.
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4. CONCLUSAO GERAL

A aplicacdo do ESI(x)FT-ICR MS na andlise de petréleo e derivados facilitou a
comparacao especifica de compostos entre as amostras, devido a capacidade do
equipamento monitorar milhares de espécies presentes no petroleo, com uma
precisdao meédia de 1 ppm e resolucdo de massa por volta de 400.000 Da, mostrando-
se também promissora para auxiliar a determinagdo de mecanismos preferenciais de

adsorcao molecular em sélidos.
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APENDICE
PESQUISA REALIZADA NO PROGRAMA DE DOUTORADO SANDUICHE
NO EXTERIOR (PDSE)

Os resultados aqui apresentados fazem parte do trabalho desenvolvido durante o
doutorado sanduiche e foi realizado no laboratorio de Mass Spectrometry Imaging em
colaboragéo com o laboratério de Vaccine Design and Delivery no departamento de

Farmacia da Universidade de Copenhagen.

Os pulmdes analisados neste estudo foram tratados com uma vacina inalavel para o
tratamento de tuberculose. Maiores detalhes da composicdo da vacina e do
tratamento dos animais sao informacdes confidenciais e ainda ndo publicadas, por

esse motivo as imagens de MALDI MS nao serdo mostradas nesse apéndice.

Aplicacdo da técnica de imageamento por espectrometria de massas por
dessorcao/ionizacao a laser auxiliada por matriz no imageamento de vacina

contra a tuberculose

1. Introducéo

A espectrometria de massas (do inglés, Mass spectrometry, MS) tornou-se uma
técnica valiosa na caracterizacao de ions de uma ampla variedade de substancias,
como proteinas, peptideos, lipidios e metabolitos vegetais (Meza et al., 2017). Isto se
deve aos avancos tecnoldgicos dos analisadores de massas e das fontes de ionizacdo
(Takats et al., 2011). Esses avancos permitiram o desenvolvimento das técnicas de
imagem molecular, possibilitando a exploracdo espacial e temporal de diversos
analitos, tendo uma ampla aplicacdo na investigacao da biologia vegetal e biomédica
(Boughton et al., 2016).

Diversas tecnologias podem ser aplicadas na obtencéo de imagem molecular,
onde o imageamento por espectrometria de massas (do inglés, Imaging mass

spectrometry, IMS) vem se destacando e emergindo como uma das principais técnicas
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utilizadas (Boughton et al., 2016). Da mesma forma, varias fontes podem ser
empregadas na aquisicdo da IMS (Angel et al., 2017), incluindo ionizacdo de
dessorcdo por eletrospray (do inglés, desorption electrospray ionization, DESI)
(Takats et al., 2011), ablag&o por laser e ionizagao por eletrospray (do inglés, laser
ablation electrospray ionization, LAESI) (Fincher et al., 2017), analise de superficie
por extracdo liquida (do inglés, liquid extraction surface analysis, LESA) (Kertesz et
al., 2010), dessorcaol/ionizacdo por laser de superficie melhorada (do inglés, surface-
enhanced laser desorption ionization, SELDI) (Lin et al., 2016) e imageamento por
espectrometria de massas por dessorcao/ionizacdo a laser auxiliada por matriz (do
inglés, matrix-assisted laser desorption ionization mass spectrometry imaging, MALDI
MSI) (Angel et al., 2018).

Dentre as fontes apresentadas, o MALDI MSI é considerado a técnica mais
avancada que explora a distribuicdo espacial e temporal, sendo muito utilizada na
investigacao clinica, como também em processos metabdlicos na biologia vegetal.
(Meza et al., 2017; Boughton et al., 2016; Angel et al., 2017).

Algumas das vantagens que o método apresenta em relacdo a outras técnicas
tradicionais (e.g. método de auto-radiografia ou histologia classica) torna a imagem
um dos campos mais dindmicos da MS (R6mpp e Karst, 2015). Essa técnica tem como
vantagem a realizacdo de uma analise espacial label-free (capacidade de mapear a
distribuicdo de biomoléculas sem o uso de marcadores, por exemplo, sem adicédo de
anticorpos para a deteccdo de antigenos) que possibilita a identificacdo rapida de
marcadores associados a doencas, como também capaz de identificar a localizacéo
especifica de medicamentos e seus metabolitos no tecido (Meza et al., 2017; RGmpp
e Karst, 2015). Correlacionando dessa forma a distribuicdo dos compostos com as
caracteristicas histoldgicas e clinicas, permitindo que novos tratamentos terapéuticos
sejam propostos (Meza et al., 2017).

O MALDI MSI pode ser aplicado em uma variedade de substancias e em
diferentes tipos de amostras. Essa técnica tem sido muito aplicada no mapeamento
de proteinas e lipidios em tecidos como cérebro (Maccarrone et al., 2017; Wang et al.,
2012), rins (Smith et al., 2016; Ruh et al., 2013), figado (Marquardt et al., 2015),
pulmédo (Kriegsmann et al., 2016; Carter et al., 2016) e valvula cardiaca (Mourino-

Alvarez et al, 2016; Angel et al., 2016). Pesquisadores tem explorado o MALDI MSI,
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resultando no desenvolvimento instrumental e em novas aplicacdes, além de novas
estratégias de preparo de amostras e processamento de dados (Rompp e Karst,
2015).

Grey et al. (2010) desenvolveram um protocolo de preparo de tecido cardiaco
de pintinho fixadas e embebidas com parafina para analises por MALDI MSI. Este
protocolo produziu imagens moleculares que podem ser comparadas com cortes
histologicos de tecidos. As andlises de MALDI MSI detectaram sinais resolvidos de
proteinas especificas de regides do coracdo, como vasos, valvulas, endocardio,
miocardio ou septo. Além disso, ao contrario de métodos imunohistoquimicos e de
hibridizacéo in situ, este protocolo ndo exigi o0 conhecimento prévio da expressao das
proteinas. Tornando-se uma nova ferramenta para os estudos de mecanismos
moleculares em condi¢es normais ou patologicas (Grey et al., 2010)

Mourino-Alvarez et al. (2016), analisou por MALDI MSI cortes do tecido da
valvula adrtica para determinar a distribuicdo espacial de proteinas e peptideos
diretamente na superficie dos cortes histologicos. Tendo como objetivo estudar a
progressdo da calcificagdo na valvula aortica para melhor compreender a estenose
aortica, uma doenca cardiovascular comum que afeta a valvula cardiaca. Assim,
cortes do tecido foram analisados para determinar a distribuicdo espacial de proteinas
e peptideos diretamente na superficie dos cortes histolégicos. Os resultados
demostraram diferentes estruturas correspondentes as regides observadas na
histologia convencional. Proteinas de colageno VI a-3 e NDRG2 foram identificadas,
cujas massas corroboraram com o0s resultados obtidos por espectrometria de massa
por cromatografia liqguida e também confirmadas por imuno-histoquimica. Este
trabalho foi um dos primeiros a evidenciar o mecanismo molecular da estenose adrtica
pela técnica de MALDI MSI (Mourino-Alvarez et al, 2016).

Recentemente, Angel et al. (2018) propuseram uma nova tecnologia para
acessar a localizacao espacial sequencial do colageno e elastina em tecidos fixados
com formalina e parafina, através da aplicacédo do MALDI MSI combinado com a matriz
de enzima meataloproteinase. Diversos tipos de tecidos foram analisados, entre eles
figado com carcinoma hepatocelular, colon de cancer coloretal, valvula adrtica e tecido
cardiaco suino. Colageno e elastina estao presentes na matriz extracelular de todas

as ceélulas, sendo um desafio acessar essas estruturas proteicas dentro dos tecidos.



142

O método, foi capaz de detectar tipos de colagenos e isoformas de elatina, permitindo
0 mapeamento sequencial dessas proteinas da matriz extracelular dentro do
microambiente do tecido. Podendo a tecnologia proposta ser util no estudo do
desenvolvimento de tratamentos, prognésticos e diagndsticos em diversos tipos de
tecidos (Angel et al., 2018).

A tuberculose pulmonar (TB) € uma infeccdo causada pelo Mycobacterium
tuberculosis, que afeta pessoas no mundo todo. O tratamento é realizado com
potentes antibidticos, porém, devido a cepas bacterianas resistentes a drogas o
tratamento pode ser desafiador. O controle profilatico da doenca é realizado pela
administracdo da vacina Bacillus Calmette-Guérin (BCG), que confere protecdo a
criancas, adolescentes e adultos. No entanto, busca-se uma estratégia para alcangar
uma imunidade mais extensa a doenca através da revacinacdo de adultos com
vacinas inalaveis para TB.

Observa-se que MALDI MSI é uma técnica que vem sendo muito explorada em
estudos de mecanismos de diversas doencas, assim a técnica foi aplicada neste
estudo para investigar a distribuicdo e localizagdo dos lipossomas (Figura 1),
utilizados para carrear a vacina contra a TB, dentro do tecido pulmonar, bem como
alteracdes lipidicas e moléculas que possam estar relacionadas a inflamacéo nesse

tecido.

Figura 1. llustracdo de lipossomas com imunopotenciador e antigeno. Azul:
dimetildioctadecilamonio (DDA). Cinza: glicolipideo trealose-6,6'-dibehenato (TDB).

Amarelo: Immunopotenciador. Verde: Antigeno.
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3. Metodologia
3.1. Materiais

2,5-Di-hidroxibenzéico  (DHB),  1,5-Diaminonaftaleno  (DAN), &cido
trifluoroacético (TFA), solucdo de hematoxilina de Meyer e solucdo de eosina foram
adquiridos a Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, EUA). O metanol foi obtido a partir de Th.
Geyer GmbH e Co. KG (Renningen, Alemanha). A agua foi preparada com um sistema
UV Millipore Direct-Q3 (Billerica, MA, EUA).

3.2. Preparacéao dos tecidos para as analises MALDI-MSI

ApGs a eutanasia dos animais tratados com vacina inalavel para tratamento de
turbeculose, os pulmdes foram removidos, congelados em gelo seco e armazenados
a -80 °C até a analise. Os tempos de sobrevida selecionados para as analises do
tecido por MALDI MSI foram 6 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 7 dias, 10 dias e 14 dias, com
um camundongo em cada tempo de sobrevida e um animal controle. Os pulmbes
congelados foram montados em um disco de amostra prépria do criostato com gel
aguoso de carboximetilcelulose a 5% (CMC) a -24 °C e cortados em sec¢des coronais
de 18 ym de espessura com um criostato Leica CM3050S (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemanha). Sendo entdo montadas em laminas de vidro de microscépio e

armazenados em freezer a -80 °C até a analise de MSI.

Antes da aplicagéo da matriz, o tecido foi retirado do freezer e levado para um
dessecador a vacuo durante 10 min. Para a andalise no modo positivo de ionizacao,
uma solucdo de 30 mg/mL de DHB em metanol/agua (1 % de TFA), 50:50 v/v, foi
utilizada. Para analise do modo negativo de ionizacéo, foi utilizada uma solucéo de 3
mg/mL de DAN em metanol/agua (90:10, v/v). Um volume de 300 pL de solucéo
matricial foi pulverizada sobre a superficie dos cortes de tecido, utilizando um
pulverizador pneumatico (Bouschen et al., 2010), com rotacdo de 150 rpm para
aplicacédo da matriz DHB, 250 rpm para a matriz DAN), pressdo do gas nebulizador
de 2 bar e fluxo de 10 uL/min. A qualidade da deposi¢cao de matriz (homogeneidade e
tamanho do cristal) foi avaliada por microscopia optica de luz refletida.
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3.3. MALDI-MSI

A amostra foi analisada em um espectrometro de massa Thermo Q Exactive
Orbitrap (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) equipado com uma fonte de ions AP-
SMALDI10 (TransMIT, Giessen, Alemanha). A fonte de ions AP-SMALDI10 foi
equipada com um laser de nitrogénio com comprimento de onda de 337 pm e
frequéncia de 60 Hz, operados com 30 pulsos de laser por pixel. As analises foram
realizadas no modo positivo e negativo de ionizagdo usando uma faixa de m/z 300-
1200, um poder de resolucdo de massa de 140,000 no m/z 200, lock mass de m/z
431,03736 correspondente a um sinal da matriz DHB no modo positivo modo, e no
modo negativo lock mass de m/z 311,1302 correspondendo a um sinal da matriz DAN.
As imagens foram adquiridas em uma resolugéo espacial de 100 um x 100 um?. Apés
0 imageamento, as sec¢des foram coradas com H&E, como descrito em detalhes em
Janfelt et al. (2012) e as fotos foram tiradas em um microscopio Optico.

As imagens foram geradas ap0s a conversao dos arquivos raw para arquivos
imzML usando o imzML-converter (Schramm et al., 2012) e o carregamento dos
arquivos no software MSiReader de acesso livre (Robichaud et al., 2013). As imagens

foram geradas com uma largura de bin de + 0,002 Da (x 5 ppm).

4. Resultados e discussao

Os resultados das analises de MALDI MSI no modo positivo de ionizacao (néo
mostrados) indicaram a auséncia do sulfactante dimetildioctadecilaménio (DDA) (m/z
550,62852 + 0,002), que faz parte da composi¢do quimica dos lipossomas utilizados
como carregadores da vacina inalavel para TB na amostra controle. Lipossomas sao
vesiculas microscopicas compostas de bicamadas de fosfolipidios, esteroides e
antioxidantes orientadas concentricamente em torno de um compartimento aquoso.
Esses lipossomas sao utilizados para encapsular substancias hidrofilicas e/ou
lipofilicas agindo como carreadores de farmacos, biomoléculas ou agentes de

diagnostico para os tecidos (Batista et al., 2007).
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A droga DDA em sua forma protonada e o aduto de potassio do lipidio
fosfatidilcolina (34:1) [M + K]* foi observado nos diferentes tempos de sobrevida. Esse
lipidio em sua forma potassiada € frequentemente detectado durante investigacdes
de tecidos frescos e pode ser utilizado como biomarcador, visto que é um componente
importante da camada lipidica das células e ja foi relacionado a presenca de células
de imunidade em respostas inflamatérias (Carter et al, 2017). A droga DDA [M + H]*
foi detectada em maior intensidade e distribuicdo espacial no pulmao direito e
esquerdo, ndo havendo diferenca significativa entre os diferentes tempos de

tratamento.

MALDI MSI da amostra controle também indicaram a auséncia do sulfactante
glicolipideo trealose-6,6'-dibehenato (TDB) na sua forma potassiada [M + K]* (m/z
1025,72640 + 0.002), a qual também esta presente na composi¢cdo quimica dos

lipossomas utilizados como carregadores da vacina inalavel para TB.

A droga TDB em sua forma sodiada [M + Na]* (m/z 1009,75250 £ 0,002) e sua
forma potassiada [M + K]* (m/z 1025,72640 = 0.002) e o aduto de potassio do lipidio
fosfatidilcolina (34:1) [M + K]* foram detectados nos diferentes tempos de sobrevida.
TDB [M + K]* foi detectada em menor intensidade, no pulméo direito e esquerdo,
comparada com o composto DDA. Esse comportamento era esperado devido a baixa
eficiéncia de ionizacdo do composto e pela menor razdo molar da droga comparada
com DDA. No entanto, observa-se uma diminui¢éo na intensidade de TDB apés 96 h

de tratamento, e nao foi detectada aos 14 dias de tratamento.

Os resultados das analises de MALDI MSI no modo negativo de ionizacdo (nao
mostrados) detectaram a presenca do lipidio bis(monoacilglicerol)fosfato (BMP
22:6/22:6) na sua forma desprotonada [M-H] (m/z 865,50251 + 0.002) na amostra
controle e nos diferentes tempos de sobrevida, sendo observado um maior acamulo
desse lipidio apdés 48 horas de tratamento. BMP, um biomarcador para células
macrofagicas e especialmente abundantes em alvéolos pulmonares (Nielsen et al.,
2016). Nielsen et al. (2016) ao analisar cérebro de ratos 2 h, 24 h,5d, 7 d, e 20 d apos
isquemia cerebral focal permanente observaram um acumulo do lipidio BMP nos ratos

apos 5 d de isquemia cerebral.
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O lipidio N-acil-taurinas (NAT 18:0) na sua forma desprotonada [M-H] (m/z
390,26835 + 0.002) também foi detectado nas analises de MALDI MSI na amostra
controle e nos diferentes tempos de sobrevida. O lipidio NAT (18:0) é descrito por
Nielsen et al. (2016) como um biomarcador relacionado a fun¢des anti-inflamatérias.

Observou-se um acumulo de NAT apds 48 h de tratamento.

5. Conclusao

MALDI-MSI foi capaz de detectar a distribuicdo espacial de DDA e TDB, que s&o os
componentes do lipossoma da vacina para TB. DDA apresentou foi detectado em
maior intensidade e distribuicdo nos dois pulmdes dos camundongos analisados, nao
havendo diferenca significativa entre os diferentes tempos de tratamento. TDB
apresentou menor intensidade e distribuicdo em relacdo ao DDA sendo observada
uma diminui¢cdo de sua intensidade apds 96 h de tratamento, ndo sendo detectado
aos 14 dias de tratamento. BMP, um biomarcador para células macrofagicas, foi
detectado em todas as amostras, e um maior acumulo desse lipidio foi observado
apos 48 horas de tratamento. Um maior acimulo de NAT, um biomarcador que pode
estar relacionado a fun¢des anti-inflamatorias, pode ser visto apés 48 h de tratamento.
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