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Aplicacao da Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente
na Caracterizacao de Classes de Compostos do Petréleo

Petr6leo é o termo utilizado para uma grande variedade de dleos extraidos de
rochas sedimentares. Devido a variedade e complexidade das matrizes oleosas,
um importante ensaio sobre o petréleo consiste em quantificar o teor de compostos
saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos (SARA). No entanto, uma apropriada
separagao dos componentes saturados e aromaticos depende da fase estacionaria
da coluna cromatografica e do método utilizado para sua quantificagdo. Aqui sdo
descritos trabalhos: visando a quantificacdo relativa de componentes apolares
presentes na fragao saturada de petroleo e a utilizagéo de silica gel modificada com
acido bédrico para obtencédo de fragdes aromaticas enriquecidas com compostos
aromaticos nitrogenados. Os resultados mostraram que a técnica CGxCG-EMq foi
eficiente na quantificacdo relativa de n-parafinas de C11 a C35 e parafinas
ramificadas na fragao saturada de petroleo. Ademais, permitiu a determinacao de
compostos biciclicos, triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos. Em geral, as classes
de compostos monociclicos e iso-parafinas foram as mais abundantes na fragao
saturada de petréleo ndo degradados. A quantificagcdo relativa das parafinas
normais e ramificadas permitiu uma compreensao dos valores de ponto de fluidez
de petréleos leves (gravidade APl maior que 30). A modificagcdo da silica gel
(coluna) com acido bérico na separagao dos componentes aromaticos do petréleo
foi seletiva para a obtencao de fragbes enriquecidas com compostos aromaticos
nitrogenados. Entretanto, os componentes nitrogenados identificados na fragao de
aromaticos sao caracteristicos de resinas. Combinando as técnicas FT-ICR MS
(fontes ESI () e APPI (%) através da utilizagdo de graficos DBE pela Intensidade)
e CGxCG-EMq permitiu ratificar a boa seletividade da silica gel modificada para a
eluicdo de compostos nitrogenados aromaticos. Nas analises FT-ICR MS foi
possivel visualizar sinais intensos em todas as fontes de ionizacao para as classes
nitrogenadas. As demais classes visualizadas, como hidrocarbonetos e
oxigenadas, se mostraram como picos de baixa intensidade, corroborando a
eficacia de separagdo da coluna modificada para os compostos nitrogenados. A
concentragdo de compostos nitrogenados em petréleos crus geralmente € menor
que 2 wt%, no entanto, eles sao prejudiciais aos processos de refino sendo
desejavel o conhecimento das espécies nitrogenadas presentes no petréleo cru.
Assim, a metodologia utilizando a coluna com silica gel modificada com acido bérico
visou suprir esta importante demanda do refino.

Palavras-chave: Petroleo; SARA; Saturados; Aromaticos; CGxCG-EMq; FT-ICR
MS.
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Application of Comprehensive Two-Dimensional Gas
Chromatography in the Characterization of Petroleum compound
Classes

Crude oil is the term used for a wide variety of oils extracted from sedimentary rocks.
Due to the variety and complexity of oil matrices an important oil assay is to quantify
the content of saturated, aromatic, resin and asphaltene compounds (SARA).
However, proper separation of saturated and aromatic components depends on the
internal phase of the chromatographic column and on the method used for its
quantification. Here works were described: aiming at the relative quantification of
nonpolar components present in the saturated petroleum fraction and the use silica
gel modified with boric acid to obtain aromatic fractions enriched with nitrogen
aromatic compounds. The results showed that GCxGC-gMS technique was efficient
in the relative quantification of n-paraffins from C11 to C35 and of branched paraffins
in the saturated petroleum fraction. In addition, it allowed the determination of
bicyclic, tricyclic, tetracyclic and pentacyclic compounds. In general, the classes of
monocyclic and iso-paraffin compounds were the most abundant in the undegraded
petroleum saturated fraction. Relative quantification of normal and branched
paraffins allowed an understanding of the pour point values of light oils (API gravity
greater than 30). The modification of the silica gel (column) with boric acid in the
separation of the aromatic components of petroleum was selective to obtain
fractions enriched with nitrogen aromatic compounds. However, the nitrogenous
components identified in the aromatics fraction are characteristic of resins.
Combining the FT-ICR MS (ESI () and APPI (£) sources using the Intensity vs DBE
graphs) and GCxGC-gMS techniques allowed to ratify the good selectivity of the
modified silica gel for the elution of aromatic nitrogen compounds. In the FT-ICR MS
analyzes it was possible to visualize intense signals in all ionization sources for the
nitrogen classes. The other visualized classes, such as hydrocarbons and
oxygenated, were shown as low intensity peaks, corroborating the efficiency of
separation of the modified column for nitrogen compounds. The concentration of
nitrogenous compounds in crude oils is generally less than 2 wt%, however, they
are detrimental to the refining processes and knowledge of the nitrogenous species
present in crude oil is desirable. Thus, the methodology using the silica gel modified
with boric acid column aimed to supply this important refining demand.

Keywords: Oil; SARA; Saturated; Aromatics; GCxGC-gMS; FT-ICR MS.
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1. CAPiTULO 1 - INTRODUCAO

Cromatograma tridimensional da fragéo volatil dos compostos saturados presentes
no petréleo.



Imagine estudar um organismo vivo de uma determinada espécie, em
diversos aspectos quimicos, utilizando para isso ferramentas analiticas de varios
niveis de sensibilidade, complexidade e respostas. Isso geraria ndo apenas
inumeros dados a serem interpretados, mas também inumeras dificuldades técnicas
do ponto de vista analitico, como parametros a serem considerados e ajustados, que
provavelmente também gerariam mais perguntas do que respostas. Conforme se
amplia o numero de fatores a serem considerados e compreendidos, aumenta-se a
complexidade dos resultados obtidos e mais do que isso, a capacidade de se
correlacionar resultados e entender mecanismos e complexidades quimicas e
analiticas (PETERS, 2005).

Existe na natureza uma matriz que atende a esta magnitude de complexidade,
que aborda uma grande diversidade de variedades em termos geograficos,
climaticos e ambientais, que foram se aglutinando ao longo de milhdes de anos, e é
conhecida como petréleo (PETERS, 2005; TISSOT, 1984; HUNT, 1996), que € uma
mistura complexa que contém uma ampla variedade de compostos tais como
alcanos lineares, ramificados, cicloalcanos (naftenos), compostos insaturados
(olefinas), monoaromaticos, e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH). Além
destes hidrocarbonetos, o petréleo também é composto por fragdes de compostos
contendo heteroatomos (S, N, O, V, Ni e/ou Fe).

A crescente descoberta de petrdleo em aguas cada vez mais profundas aliada
a demanda por recursos de combustiveis fosseis levou muitas empresas de petréleo
a investir maior capital em novas exploracdes offshore. No Brasil a exploracio e
produgao continua como o mais importante motor de geragao de valor, e no plano
de Negécios e Gestdo 2019-2023 da Petrobras, permanece o foco no
desenvolvimento da produgdo em aguas profundas, notadamente nas areas do pré-
sal. Em 2019, a Petrobras estima um crescimento da produg¢ao de 6leo de 10% no
Brasil e de 7% na producgéo total, em virtude da entrada em operagao de cinco novos
sistemas de plataformas que ocorreu em 2018 e mais trés em 2019. Ao longo do
Plano, esta prevista a entrada em operacao de 13 novos sistemas de plataformas.
Estima-se que para o periodo entre 2020 e 2023, a produgédo total de 6leo e gas

natural tera um crescimento médio de 5% ao ano.

Devido a grande perspectiva de aumento da producgao e exploragéo ao longo



dos préximos anos, conhecer as caracteristicas dos novos petréleos recuperados e
suas moléculas constituintes se torna um aliado ao fluxo continuo da exploracdo. A
diversidade da produgao, explorando novos campos em regides de camada do pré-
sal recupera oOleos com caracteristicas fisico-quimicas e composicdo em
hidrocarbonetos muito distintos, podendo gerar problemas nos sistemas de
producao, transporte e processamentos destes oleos. Determinar as propriedades
fisicas e quimicas do petréleo € de suma importancia para mitigar problemas nos
setores de avaliacdo, transporte e refino de petréleo. Entretanto, para entender o
comportamento do petréleo faz-se necessario uma investigagdo em nivel molecular.
Neste sentido, métodos espectroscopicos e cromatograficos podem ser aplicados
para correlacionar os constituintes quimicos do petroleo a propriedades
macroscopicas observadas, como incompatibilidade de oleos, formagcdo gomas,
precipitados entre outras (WANG et al., 2008).

Estima-se que o numero total de compostos em um destilado de média
densidade do petroleo ultrapasse um milhdo, e com isso as barreiras instrumentais
para separacao e identificagcao destes por meios espectroscopicos tornam a analise
impossivel. Algumas classes de compostos presentes no petréleo causam efeitos
deletérios, e geralmente sdo os compostos heteroatébmicos, que influenciam a
estabilidade do petroleo e ja sdo conhecidos de longa data (ALBERT, 1967). Para
superar esse efeito deletério, ferramentas analiticas precisas tém sido empregadas

para elucidagao do petroleo.

A cromatografia gasosa bidimensional abrangente (CGxCG-EMq) e a
espectrometria de massas por ressonancia ciclotrénica de ions por transformada de
Fourier (FT-ICR MS) vem desenvolvendo papel importante na identificacdo das
moléculas constituintes do petroleo. Neste contexto, o CGxCG-EMq auxilia na
separagao de substancias com base em sua volatilidade e polaridade em uma
organizacao estrutural de diagramas de contorno, a qual facilita a observagéao das
classes quimicas presentes e auxilia na identificacdo de cada componente
(MARRIOT, 2006). O FT-ICR MS, por sua vez, fornece uma precisdo de massas com
altissima resolugéo, resultando em um alto grau de confianga nas atribuicées das
massa molares, sendo adequado para a analise de misturas complexas e também

nao volateis (BARROS et al., 2018). As duas técnicas aliadas combinam dados,



asseguram uma faixa de sobreposicdo destes e possibilitam a identificacdo de
centenas de compostos que nao haviam sido identificados anteriormente,
fornecendo grande ajuda nas atividades ao longo de toda a cadeia de valoragdo do
oleo, agregando novas informacgdes, redu¢ado do tempo no preparo de amostras e

custos destas.



1.1. APLICAGAO DA CROMATOGRAFIA GASOSA
BIDIMENSIONAL ABRANGENTE NA CARACTERIZAGAO DE
MISTURAS COMPLEXAS DO PETROLEO

A origem da cromatografia gasosa é tradicionalmente associada aos nomes
dos vencedores do Prémio Nobel em 1952, Archer J. P. Martin e seu colega Richard
L. M. Synge. Martin e Synge separaram misturas de aminoacidos e, enquanto
realizavam experimentos em 1941, desenvolveram cromatografia liquida de partigéo,
que é definida como uma técnica de separagdao baseada na distribuicdo dos
componentes de uma mistura entre um fluido (fase movel ou eluente) e um outro
fluido adsorvido na fase estacionaria (MARTIN; SYNGE, 1941). No mesmo trabalho,
eles notaram que a cromatografia também poderia ser usada para separar gases,

embora nenhuma prova experimental tenha sido fornecida.

Ao desenvolver a cromatografia de particdo, Martin e Synge inventaram a
cromatografia em papel em 1944, um método que recebeu amplo uso, mas foi quase
completamente suplantado pela cromatografia em camada delgada. Mais tarde,
Synge dedicou-se a quimica analitica de proteinas e a problemas praticos na
separagao cromatografica de substancias bioldgicas. Martin, no entanto, continuou
seu trabalho com James e em 1952, inventaram a cromatografia gas-liquido
(JAMES; MARTIN, 1952), uma separagao de compostos com um gas inerte usado
como fase moével e uma fase liquida em um suporte sdlido. Martin e James foram
considerados desbravadores na area de cromatografia gasosa e, em recompensa a

seus trabalhos, foram agraciados com o prémio Nobel, em 1952.

Houve algumas evidéncias de que Martin e seus colegas tinham
antecedentes. L. Ettre (ETTRE; HINSHAW, 2008) apontou alguns pesquisadores
que, em sua opinido, conduziram os primeiros experimentos em cromatografia
gasosa antes de Martin. L. Ettre menciona o cientista norte-americano N. C. Turner
(1943), que em cooperagao com a Burrell Co., confeccionou algo que poderia ter
sido considerado o primeiro cromatégrafo gasoso industrial do mundo. Este
dispositivo era usado para fracionar parcialmente o gas natural, o qual consistia de

um dispositivo, que era uma coluna, de aproximadamente dois metros, cheia de



carvao e um reservatorio aquecido com mercurio, que foi anexado ao fundo da

coluna, e o vapor de mercurio era usado como fase mével.

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica usada para separagdes de
moléculas volateis ou volatilizaveis (CREMER; MULLER, 1951), onde os
componentes de uma amostra sao transportados por uma coluna, através de uma
fase moével inerte (geralmente Hz, He ou N2) e sdo separados com base em seus
pontos de ebulicdo e sua afinidade relativa com a fase estacionaria, que revestem
as paredes da coluna. Os componentes separados ao longo da coluna sao
detectados pds-coluna, pelo uso de um detector (HARDY; POLLARD, 1959). Fases
moveis contendo gases de alta massa molar levam a uma melhor separagao nas
colunas gas-liquido devido a uma redugao na difusdo dos solutos, mas a escolha da
fase movel também esta relacionada ao detector. Hidrogénio e hélio tém densidades
mais baixas e condutividades térmicas mais altas que o nitrogénio e ambos
aumentam a sensibilidade dos sistemas de detec¢cdo usando estas propriedades, e

também simplificam a interpretagdo quantitativa dos cromatogramas.

Podem ser utilizados dois tipos de fases estacionarias em CG: adsorventes
sélidos (cromatografia gas-solido) ou liquidos viscosos e de alta ebulicdo
imobilizados em um veiculo solido (cromatografia gas-liquido) (Figura1.1).

Uma vez que a natureza da separagdo em varias versdes cromatograficas
esta relacionada ao fendmeno da adsorcdo, Lowitz a introduziu na ciéncia, onde
trabalhando em uma farmacia, ndo dispunha de técnicas confiaveis para purificar
substancias de impurezas, e em 5 de junho de 1785, acidentalmente, chegou ao
desenvolvimento de uma técnica baseada na adsor¢cdo. Enquanto evaporava uma
solugdo de acido tartarico para produzir cristais marrons, depois de agitar um
sedimento semelhante ao carvao e deixar que ele se estabelecesse por mais oito
dias, Lowitz obteve uma solugdo clara com cristais incolores, o que ele nao
conseguiu obter antes (GROB; BARRY, 2004). Entdo Lowitz comecgou a estudar o
fendmeno descoberto usando carvéo para purificar medicamentos, agua potavel,
bebidas, mel e outros adogantes, salitre, bem como para absorver varias substancias

volateis, como didéxido de carbono, hidrogénio, sulfeto de hidrogénio, cebola e alho.

Paul Schuftan foi o primeiro cientista a aplicar a cromatografia gas-solido



como a conhecemos hoje. Em 1930 ele separou uma mistura de gas
multicomponente que consistia em hidrogénio, nitrogénio, oxigénio, mondxido de
carbono, metano, etileno, etano, propileno e propano, bem como n-butano e
isobutano em varias fracbes por meio de adsor¢cdo em carvao ativado em baixa
temperatura (SENCHENKOVA, 1991). Esse € um dos primeiros relatos de

separacgdes de fragdes leves no petroéleo.

O desenvolvimento dos fundamentos tedricos da cromatografia de adsorgao
esta associado aos nomes de J. N. Wilson, D. de Vault e E. Glueckauf, onde eles
relatam uma dependéncia entre o comportamento cromatografico de uma substancia
retida e as isotermas de adsorcdo. Uma relagdo quantitativa entre as duas foi
considerada pela primeira vez por Wilson em 1940 (WILSON, 1940; GREGG, 1958).
Wilson assumiu que havia um equilibrio dindmico entre a substancia retida pela fase
sélida e a substancia em seu estado gasoso, considerando que a condigdo de

adsorcao da substancia é o unico processo que ocorre na coluna.

Mecanismo cromatografico

Cromatografia por adsorgao Cromatografia por particao

Interagdo entre a fase estacionariasoélidae afase Interagdo entre a fase estacionarialiquidae afase
mével gasosa movel gasosa

Tipos de cromatografia

Cromatografia gas-sélido Cromatografia gas-liquido

Figura 1.1. Diferentes suportes (solido ou liquido) que levam a diferentes

mecanismos de separacao.

O desenvolvimento de colunas capilares tubulares abertas (GOLAY, 1958)
permitiu uma melhor resolucdo nas separacdes, com capacidade de separar 100-

150 compostos em apenas uma eluigdo com ganho significativo de sinal. A Figura



1.2 mostra um exemplo de ganho expressivo de resolugdo ao se utilizar colunas
capilares no lugar das colunas empacotadas para separagdo do FAME (fatty acid
methyl ester) (GOLAY et al.,, 2009). Um expressivo avango ocorreu no final da
década de 70, no desenvolvimento e fabricagcdo comercial de colunas capilares de
alto desempenho e de equipamentos para sua eficiente utilizagdo, criando assim,
uma expansao da cromatografia gasosa para diversas areas, desde analise de soro
humano, passando pela industria alimenticia e por fim chegando ao petroleo
(RAGONESE et al., 2009).
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Figura 1.2. Aumento de resolugdo do FAME a partir do 6leo de amendoim obtido por

coluna empacotada (imagem superior) e coluna capilar (imagem inferior). Resultados



obtidos em 1988. (GOLAY et al., 2009).

1.1.1. Fases estacionarias

Muitas fases estacionarias foram desenvolvidas desde o surgimento das
colunas capilares. As mais comuns sio as de polisiloxano, sendo caracterizadas pela
sua baixa polaridade (possuem seletividade para compostos de média a baixa
polaridade), passando pela média polaridade até o aumento de polaridade (possuem
seletividade para compostos polares). Liquidos ibnicos representam a maior
porcentagem de trabalhos publicados usando novos materiais como fases
estacionarias de CG. Porém, estes materiais nédo tiveram a eficiéncia dos
polisiloxanos, mas ofereceram seletividade. O uso de liquidos iGnicos tem sido
relatado na analise de misturas de biodiesel (RAGONESE et al., 2009), onde os
autores compararam analises realizadas em colunas de polietilenoglicol (possuem
seletividade para compostos de média a alta polaridade) e colunas de liquidos
ibnicos (altissima polaridade) e demonstraram o beneficio do liquido ibnico na

separacgao dos FAME.

1.1.2. Separagbes multidimensionais

Muitas amostras s&o de tal complexidade quimica que mais de um mecanismo
de separagao deve ser empregado. A aplicagdo de mecanismos independentes de
separagao por meio de procedimentos de preparacdo de amostras e uso de
detectores seletivos € comum, como por exemplo o uso de separacdes utilizando
colunas acopladas, como a cromatografia gasosa multidimensional (CG-CG) ou
bidimensional (CGxCG), que podem ser necessarias quando a amostra possui
interferentes que forem quimicamente similares a substéncia desejada ou se muitas
substancias similares forem separadas (seja por isdmeros ou similares pontos de
ebulicdo) e medidas simultaneamente. A cromatografia gasosa com colunas
acopladas em série tem potencialmente uma capacidade de pico maior do que a
cromatografia gasosa de coluna unica convencional (LIU; PHILLIPS, 1991).

A capacidade do pico, definida como o numero maximo de picos que podem
caber em um espaco de retencao disponivel, € uma medida importante da eficacia
de um processo de separacdo (Figura 1.3). E considerado para uma separagdo
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multidimensional (Equacdo 1.1 (1)) que a capacidade de pico € a soma das
capacidades de pico obtidas em cada uma das duas dimensdes, e para um sistema
bidimensional (°D) (Equagédo 1.1 (2)), a capacidade de pico é o produto das
capacidades de pico obtidas em cada uma das duas dimensdes. Esta regra
multiplicativa indica que uma separacgao bidimensional deva ser melhor para resolver
misturas complexas do que para um sistema unidimensional (1D) (Equag¢ao 1.1). No
entanto, a regra multiplicativa é apenas uma estimativa da capacidade de pico em
separagdes 2D, porque as correlagdes de retencdo de soluto em duas dimensdes
reduzem o espaco de retencgéo disponivel para uma regiao restrita. Além disso, como
ja aceito nas separagdes 1D, a capacidade de pico representa o numero de picos

resolviveis com espagamento ideal ao longo do eixo de retencdo (LIU, 1995).

NT = N1 + Nz (1)
Nr =Ny - N, (2)
Ny =N 3)

Equacao 1.1. Onde N1 é o numero maximo de classificagao de petroleos de acordo

com a gravidade API.

Nr=N x N2

N,

Figura 1.3. Plano ortogonal de retengao 2D definido pelas capacidades de pico, N1

e Noa.

Os métodos de separacdo multidimensional envolvem duas dimensdes de
diferentes separagbes e sdo empregados para varios procedimentos analiticos,

incluindo remogéo de componentes de matriz potencialmente interferentes, ou para



11

melhorar a resolugdo de analitos especificos (MOGOLLON et al., 2014). A
hifenizacdo de duas técnicas diferentes de separacdo sequencialmente acoplada
deve ser ortogonal, garantindo assim que os componentes sejam submetidos a dois
procedimentos de separacdo totalmente independentes. O escopo de técnicas
analiticas hifenadas foi apresentado por Brinkman (BRINKMAN, 2001), enquanto a
teoria e aplicacoes de separagdes multidimensionais foram descritas no livro de
Mondello (MONDELLO, 2002).

Simmons e Snyder pela primeira vez utilizaram um sistema multidimensional
gasoso em 1958 (CG-CG). Nesta técnica, o CG-CG fraciona a amostra e é realizado
através de uma valvula pelo qual uma pequena fragdo da amostra, ou seja, o eluato
de interesse, da coluna primaria é transferida para uma coluna secundaria de maior
seletividade, portanto aumentando o poder de resolucdo para determinadas zonas
de uma amostra. Simmons e Snyder utilizaram o sistema para separar fragoes leves
de derivados de petroleo, até entdo dificeis de serem separadas por um sistema
monodimensional (1D) (SIMMONS; SNYDER, 1958). Em 1984, Giddings (CALVIN;
GIDDINGS; CALDWELL, 1984) publicou um artigo com fundamentos e teoria sobre
separacdes multidimensionais, com a combinacdo de processos unidimensionais.
Se cada mecanismo de separagao aplicado a uma mistura € definido como uma
separacgao dimensional, entdo a subsequente aplicagao com diferentes mecanismos
de separagao pode ser chamada de sistema multidimensional. Neste artigo ele relata
que a superioridade de separagao de compostos acoplando-se duas colunas, para
se ter um ganho efetivo, deve-se ao fato destas possuirem diferentes polaridades de
fases estacionarias, promovendo assim um ganho na capacidade de separagao dos
componentes. A capacidade de um sistema cromatografico (capacidade do pico) em
separar adequadamente os compostos de uma pequena fracdo da amostra pode ser
vista como a seletividade do sistema, sendo uma das métricas da separacao
cromatografica. (LIU, 1991; ZAKARIA, 1983; CONSDEN, 1944).

A superioridade do uso de duas colunas acopladas frente ao uso de apenas
uma coluna foi demonstrado também por M. Zakaria et al. (ZAKARIA; GONNORD;
GUIOCHON, 1983), onde relatam que a técnica € muito bem recomendada quando
se tem interesse em apenas uma fracdo da amostra, pois somente uma parte é

reconduzida a segunda coluna, perdendo-se entdo informagdes sobre o resto da
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amostra. Porém quando se necessita fazer uma triagem da amostra inteira, ou seja,
quando compostos desconhecidos desempenham papel importante, o CG-CG se
torna laborioso, e a reconstru¢do dos cromatogramas (feito normalmente por
software) se torna um novo desafio. Um significante avango da técnica
multidimensional foi o desenvolvimento da cromatografia bidimensional (CGxCG),
que tem como raiz a cromatografia planar. Condsen et al. (CONSDEN; GORDON,;
MARTIN, 1944) introduziram a cromatografia bidimensional em papel em 1944 para
separacdo de aminoacidos, através da rotagcdo do cromatograma em 90°, cuja
eluicdo na segunda dimensao foi realizada com um solvente de diferente polaridade
da utilizada na primeira dimensao. Nas separag¢des bidimensionais é garantido que
a amostra inteira seja separada em duas colunas diferentes, e toda amostra eluida
da primeira coluna é reintroduzida na segunda sem perdas, a fim de garantir que
nenhuma informagéo obtida durante a primeira separacao seja perdida. A Figura 1.
4 exemplifica um processo bidimensional baseado no periodo de modulagao, o fluxo
de dados € convertido em um plano de retengdo bidimensional. Picos
cromatograficos (a)) (a, B e y) eluidos de uma coluna apolar 1D sequencialmente
cortados em fragdes distintas durante um periodo de modulagao definido. Os analitos
nao resolvidos na 1D sdo melhor resolvidos em uma coluna 2D (geralmente polar).
b) Os dados gerados no detector sao entao plotados com base na modulagdo em
um contorno 2D, b, ou contorno 3D, c¢) mostrando diretamente as intensidades dos
sinais na apresentacédo 3D (c) como picos cbnicos (MEINERT; MEIERHENRICH,
2012).
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abundance

Figura 1.4. llustragdo de um cromatograma CGxCG.

Assumindo-se: que nenhuma informagdo € perdida durante a operagao
bidimensional (ou seja, a transferéncia de eluente da primeira para a segunda
coluna); que as duas colunas acopladas tém o mesmo nivel de desempenho que
quando desacoplados e; que as retengdes sao ortogonais entre si, ou seja, possuem
mecanismos de separacoes diferentes, entdo a capacidade de pico bidimensional é
o produto das duas capacidades de pico independentes (Equacédo 1.1 (2))
(MEINERT; MEIERHENRICH, 2012). Esta capacidade de pico proporciona uma
medida da quantidade maxima de componentes que podem ser separados em uma
analise cromatografica. Deste modo, quanto maior a distribuigdo dos componentes
da amostra no espaco de separacao, maior sera a probabilidade de resolugao destes
componentes, o que resulta em maior capacidade de pico (GOLAY, 1958).

O primeiro sistema bidimensional para cromatografia em coluna foi utilizado
para a purificagdo de clorofila, em 1973, em um sistema de cromatografia liquida. O

procedimento foi realizado manualmente e consistia na remog¢ao de um extrato da
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primeira coluna, que foi entdo reanalisado em uma segunda coluna, com polaridade
diferente da primeira (MANING; STRAIN, 1943). A cromatografia gasosa
bidimensional abrangente foi introduzida na década de 1990 (LIU; PHILLIPS, 1991),
e tem demonstrado perspectivas promissoras para a analise de misturas complexas.
O ponto chave em separagdes por CGxCG ¢é a forma de transferéncia das fracoes
que eluem da primeira dimensdo ('D) para a segunda dimensao (°D). Sua maior
virtude é a capacidade de separagao das substancias, onde toda a fracao
representativa de todos os componentes da amostra deve ser distribuida por duas
colunas, onde cada uma proporciona seletividade diferente e demonstra um perfil
distinto de retencao, de forma que todo o eluente da primeira coluna é conduzido
para a segunda através de um modulador (MANING, 1943; AMADOR et al., 2008;
NIZIO; MCGINITI, 2012). A operacionalizagdo de separag¢des bidimensionais em
cromatografia gasosa € complexa, ja que a coleta de fragdes do eluato da primeira
coluna e transferéncia para a segunda deve ocorrer sem perdas, contaminagao ou
alargamento excessivo da banda cromatografica. Esta operacionalizagdo n&o € uma
acao ftrivial, e as desvantagens de operagcdo sdo maior tempo de analise,
procedimento laborioso e dificuldade de modulagao (WEGHE et al., 2006; SHELLIE,
2003).

O termo “abrangente” na cromatografia gasosa bidimensional abrangente é
utilizado para destacar que todo o eluente da 'D ¢ introduzido na 2D, sem perdas de
separagdo na 'D, tornando o sistema ortogonal, ou seja, com mecanismo de
separacao completamente independente, sem perda de massa, sendo geralmente
uma fase estacionaria de carater apolar e a outra polar (TRANCHIDA, 2009;
GAINES, 1999; TRANCHIDA, 2010). A posicdo de um componente no plano do
sistema ortogonal depende de duas propriedades fundamentais: a volatilidade e a
polaridade (GAINES, 1999).

O conjunto destas operagdes de coleta, reconcentragao e transferéncia de
fragbes de forma continua e sequencial € denominado modulagdo (TRANCHIDA,
2010), que executada de forma correta ndo acarreta perdas na resolugéo
cromatografica (GAINES, 1999). Na CGxCG é fundamental o uso de uma segunda
coluna curta e eficiente, para que misturas complexas (como as fragdes coletadas e

transferidas) possam ser separadas em alguns segundos, possibilitando ciclos de
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modulagdes rapidos e fracionamento completo da amostra eluida (DUCK, 2010). A
Figura 1.5 (KUEH, 2003) contrasta os cromatogramas CG (A), CG-EM (B), e CGxCG
(C) para metabdlitos de prolintano (estimulante nootrépico) em amostras de urina de
cavalo, apresentando os dados em cada método. As colunas utilizadas em cada
equipamento foram: CG-DIC e CG-EM, HP-5MS (baixa polaridade), e para CGxCG-
EMq fizeram uso da BPX5 (baixa polaridade) como primeira coluna e para a segunda
coluna utilizaram a BPX50 (média polaridade). O autor mostra uma multiplicidade de
componentes encontrados na técnica C (CGxCG-DIC), que potencialmente podem
vir a interferir na analise de CG, utilizando apenas uma coluna. Os componentes de

interesse sdo mais facilmente reconhecidos no espaco 2D do CGxCG.
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Figura 1.5. Cromatograma de uma amostra complexa de urina em trés detectores

distintos.

1.1.3. Modulador

O modulador tem duas fung¢des: comprimir em um curto espaco de tempo as
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bandas do soluto a medida que eluem da primeira coluna e em um segundo
momento, deve permitir que esta banda comprimida seja rapidamente passada para
a segunda coluna. De acordo com Giddings, a transferéncia completa do soluto deve
ser alcangada, e para maximizar o desempenho multidimensional, a separagao que
foi alcangada na primeira coluna ndo deve ser destruida neste processo (GIDDINGS,
1987). Murphy et al. (MURPHY; SCHURE; FOLEY, 1998) determinaram que para
manter a separacéo 1D, sdo necessarias cerca de quatro modulagdes ou mais para
cada analito em 1D. A sequéncia de pulso gerada dependera da fase estacionaria e
também de quaisquer efeitos nao lineares (como sobrecarga de pico (TRANCHIDA
et al., 2009). Estes estudos relacionados permitem fornecer uma base fundamental
para a compreensao do papel do modulador no processo de modulagao. O trabalho
pioneiro de Liu e Phillips (LIU; PHILLIPS, 1991) usou um modulador de dessorgao
térmica de dois estagios, que foi aquecido por um filme na superficie capilar e
resfriado pelo ar ambiente. No entanto, este modulador foi de dificil operacao e teve
uma vida curta. O primeiro modulador confiavel foi o aquecido, que também foi o
primeiro a ser comercializado, desenvolvido em 1999 por Phillips. O modulador
térmico rotativo, mostrado na Figura 6a, foi capaz de capturar e reintroduzir uma
amostra usando um aquecedor conectado perpendicularmente a um eixo rotativo
que periodicamente passava ao longo de um segmento da coluna cromatografica,
agindo como uma armadilha. Hoje ndo s&o mais usados devido a limitagdo de
temperatura do modulador.

Os moduladores mais eficientes atualmente usados s&o resfriados
criogénicamente com gases liquefeitos, como didxido de carbono, nitrogénio ou ar,
que foram introduzidos no final dos anos 90. O sistema criogénico modulado
longitudinalmente usa didxido de carbono liquido ou nitrogénio liquido, conforme
Figura 1.6, onde a) é sistema de modulagao térmica, colocado entre a primeira e a
segunda coluna (A), onde ha acumulo de soluto da 1D até a focalizagao e finalmente
entrada do soluto na coluna secundaria. b) Sistema criogénico longitudinalmente
modulado. Em R ocorre o aprisionamento da amostra e em T € a liberacdo desta
para asegunda coluna. c) Modulador baseado em jato criogénico. Um jato a frio
(representado ao lado direito) retém os analitos que eluem a partir de 1D.
Subsequentemente um jato quente é liberado, a as bandas aprisionadas sao

aquecidas rapidamente e os analitos séo liberados em 2D, enquanto o jato frio do
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lado esquerdo € ligado para evitar a quebra de amostra de 1D; até a préxima
modulagao ser iniciada. Modificado de MEINERT, C. et al. (2012).
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Figura 1.6. llustragdo dos principios operacionais de varios tipos de moduladores.

1.1.4. Manipulagéo dos dados e Petroquimica

Devido a alta densidade de dados originados da CGxCG, a razao sinal-ruido

e o numero de compostos detectados também € ampliado, assim como alturas dos
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sinais aumentam quando comparadas ao convencional 1D-CG (ONG; SHELLIE;
MARRIOTT, 2011). Ha efetivamente um aumento na quantidade de informagdes
disponiveis, porém a dificuldade de interpretagdo também aumenta. Micyus et al.
(MICYUS; MCCURRY; SEELEY, 2005) analisaram compostos aromaticos presentes
na gasolina usando CGxCG com um detector de ionizagdo em chama (DIC).
Comparado ao CG-DIC e ao CG acoplado a espectrometria de massa (CG-EM), a
quantidade de informagcdo obtida no cromatograma por CGxCG foi
consideravelmente maior, e concluiram que a metodologia desenvolvida para
CGxCG possui grande precisdo se comparada ao método normatizado pela ASTM
para determinagao de benzeno e compostos aromaticos totais em gasolina. Godoy
et al. (GODOQY et al., 2011) (Figura 1.7) utilizaram analise multivariada de dados
obtido de CGxCG em estudos alternativos a ASTM para curvas de destilagdo. Os
autores mostraram vantagens na obtengao de maiores informagdes cromatograficas
por CGxCG-DIC combinando processamento de analise de dados multivariado para
construgdo de modelos de previsdo sobre a convencional CG-DIC, onde (a)
representa o convencional CG-DIC, (b) CGxCG-DIC modulado, (c) CGxCG-DIC 2D.
Et= etanol, B= benzeno, X= isbmeros do xileno, N= naftaleno, C3= benzeno C3-
substituido, C4= benzeno C4- substituido, C5= benzeno C5- substituido e S=
hidrocarbonetos saturados (alifaticos, aliciclicos e hidrocarbonetos ciclicos). Nesta
figura os autores mostram a superioridade na separagao de amostras complexas por

cromatografia bidimensional abrangente (GODOQY et al., 2011).

Derivados petroquimicos estdo entre as amostras mais complexas
conhecidas. Um desafio adicional € que, ao contrario de outras amostras complexas,
muitas vezes a matriz deve ser fracionada e as fragdes obtidas, analisadas. Os
constituintes quimicos destas fragdes podem ser classificados como hidrocarbonetos
(contendo apenas C e H) e compostos heteroaromaticos e heteroalifaticos (contendo
S, N, O, V, Ni e/lou Fe). Para se entender o grau de complexidade, estima-se que
apenas para as parafinas com 10 carbonos existam aproximadamente 75 isémeros,
e a complexidade aumenta com o aumento do ponto de ebulicdo dos compostos,
onde para a parafina com 20 carbonos estima-se que haja 4347 isdbmeros
(ADAHCHOUR, 2006). Algumas das contribui¢ées petroquimicas por CGxCG sé&o
notaveis quando utilizados em sistemas de detecgao por espectrometria de massas

por tempo de voo ou espectrometria de massas quadrupolar (EMTdV ou EMq,
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respectivamente). A grande diferenca entre esses dois detectores é: enquanto o
EMTdV oferece maior sensibilidade, o EMqg promove uma varredura de massas

seletiva.

Historicamente, a faixa de volatilidade (de 50°C até aproximadamente 340°C)
do CGxCG para aplicacbes em petroleo tem sido bastante limitada devido a
temperatura do modulador e limitagbes de fluxo do gas de arraste, temperatura
maxima de trabalho da coluna (fases com maior polaridade possuem menor
temperatura de trabalho, normalmente tornando limitante a temperatura final de

trabalho), e até mesmo o ajuste de pressao.
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Figura 1.7. Comparagao de cromatogramas representativos da gasolina:

A evolucdo instrumental tornou possivel a separacdo, identificacdo e
quantificagdo em amostras petroquimicas (WEGHE, 2006; BEENS, 2000;
VENTURA, 2008). As UCMs (mistura complexa n&o resolvida, do inglés Unresolved
complex misture, Figura 1.8) em petroleo, até entdo incapazes de serem resolvidas
por separacdo monodimensional, em sistemas bidimensionais, entretanto, sao

capazes de serem separadas e ainda fornecer informagdes de origem da matéria
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organica (AGUIAR, 2010; VENDEUVRE, 2004). Vendeuvre e colaboradores (2004)
(VENDEUVRE et al.,, 2004) e Frysinger e colaboradores (2001) (FRYSINGER;
GAINES, 2001) mostraram o ganho de resolucdo e o aumento da sensibilidade
analitica ao comparar cromatogramas bidimensionais e monodimensionais de
petroleos e este desenvolvimento possibilitou a determinacdo de correlacbes
importantes em amostras de petréleo, como o grau de biodegradagao do 6leo a partir
de cromatogramas. Li et al. (LI et al., 2014) analisaram terpanos em oleos
biodegradados oriundos da China, e concluiram que o uso da CGxCG-EMTdV
oferece varias vantagens em relagao a analise por CG convencional, em especial na
analise de Oleos biodegradados, devido as sobreposi¢cées que ocorrem no sistema
monodimensional, que se tornam mais acentuadas quando se trata de Odleo
biodegradado. Relatam ainda que além de conseguirem diminuir as coelui¢des,
também foi possivel identificar novas classes de compostos que coeluem em sistema
monodimesional. Ventura et al. (2008) (VENTURA et al., 2008) conseguiram resolver
a UCM extraida de sedimentos, para tal separacao utilizaram um sistema de colunas
de fase normal (primeira coluna apolar / segunda coluna polar). Houve compressao
dos compostos alifaticos nos sedimentos na extensdo da segunda coluna polar,
resultando assim em um uso relativamente ineficaz do espago de retengao na
segunda dimens&o. Tran et al. (2010) analisaram 6leos biodegradados usando uma
coluna de configuragao invertida, e obtiveram melhor resolugdo dos compostos
alifaticos do que sob um sistema de fase de coluna normal; esses compostos
constituem o volume da UCM. Porém, pouca identificacdo dos compostos foi
realizada em sua pesquisa. Li et al. (LI et al., 2015) (Figuras 1.8, 1.9 e 1.10)
caracterizaram a UCM em oOleos por CGxCG fazendo um estudo comparativo
utilizando sistemas de colunas normais e invertidas, e mostrou que o sistema de
colunas invertidas possui vantagens para a separagao e identificagdo composicional
da UCM, especialmente compostos de baixa a média massa molar. Na Figura 1.8 o
autor mostra as varias co-eluicbes que ocorrem em sistema monodimensional. (LI,
CAOQO; HU, 2015), na Figura 1.9 exibe a melhor separagédo em sistema 2D do que em
sistema 1D, e na Figura 1.10 o autor mostra que a fase inversa € superior na
separagao em sistema 2D do que a mesma separagao em fase normal (LI; CAO; HU,
2015).
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Figura 1.8. Cromatograma de ions totais da fracdo dos saturados analisados por
CG-EM.
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Figura 1.9. Cromatograma de ions totais da fracdo dos saturados analisados por

CGxCG-EMTdAV por coluna em fase normal para separagao da UCM.
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Figura 1.10. Cromatograma de ions totais da fracdo dos saturados analisados por

CGxCG-EMTdAV por coluna em fase inversa para separag¢ao da UCM.

1.1.5. Fracionamento do Petroleo- SARA

Diversos métodos de separagcdo e caracterizacdo dos componentes do
petréleo tem sido trabalhado, sendo a técnica cromatografica solido-liquido muito
utilizada. Os suportes sdlidos, estaveis fisica e quimicamente, como a silica gel,
encontram diversos tipos de aplicagdes como, por exemplo, em fase estacionaria
para cromatografia liquida, extragao de cations de solventes aquosos e nao aquosos,
reagOes cataliticas ou troca ibnica (COLLINSON, 1998; CASTRO et al., 2008).

Silica e materiais modificados com silica sao obtidos através do processo de
polimerizagao inorganica por solubilizagao (“sol-gel”). Sdo materiais funcionais com
uma impressionante gama de aplicagdes, incluindo os dois pilares da pratica
quimica, sintese e a analise. A silica gel possui uma forma altamente porosa, nado
cristalina de silica e bastante utilizada para remover a umidade de gases e liquidos,
dar superficie opaca a tintas e filmes sintéticos. Em 1866, Nobel descobriu que o
explosivo nitroglicerina € adsorvido em Terra diatomacea (que possui silicatos),
sendo quimicamente estabilizada, permitindo transporte e manuseio mais seguros

do que a nitroglicerina em sua forma bruta. Ele patenteou essa mistura como
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"dinamite", e isso ainda hoje é produto comercial mais importante de uma substancia
organica aprisionada em silica (MEYER et al., 2007). O interesse aumentou e a
tecnologia sol-gel foi patenteada por volta de 1900 (KISTLER, 1937). Os proximos
anos (1912-1915) foram dedicados ao desenvolvimento economicamente viavel e
rapido a partir de silicato de sodio (Na2SiOs) em grandes quantidades e a descoberta
de seu excelente poder adsorvedor foi de uso imediato na adsor¢do do “gas
mostarda”, patenteado em 1919, usado na primeira guerra mundial nas mascaras
dos soldados (PATRICK, 1919). Em 1941, Kistler et al. descreveu que a dessorgao
completa em silica gel ndo é eficaz, ndo modificando a curva de dessorgao.
(KISTLER, 1941). O uso do SiO2 desde seu descobrimento foi baseado

principalmente na quimica de sua superficie e sua propriedade altamente porosa.

Com o objetivo de preparar o primeiro material capaz de adsorver moléculas,
Dickey, em 1949 aprisionou corantes organicos em uma matriz de silica preparada
em temperatura ambiente a partir de uma solugcdo aquosa de silicato de sddio e
depois os removeu por extracdo com metanol e avaliou a adsor¢cdo seletiva por
espectroscopia de UV (DICKEY, 1949). Moreira e Gushikem em 1985
funcionalizaram a silica gel com grupos 3(1-imidazolil)propil para adsorver e pré-
concentrar ions metalicos oriundos de solugdo comercial de etanol de trés espécies

de plantas diferentes,

A silica gel, no entanto, possui grupos silandis reativos em sua superficie, os
quais permitem que a silica seja modificada quimicamente por imobilizacdo de
grupos funcionais organicos contento atomos de oxigénio, enxofre e nitrogénio.
Desta maneira, consegue-se aumentar a capacidade de sor¢éo e/ou troca idnica e,
também, sua especificidade em relagdo a um determinado analito (GUSHIKEN,
1985). O processo de adsorgéo de ions em solugao resulta na imobilizagdo dos ions
metalicos (adsorbato) da solugdo em uma superficie solida (adsorvente). Este
processo pode ser utilizado na separacdo ou pré-concentracdo de espécies
metalicas e semi-metalicas (MARMIER, 2002), e a adsor¢do em solugdo é
influenciada pelas constantes dielétricas dos solventes. Solventes com menores
constantes dielétricas solvatam menos o ion metalico e interagem mais fracamente
com a superficie do adsorvente, proporcionando uma melhor adsor¢ao, como visto

no trabalho de Lessi e Prado, onde ha uma maior adsorgao em solugdes acetbnicas



24

seguido por solugdes etandlicas e aquosas (LESSI, et at., 1996; PRADO; AIROLDI,
2001; CIRIMINNA et al., 2013).
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_Si ; ; OH siloxano
Grupo Ho QS _Si—o-si -
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isolado |

/ OH
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Figura 1.11. Particula de silica gel mostrando a presenga de grupos siloxanos no

seu interior e grupos silanois em sua superficie.

Tais suportes adsorvem ions metalicos/semi-metalicos livres em meio
aquoso. Dentre os varios suportes que possuem capacidade de adsorver ions
metalicos/ semi-metalicos, a silica gel e a alumina sdo comumente usadas para
separar materiais contendo hidrocarbonetos, bem como compostos organicos
contendo nitrogénio, oxigénio e enxofre. Jewell et al., em 1972, foram um dos
pioneiros a usar a cromatografia de troca ibnica e coordenag&o para remogao de
compostos acidos, basicos e nitrogénio neutro em destilados de petréleo, seguida
por cromatografia de adsor¢céo da fragdo restante. Os componentes do petrdleo
podem ser hidrocarbonetos saturados (saturados), hidrocarbonetos aromaticos
(aromaticos), resinas e asfaltenos (SARA) (JEWELL et al., 1972).No entanto, uma
percentagem relativamente elevada dos componentes ndo hidrocarbonetos, como
acidos organicos, bases e compostos heterociclicos, causam adsorc¢ao irreversivel

de alguma porgéo do material em alumina e silica gel (BODUSZYHSKI, 1976).

Os compostos saturados sao hidrocarbonetos apolares, isto €, sdo parafinas,
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iso-parafinas e compostos nafténicos. Compostos aromaticos contém um ou mais
anéis aromaticos. Resinas e asfaltenos sao fragdes consideradas nao-
hidrocarbonetos contendo nitrogénio, enxofre e/ou oxigénio e abundantes em

amostras polares.

Petrdleo
| I |
Hidrocalrbonetos Outros Compostos
Alifé’lcicos Aro;néticos Naf:cenos Sulfu'rados Nitroglenados Oxigelnados Meté;licos
<8% <1% <3% <100PPM

Figura 1.12. Algumas moléculas constituintes do petroleo.

As separagdes sdo necessarias para determinar a concentragao relativa de
cada grupo e obter fragbes menos complexas para analises posteriores por
cromatografia gasosa. Um grande numero de procedimentos para identificar e medir
fragdes do SARA é descrito na literatura, incluindo a coluna cromatografica tubular
aberta (ASTM, 2012a; ASTM, 2012b; ASTM, 2012c) cromatografia em camada
delgada por detecgéo de ionizagdo em chama (CCD-DIC) (KARLSEN, 1991; JIANG,
2008) cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (SUATONI, 1975; HAYES,
1985; GRIZZLE, 1986), e determinacao de asfaltenos (ADAMS, 2015; SAROWHA,
1997). O método gravimétrico requer grande quantidade de solvente, 6leo e tempo,
exigindo algumas horas ou mais de trabalho. A CLAE tradicional n&o fornece
separagdes totalmente resolvidas de compostos saturados, aromaticos e resinas, e
os asfaltenos adsorvem de forma irreversivel ou precipitam na coluna (SAROWHA
et al., 1997). Devido a esta adsorgao irreversivel ou dificil remocéao a partir das fases
estacionarias do CLAE, muitos autores desasfaltam os oleos, betumes e extratos de
rochas antes da separagdo em métodos convencionais de separagdo por CLAE
(SAROWHA et al., 1997; PODGORSKI et al., 2013). Este método de desasfaltar o
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petréleo também é padronizado pela ASTM 6560 (Figura 1.13). A separagéao
subsequente de maltenos em saturados, aromaticos e resinas sao conduzidas
usando cromatografia liquida de alto desempenho com colunas de amino, ciano,
silica, ou colunas de alumina. Este método é o mais rapido e mais automatizado do
que a cromatografia de adsor¢ao gravimétrica, no entanto existem limitagées 6bvias
que envolvem o uso de extenso reequilibrio de coluna ou tempos de reativagao e
consideravel perda de tempo na preparagao da amostra (GRIZZLE; SABLOTNY,
1986). As fracbes de maltenos sdo entdo separadas e quantificadas através de
diferentes processos, e compostos polares podem ser irreversivelmente adsorvidos
na coluna, levando a uma ma recuperagao e problemas de entupimento (MCLEAN;
KILPATRICK, 1997). O método de deteccao pelo indice de refragdo (IR) usado é
sensivel a hidrocarbonetos e solventes componentes, sendo necessario calibragdes
frequentes (MASSON; PRICE; COLLINS, 2001).

Embora o CCD-DIC seja uma abordagem rapida, a resposta do DIC varia
significativamente entre os componentes, mesmo dentro das mesmas fragbes
individuais (BISHT et al., 2013; KHARRAT et al.,, 2007) e o método nao é
recomendado para analises SARA de rotina em 6leos de média e baixa densidade.
Também ha o inconveniente de que os resultados analiticos destas abordagens
diferem de método para método e comumente mostram baixa reprodutibilidade
(SPEIGHT, 2004).

Oleo
(n-heptano)

Asfaltenos Oleo sem asfaltenos
(insoluveis) (eluigdo com alumina)

\
\ l

2. Resinas 1. Saturados
(lavagem com tolueno) (lavagem com n-heptano)

[
3. Resinas
(lavagem com piridina)

Carbenos/Carbdides
(insoltveis em tolueno)

Asfaltenos
(soluveis em tolueno)

Carbenos
(soluveis em CS,)

Carbdides
(insoluveis em CS,)

Figura 1.13. Esquema simplificado de fracionamento SARA. Traduzido de J.G.
Speight (2004) (SPEIGHT, 2004).

A analise composicional de 6leos crus é um passo muito importante ao longo
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de toda a cadeia de valoracao do 6leo, que impacta em muitas operacdes upstream,
midstream e downstream (Upstream engloba as atividades de busca, identificacédo e
localizagdo das fontes de d6leo e o transporte deste 6leo extraido até as
refinarias. Midstream é a fase em que as matérias-primas sao transformadas em
produtos prontos para uso especifico. Downstream é a parte logistica, ou seja, o
transporte dos produtos da refinaria até os locais de consumo). Um passo essencial
desta analise é a separacgao e quantificacdo do SARA. Embora varios procedimentos
para a separacdo SARA tenham sido desenvolvidos e utilizados ha décadas, a

maioria apresenta inadequacgdes, sendo necessario o aprimoramento destas.
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1.2. Objetivo Geral

Estudo da separacdo de componentes das classes de saturados e aromaticos de

varios petréleos brasileiros com identificacdo por CGxCG-EMq.
1.2.1. Objetivos especificos

. Identificar classes de compostos da fragao de saturados de petrdleo utilizando
CGxCG-EMq.

° Separar e identificar classes de compostos nitrogenados da fracédo de
aromaticos de petréleo utilizando CGxCG-EMq e FT-ICR MS.
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1.3. Estrutura da Tese

Nesta Tese foram desenvolvidas aplicacbes da CGxCG-EMq para a
caracterizagdo quimica de diferentes petréleos brasileiros, bem como o
desenvolvimento de metodologias para separagao de classes minoritarias presentes
na fracdo dos compostos aromaticos. Os petroleos utilizados possuem
caracteristicas fisico-quimicas muito diferentes, variando do leve a pesado, conforme

a classificagao de petroleo de acordo com a gravidade API (Tabela 1.1).

O capitulo 2 é descrito o uso da CGxCG-EMq na caracterizacédo de classes
de compostos saturados em 6leos brasileiros e estimado de forma relativa as varias

classes existentes na fracdo saturada do petroleo.

No capitulo 3 é mostrado o uso da cromatografia gasosa bidimensional
abrangente (CGxCG-EMq) e espectrometria de massas por ressonancia ciclotrénica
de ions por transformada de Fourier (FT-ICR MS) no estudo da fracdo dos
aromaticos de 6leo crus utilizando silica modificada com &cido bérico. O método foi
capaz de separar classes minoritarias nitrogenadas utilizando pequenas quantidades
de oleo.

No capitulo 4 sdo apresentadas as conclusdes gerais da Tese.

Tabela 1.1. Classificacao de petréleos de acordo com a gravidade API.

Petréleo Gravidade API
Leve >30

Médio 20,0-30,0
Pesado 10,0 - 20,0

Fonte: ANP.
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. CAPITULO 2 - USO DA CROMATOGRAFIA GASOSA
BIDIMENSIONAL ABRANGENTE (CGxCG-EMq) NA
CARACTERIZACGAO DE CLASSES DE COMPOSTOS
SATURADOS EM OLEOS BRASILEIROS
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2.1. RESUMO

A producédo de petrdleo brasileiro na camada do pré-sal consiste em 6leos com
alto teor de compostos saturados. A identificacdo de compostos parafinicos e
nafténicos nesses petroleos é fundamental para entender seu comportamento
reologico. No presente estudo, a cromatografia gasosa bidimensional abrangente foi
aplicada para avaliar a capacidade de separagao destes componentes quando
comparada a cromatografia gasosa monodimensional. Consequentemente, foi
possivel estimar de forma relativa as varias classes existentes na fragao saturada do
petréleo. Os resultados indicam que os compostos nafténicos (53-77%) sdo mais
abundantes que as n-parafinas e as iso-parafinas (22-46%) nas fragdes apolares de
petroleo em amostras de média a baixa densidade, de acordo com o Instituto
Americano do Petréleo (API). Oleos leves apresentaram alta quantidade de iso-
parafinas (37%) e a segunda classe mais abundante foram os compostos
monociclicos (30%). Petroleos com alto ponto de fluidez apresentaram maior
quantidade de n-parafinas pesadas que petréleos com baixo ponto de fluidez,
sugerindo uma correlagao entre o ponto de fluidez e as n-parafinas de alta massa

molar.
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2.2, INTRODUGAO

O petréleo ainda é a fonte mais versatil e natural de combustiveis e produtos
quimicos de vital importancia na vida moderna. Seus milhares de compostos podem
ser separados por destilacdo e extragdo em suas diversas fragdes, incluindo gases,
nafta, gasolina, querosene, combustivel de aviagdo, lubrificantes, combustiveis e
asfalto (XU et al., 2014). Devido a esta mistura complexa, a composi¢céo do éleo cru
€ geralmente distribuida por grupos de compostos com propriedades quimicas
similares, tais como saturados, aromaticos e polares (SAP), sendo este ultimo
compreendendo em asfaltenos e resinas. Os saturados incluem alcanos (n-
parafinas), compostos ramificados (iso-parafinas) e ciclicos (ciclo-parafinas).
Compostos aromaticos consistem em cicloalcano, aromatico-ciclo alcanos
(aromaticos nafténicos) e, geralmente, compostos heterociclicos como tio-
compostos (VAN DE WEGHE et al., 2006). Finalmente, as classes dos polares
(resinas e asfaltenos) sdo formados por compostos policiclicos polares de alto peso
molecular, contendo grandes quantidades de compostos heteroatémicos (SPEIGHT,
2004).

As propriedades fisico-quimicas dos 6leos mudam consideravelmente
dependendo das classes de compostos existentes neste. O desenvolvimento de
metodologias analiticas viaveis para determinar seus constituintes se faz necessario
essencialmente porque a industria do petroleo deve determinar a adogédo de
procedimentos apropriados para processar e transportar o petréleo. Normalmente,
um oleo com maior densidade API se correlaciona com uma menor quantidade de
compostos aromaticos. Como tal, uma maior quantidade de compostos mais leves,
como n-parafinas e iso-parafinas, apresentara uma menor viscosidade do 6leo. Além
da densidade e da viscosidade, outras propriedades dos 6leos sao influenciadas pela
sua composicdo quimica, por exemplo, elevadas quantidades de parafinas de
elevada massa molar (MM) aumentam o ponto de fusdo do 6leo (COTO et al., 2011).
Instrumentos especificos utilizando sistemas de separacdo com multiplas colunas
foram projetados para caracterizar fragdes de petroleo (BEENS, 2000), e a
especiacao de constituintes de petréleo fornece uma melhor compreensao de suas
caracteristicas fisico-quimicas, uma vez que esse fator agrega valor ao processo de

producdo industrial. Com o advento da cromatografia gasosa bidimensional
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abrangente (2D) acoplada a espectrometria de massa (CGxCG-EMq), mais

informacdes estruturais puderam ser obtidas.

O CGxCG vem sendo aplicado com sucesso em modernos laboratoérios para
detectar e quantificar constituintes e contaminantes em varios tipos de matrizes
(MEINERT; MEIERHENRICH, 2012; KUEH et al.,, 2003; CORTES et al., 2009;
HARYNUK et al.,, 2006; MARRIOT, 2002; AMADOR-MONOZ et al., 2008). Esta
técnica combina duas colunas com diferentes mecanismos de separagao, por um
modulador, responsavel por aprisionar, focalizar e reinjetar os componentes que séo
eluidos da primeira para a segunda coluna. Os componentes eluidos da primeira
coluna apresentando picos sobrepostos, sdo ainda separados na segunda coluna. A
segunda separagao é rapida, permitindo a introducdo de fragdes subsequentes da
primeira coluna sem interferéncia matua (XU et al., 2014; VAN DE WEGHE et al.,
2006). Em principio, todos os tipos de fases estacionarias podem ser usados na
primeira dimenséo de um instrumento CGxCG. A utilizagdo de uma fase apolar, no
entanto, permite minimizar o efeito do coeficiente de atividade na primeira dimensao.
Resultados analiticos mostram que a capacidade de separagao da coluna de fase
normal torna-se maior a medida que a massa molar e a polaridade dos
hidrocarbonetos aumentam e como consequéncia um aumento de tempo na
retencdo na segunda coluna (AMADOR-MUNOZ et al., 2008; LI et al., 2015).

No presente estudo, procuramos expandir as informacdes disponiveis sobre
a fracdo de compostos saturados do petroleo bruto da bacia brasileira através de uso
de cromatégrafo moderno quadrupolo CGxCG (CGxCG-EMq), permitindo a
separagao de todos os compostos saturados em varias classes de compostos
organicos. Isso pode ser alcangado pela velocidade de varredura de 50 Hz para
atingir 10.000 amu/s, e pela selegcdo adequada da faixa de massas, usando
espectros de massa obtidos para a confirmagdo da classe dos compostos
analisados. Para a primeira dimensao da CGxCG, foi usada a coluna DB-5MS (5%
fenil, 95% metil-polissiloxano, a fim de separar os compostos com base em sua
volatilidade. A volatilidade de uma amostra de 6leo € uma importante propriedade
para a caracterizagdo dos compostos. Para a separagado cromatografica de
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, a coluna DB-5 foi combinada com um BPX50

(50% fenil polisilfenileno-siloxano) para a segunda dimensao (VAN DE WEGHE,
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2006).
2.3. EXPERIMENTAL
2.3.1. Amostras de petréleo

Oito 6leos brasileiros de diferentes regides, pertecentes ao pré e pos sal, com
diferentes propriedades fisico-quimicas, variando de leves a pesados, foram
utilizados neste estudo. Durante o processo de tratamento do éleo, a agua livre (agua
nao emulsionada) presente no 6leo foi separada por decantag&o por 1 h, conforme
descrito por Sad et al.(SAD et al.,, 2014). Apds esta etapa, o teor de agua foi
determinado nas emulsdes agua-oleo. Amostras com teor de agua superior a 2% v/v
foram desidratadas. Copolimeros de 6xido de polietileno e 6xido de polipropileno
(PEO-PPO) em diferentes proporgdes molares de EO/PO foram usados como
surfactantes. A desemulsificacdo € obtida pela adicdo de 200 uL de emulsificante
comercial concentrado a 60 °C e centrifugagdo a 1600 rpm por 15 min. O produto
resultante foi denominado “6leos desidratados”. Apds a demulsificagdo, o conteudo
de agua foi novamente determinado para verificar se era inferior a 1,0% vlv,
conforme determinado pelo método potenciométrico Karl Fischer, de acordo com o
método padrao ASTM D4377 (ASTM, 2011).

2.3.1.1. Densidade API

A densidade API foi determinado de acordo com a ASTM D1250 (ASTM,
2013). Os dleos estudados foram classificados como leve, médio e pesado (de
acordo com a classificacdo ANP- Agéncia Nacional de o6leo, gas natural e
biocombustivel). Amostras com alto °APIl foram medidos a 50 °C e depois

convertidos para o seu valor equivalente a 20 °C para calcular a densidade API.
2.3.1.2. Ponto de fluidez

O ponto maximo de fluidez foi determinado de acordo com ASTM D 5853
(ASTM, 2016) em um testador semi-automatico de ponto de fluidez 531/S
PETROTEST com cinco cameras de teste com uma faixa de aplicabilidade de 20 a
-69 °C. As amostras foram homogeneizadas manualmente sob agitagéo por 2 min e

transferidas para o frasco de teste acoplado a um termdémetro em 5 °C. O frasco de
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teste contendo a amostra foi deixado em repouso a temperatura ambiente por 24 h
para atingir o equilibrio entre a parafina cristalizada e a parafina dissolvida. Apos
esse periodo, o frasco de teste foi aquecido a 45 °C por 15 min em estufa. Para
interromper o periodo de repouso, a amostra foi suavemente agitada com um bast&o
de vidro e as paredes do frasco foram cuidadosamente esfregadas. O frasco de teste
foi entdo inserido na camara de medicdo, e o teste foi iniciado baixando a
temperatura. Para cada diminuicdo de temperatura em 3 °C, o conteudo do frasco
de teste foi vertido em um angulo de 90° para observar sua fluidez. O teste terminou
quando a amostra parou de fluir a uma determinada temperatura. O ponto maximo

de fluidez determinado pelo equipamento foi a -36 °C.

2.3.1.3. Fracionamento SAP

O fracionamento SAP ¢é baseado na polaridade e na adsor¢cdo dos
componentes do oOleo e suas diferentes habilidades para atuar sobre silica gel e
alumina. As fragdes foram eluidas e recuperadas por uma série de solventes polares
e apolares. Os compostos saturados, aromaticos e polares (resinas e asfaltenos)
foram obtidos por colunas cromatograficas preparativas em silica gel (FILGUEIRAS
et al., 2016). O 6leo (200 mg) foi dissolvido em n-hexano e adsorvido na superficie
da silica gel previamente ativada (230 a 400 mesh SiliCycle Inc., Quebec, Canada)
(SAD et al., 2014). Particulas de tamanhos de 230 a 400 mesh (10 g), 100-200 mesh
(5 g) e 70-30 mesh (5 g) foram ativadas a 120 °C por 12 horas e vertido numa coluna
de vidro (250 x 18 mm). O 6leo adsorvido em silica gel (6leo adsorvido) foi transferido
para o topo da coluna e sucessivamente eluido com n-hexano grau (200 mL), n-
hexano:diclorometano 200 mL (1:1, v/v) e metanol (200 mL) para obter fragdes
saturadas, aromaticas e polares, respectivamente. Todo solvente utilizado possui
grau de pureza HPLC. Cada fragdo foi evaporada em evaporador rotativo até a
secura e depois pesada. Cada dleo foi fracionado trés vezes e a porcentagem de

recuperacao de peso foi normalizada para cada fragao conforme Tabela 2.1.
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2.3.1.4. Parédmetros CGxCG-EMq

O sistema CGxCG-EMq consistui-se de um cromatografo gasoso combinado
com um espectrdmetro de massa quadrupolar (sistema Shimadzu GC-MS QP2010
Ultra) e um amostrador automatico AOC-5000 equipado com um modulador ZX1-
GCxGC (Zoex, Houston, TX, EUA). O modulador utiliza nitrogénio liquido para o jato
frio e nitrogénio gasoso para o jato quente.

A separagdo cromatografica na primeira dimensao foi realizada em uma
coluna apolar (eixo x) DB-5MS com 5% de fenil e 95% de metilpolissiloxano (30
mx0,25 mm d.f x 0,25 ym de espessura de fiime, J & W Scientific, Agilent
Technologies, EUA) e a segunda dimensao foi realizada em uma coluna mais polar
(eixo y) BPX-50 com 50% de fenil e 50% de metil-polissiloxano (1,8 m x 0,1 mm x
0,1 ym, SGE, SGE International, Ringwood, Australia). O programa de temperatura
para o forno CG comegou a 70 °C, seguido por uma rampa de aquecimento de 2
°C/min até 300 °C, mantido em isotérmica por 20 min. A temperatura do injetor foi de
280 °C e a injecao foi realizada no modo sem divisdo. O hélio foi usado como um
gas carreador a uma taxa de fluxo de 1,5 mL/min, e a interface e a temperatura da
fonte de ions foram mantidas em 300 °C. O EMq foi operado no modo de impacto d
elétrons com uma faixa de varredura de massas de m/z 50-500. A temperatura da
fonte de ions foi de 230 °C, a energia eletrdnica aplicada foi de 70 eV com uma taxa
de aquisicéo de 25 espectros/s. O periodo do modulador CGxCG foi de 6s (jato frio)
e 300 ms (jato quente), e o processamento dos dados foi realizado com o software
GC Image (ZOEX Corporation, Houston, Texas, EUA). Uma solugéao de 5.000 ppm
foi preparada a partir da fragdo saturada com diclorometano, e 1 uL foi injetado. A
quantificacdo relativa das classes dos compostos saturados identificados foi
realizada com base no volume do pico, conforme determinado pelo software
GClmage. Apds obtengao dos volumes para todos os compostos identificados, eles
foram relacionados com a quantidade de saturados na amostra, obtendo assim uma
percentagem relativa de cada classe de saturados presentes na amostra. Na Figura
2.1 é mostrada a identificagdo dos componentes do cromatograma CGxCG-EMq da
fracdo saturada do Oleo 7. Os componentes identificados foram agrupados em

classes de compostos mais importantes para a caracterizagao do dleo.
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Figura 2.1. Cromatograma de ions totais (CIT) de alguns ions identificados através

do espectro de massas e sua estrutura hipotética.

2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica CGxCG-EMq permitiu determinar a presenca relativa da maioria dos
compostos organicos presentes na fracdo dos saturados. A determinagdo da
distribuicdo das n-parafinas no petréleo € um paramentro importante em um modelo
termodinamico para prever o ponto de fluidez ou a temperatura de deposi¢ao das
parafinas. As propriedades fisico-quimicas dos oleos refletem sua constituicao
quimica. As fragbes aromaticas, polares e principalmente as saturadas contém uma
grande quantidade de compostos quimicos que podem explicar algumas

composigdes inesperadas do petréleo (COTO et al., 2011).
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Os 6leos estudados foram classificados como leves (6leo 7, com densidade
API maior que 31), intermediario (6leo 1, 2, 3, 4 e 8, com densidade API entre 31 e
22) e pesados (6leo 5 e 6, com densidade APl menor que 22). Os 6leos pesados
normalmente tém maior conteudo de compostos polares (resinas e asfaltenos) em
sua composi¢cao, enquanto os 6leos leves (maior que 31 e alta densidade API)

apresentam maior conteudo de compostos saturados (WANG et al., 2006).

Em geral, todos os Oleos analisados apresentaram uma porcentagem relativa
de compostos polares variando entre 8% a 13% (Tabela 2.1). Curiosamente, éleos
mais pesados (5 e 6) ndo apresentaram os maiores valores. Estes foram atribuidos
aos Oleos 1 e 2 (12,3% e 13,2%) considerados de densidade intermediaria. Por outro
lado, o 6leo 7, o 6leo mais leve, apresentou o maior conteudo de compostos
saturados e o menor conteudo em compostos polares, satisfazendo a regra geral
(SAD et al., 2014). Seu alto ponto de fluidez (6 °C com gravidade API de 34,46), no
entanto, ndo foi um resultado esperado para um 6leo leve (SAD et al., 2014), porém
pode ser explicado pela maior quantidade de n-parafinas pesadas (C27-C35) quando
comparados com os outros 6Oleos estudados (exceto para os Oleos 5 e 6 sem
conteudo de n-parafinas) (Figura 2.2), bem como a maior quantidade de iso-

parafinas (Figura 2.3).
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Tabela 2.1. Propriedades fisico-quimicas dos o6leos brasileiros selecionados. Os

resultados foram expressos pela média (desvio padréo entre parénteses).

NAT Viscosidade
Amostra Densidade (mg.KOH cinematicaa Pontode Enxofre total Saturados Aromaticos Polares
ID AP| 9 40 °C (mmzs_ fluidez (°C) (Wt%) (Wt%) (Wt%) (wt%)

-1
g-1) 1)
ASTMD1250 ASTM D664 ASTM D7042 ASTM D5853 ASTM D4294

1 2563 0,236 27,51 3 0,4867 63,2 245 12,3
’ ©0,021)  (0,02) (0,001) (1,1) (18) 07)
2 27.47 0,353 21,94 6 0,3879 60,9 259 13,2
(0049)  (0,02) (00003  (38) 22) @)
0,201 171 0,3562 59,8 29 11,3
3 2654 003) (0,23) 3 (0,0004) (1.9) (16) (0.3)
0,314 20,42 0,3714 65,1 25,7 9,2
4 218 0021) (011 12 (0,0003) 2.8) 0.8) (3.5)
2,913 550,7 0,5588 56,3 33,8 9,9
° 88 0153 (6) 2 (00008)  (03) (1.2) ()
2,698 1674 0,3103 58,2 32,2 95
2 1484 0.201) @) = (0,001) (12) 0.8) 0.8)
0,095 31,13 0,0575 78 141 7,9
! 3446 0007)  (0,09) ® (00003)  (16) (1.1) 0.7)
0,123 20,53 0,3308 64,3 24,3 11,4
e 2136 0009)  (0.01) L (0,0003) 2.1) 2.2) 0.1)

Coutinho et al. (COUTINHO et al., 2018) realizaram uma semi-quantificagao
de 12 6leos e observaram que 6leos com uma pequena diferenga na gravidade API
apresentaram diferentes perfis na concentracdo de classes e que os alcanos
ramificados foram a classe principal no 6leo cru seguido por n-alcanos. Os 6leos
intermediarios 1, 2 e 3 tem um ponto de fluidez positivo (3,0, 6,0 e 3,0 °C,
respectivamente), enquanto o éleo intermediario tem ponto de fluidez negativo (-12
°C). Esta variagao do ponto de fluidez pode ser relacionada a diferentes quantidades
de n-alcanos, alcanos ramificados e fragbes nafténicas. Vanini et al. (VANINI et al.,
2018) utilizaram uma coluna polar/apolar em CGxCG-EMTdV (Cromatografia
Gasosa Bidimensional Abrangente acoplada a Espectrometria de Massas por Tempo
de Voo) e semi-quantificaram varios compostos em 14 classes (n-parafinas,
parafinas ramificadas, monociclico alquilicos, entre outros) analisando o petroleo

bruto.
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Os Oleos pesados (5 e 6) exibiram alta viscosidade cinematica, como
esperado, e ponto de fluidez negativo (Tabela 2.1) (SAD et al., 2014). A auséncia de

n-parafinas nessas amostras (Figura 2.2), provavelmente devido a processos de
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biodegradagao, parece ter alguma influéncia sobre esse baixo ponto de fluidez. No
entanto, o teor de aromaticos (33,8% e 32,2%, respectivamente) foi maior em relagao
aos demais 6leos. Compostos nafténicos monociclicos também foram abundantes
nessas amostras. Compostos aromaticos, juntamente com monociclicos nafténicos,
tém sido descritos como depressores do ponto de fluidez do diesel. Os 6leos 5 e 6
nao apresentaram quantidade suficiente de n-parafinas para quantificacao relativa
como resultado da biodegradagédo. A Figura 2.4 mostra um tipo de cromatograma de
misturas complexas nao resolvidas (UCM) de acordo com Li et al. (2015) (LI et al.,
2015). Os demais 6leos possuem uma quantidade consideravel de compostos n-
parafinicos. De acordo com a escala de biodegradacédo (LARTER et al., 2012), n-
parafinas sao as primeiras a serem biodegradadas, seguidas por iso-parafinas e
depois pela classe monociclica. O 6leo 5 apresenta baixos compostos iso-
parafinicos, enquanto no 6leo 6 nado foram encontrados iso-parafinas, comegando

com compostos monociclicos, como mostrado na Figura 2.4.

\\
7 Iso-parafinas,
X

\) Monociclicos

Figura 2.4. Cromatograma tri-dimensional da amostra 1, mostrando a existéncia de

classes em maior abundancia na fragao dos saturados.

Os o6leos 4 e 8 apresentaram baixo ponto de fluidez de -12°C e -15°C,

respectivamente, conforme esperado para 6leos intermediarios. No entanto, os 6leos
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1, 2 e 3 apresentaram um ponto de fluidez positivo (Tabela 2.1), um resultado
inesperado para oleos intermediarios. Esta variagao do ponto de fluidez para dleos
dentro da mesma classe pode estar relacionada com diferentes quantidades de n-
alcanos, alcanos ramificados e fragdes nafténicas. Os 6leos 1, 2 e 3 possuem uma
quantidade relativa de n-parafinas mais pesadas (maior que C23), comparados com
os Oleos 4 e 8 (Figura 2.3), enquanto o 6leo 2 apresenta um alto conteudo de
nafténicos monociclicos. A maior quantidade de parafinas pesadas também foi
observada para o 6leo leve 7, que também apresentou um ponto de fluidez positivo.

Assim como os compostos saturados, todos os Oleos analisados
apresentaram n-parafinas, com exceg¢ao dos O6leos biodegradados 5 e 6, iso-
parafinas e naftenos mono-, bi-, tri-, tetra- e pentaciclicos. Da classe nafténica, os
monociclicos foram os mais abundantes dentre os oito éleos analisados. No entanto,
no oleo 3, os nafténicos biciclicos eram quase tdo abundantes quanto os naftenos
monociclicos. Fragmentos de ions com razbes massa/carga caracteristicos foram
usados para encontrar as varias classes de compostos saturados no cromatograma;
m/z 85 para as n-parafinas, m/z 113, 137, 183 para as iso-parafinas, m/z 69, 83, 97
para os monociclicos, m/z 123 para os biciclicos, m/z 191 para os triciclicos, m/z 217,
218 para o tetraciclico e m/z 191 para os compostos pentaciclicos (WANG et al.,
2006; VENTURA et al., 2008) como mostrado nas Figuras 2.4 e 2.5.
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2.5. CONCLUSOES

A técnica CGxCG-EMq permitiu o reconhecimento e a quantificagao relativa
de componentes apolares presentes na fragdo saturada de petrdleo como n-
parafinas de C11 a C35. Além disso, permitiu a determinagdo de compostos
biciclicos, ftriciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos. A classe de compostos
monociclicos e iso-parafinas € a mais abundante na fragéo saturada destes 6leos. O
ponto de fluidez positivo para 6leos leves (gravidade APl maior que 30) pode estar

relacionado ao alto conteudo de n-parafinas e iso-parafinas.
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3. CAPITULO 3 - SEPARAGAO DE UMA FRAGAO DE COMPOSTOS
NITROGENADOS DO PETROLEO POR CROMATOGRAFIA EM
COLUNA DE SIiLICA GEL MODIFICADA

9'S

Coluna ll (seg)
€

15 26 36 47 59 69 80 91

Coluna | (min)

Identificagdo de classes minoritarias de compostos aromaticos nitrogenados basicos

e neutros dentro da fragdo dos aromaticos.
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3.1. RESUMO

Embora a concentragdo de compostos nitrogenados em petroleos crus seja
relativamente baixa (menor que 2 wt%), eles sdo considerados prejudiciais aos
processos de refino e ao meio ambiente, podendo formar depdsitos, deteriorar
combustiveis, contribuir para poluicdo do ar e ainda s&o potencialmente
carcinogénicos. Compostos nitrogenados identificados nos processos de refino sdo
oriundos da matriz oleosa, sendo desejavel o conhecimento de quais espécies
nitrogenadas estao presentes no petroleo cru. Devido a complexidade da matriz, séo
necessarios meios para separar estes compostos, sendo mais comum o método por
fracionamento convencional em silica gel e alumina, porém s&o ineficazes para
separar tais classes minoritarias, provavelmente devido a sua maior interagdo com
elas. Por esse motivo, propusemos um método de separagao por cromatografia em
coluna, através de um método de separacdo, SAP, capaz de separar classes
minoritarias, como compostos nitrogenados neutros e basicos, utilizando uma
modificagao de silica gel com acido bdrico para fracionar pequenas quantidades de
petréleo cru (~50 mg). O método mostrou-se reprodutivel, demonstrado com
triplicata de sete 6leos selecionados com densidade API variando de 14,8° a 34,4°.
Ao modificar a silica gel com acido borico, compostos nitrogenados aromaticos foram
obtidos na fase aromatica do método SAP e analisados em cromatdgrafo gasoso
bidimensional abrangente (CGxCG-EMq) e por Espectrometria de massas por
Ressonancia ciclotrénica de ions por transformada de Fourier (FT-ICR MS). Houve
menor retencdo da fragdo dos compostos saturados em silica gel modificada,
enquanto, para a fracdo dos aromaticos e polares, tal fase estacionaria reteve mais
compostos, principalmente os hidrocarbonetos aromaticos Por conseguinte,
compostos heteroaromaticos como séries homodlogas de carbazdis e piridinas foram
eluidos e identificados, com obtenc&o de cromatogramas e espectros de massas de
alta qualidade para os compostos em estudo.

Palavras-chave: Silica gel modificada; Acido bdrico; Cromatografia gasosa
bidimensional abrangente; Petroleo; Hidrocarbonetos contendo nitrogénio.
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3.2 INTRODUGAO

Consideram-se impurezas do petréleo os compostos orgéanicos sulfurados,
nitrogenados e oxigenados, além dos sais inorganicos presentes na agua
emulsionada com o 6leo (FREITAS et al., 2009). Dentre os contaminantes
destacam-se os compostos nitrogenados, os quais se apresentam naturalmente nos
petréleos, quase que em sua totalidade na forma organica, tendendo a se concentrar
nas fragées mais pesadas do 6leo cru. Os compostos nitrogenados sao classificados
como basicos, apresentando anéis piridinicos (quinolina, benzoquinolina), ou nao-
basicos, que possuem aneis pirrolicos (indolicos, carbazodlicos e benzocarbazolicos)
além de compostos policiclicos mistos contendo S, N, O e metais (SINGH et al.,
2011; SPEIGHT, 2004). Embora compostos nitrogenados estejam presentes em
baixas concentragcbes (menor que 2 wt%), valores de nitrogénio acima de 0,25 wt%
sdo considerados elevados e o valor médio esta em torno de 0,1% wt% (WANG,;
ROBBINS; GREANEY, 2004). Assim como as espécies sulfuradas, compostos
nitrogenados envenenam catalisadores, estabilizam emulsdes, tornam instaveis os
produtos do refino (formagao de gomas e alteragéo da coloragao) e causam corrosao
(OKUMURA,; STRADIOTTO, 2007). A presenca destes nos combustiveis também é
danosa, visto que propiciam o aumento das emissdes de poluentes, como os 6xidos
de nitrogénio (NEEFT; MAKKEE; MOULIJN, 1996), e por fim, sdo toxicos, possuem
atividades cancerigenas e mutagénicas (TOMKINS, 1982). Algumas classes de

compostos nitrogenados sdo mostradas na Figura 3.1.
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Figura 3.1. Exemplos de compostos nitrogenados aromaticos basicos e nao basicos

encontrados no petroleo. A- Compostos carbazdlicos, B- Compostos quinolinicos, C-
Compostos piridinicos.

O nitrogénio nem sempre esta presente como unico heteroatomo na molécula;
uma combinagdo de oxigénio e enxofre também podem ser encontrados (PRADO et
al., 2017). Normalmente compostos heteroaromaticos nitrogenados sdo encontrados
na fragado das resinas, ou seja, na fragao pesada dos 6leos e em derivados do mesmo
(CHRISTY et al., 1989; VON MUHLEN et al., 2010). As resinas possuem grande
funcao na estabilizacdo do petroleo com a formacgao de micelas, e esta estabilizacio
coloidal é responsavel por agregar os asfaltenos ao resto das fragdes. A diferenca
entre os constituintes dos asfaltenos e das resinas € baseada em propriedades
fisico-quimicas como a solubilidade e massa molar. As diferencas estruturais
conduzem a diferentes comportamentos e mesmo uma pequena diferenga na
molécula pode fazer com que um composto se altere de soluvel em pentano, para
insoluvel em pentano (ANDERSEN; SPEIGHT, 2007; GOLOVKO; GRIN'’KO, 2018).
Séries de alquil-carbazéis e alquil-benzocarbazéis foram identificadas em gaséleo
pesado e residuo de destilacdo atmosférica em dleos brasileiros, assim como alquil-

inddis, alquil-carbazois, alquil-benzocarbazodis, alquil-quinolinas, alquil-indeno-
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piridinas, alquil-benzoquinolinas e alquil-dibenzoquinolinas (VON MUHLEN et al.
2010).

Para superar os efeitos deletérios dos compostos nitrogenados na cadeia do
petréleo, o desenvolvimento de tecnologias de desnitracdo € de grande interesse.
Entretanto, para eficiéncia destas tecnologias é necessario monitorar a qualidade do
Oleo e para a remogao de compostos nitrogenados € importante ter conhecimento
dos tipos moleculares, das quantidades existentes e das estruturas dos compostos

presentes no petréleo, mesmo que em quantidade trago (SINGH et al., 2011).

A separagdo de compostos nitrogenados por cromatografia a partir do
petroleo e derivados vem se mostrando importante para a sua elucidacao estrutural
e varios procedimentos de isolamento e fracionamento dos 6leos foram descritos em
estudos, incluindo cromatografia por coluna tubular aberta (LATER et al., 1981),
cromatografia liquida (LI et al., 1992; RUCKMICK, HURTUBISE, 1987; WILLSCH et
al., 1997) e extragdo em fase solida (BENNETT et al., 2002; DA LUZ et al., 2009,
2014; SVA'BENSKY" et al., 2009; VIDAL et al., 2013).

Um dos primeiros autores a separa-los e identifica-los no petréleo foi D.
Kendall Albert (ALBERT, 1978). Ele identificou inddis e carbazdis em um petréleo
leve por uma combinagao de adsor¢ao em silica gel e sucessivas extragdes acidas.
Entretanto, durante as separag¢des cromatograficas, pode ocorrer co-eluicdes de
compostos nitrogenados com a matriz ou com outros interferentes, ja que as
concentracdes destes sdo pequenas. O CG-EM ndo € um sistema ideal para
deteccdo de N-compostos devido a tendéncia destes co-eluirem com outros
hidrocarbonetos em uma coluna capilar simples. Consequentemente picos
cromatograficos nao resolvidos e baixa seletividade das colunas cromatograficas
convencionais sdo observados, sendo necessario o uso de pré-fracionamento em

colunas tubulares abertas ou detectores especificos (WANG et al., 2004).

Da Luzetal. (DA LUZ; GONSALVES, 2009) utilizaram extragdo em fase solida
(SPE) com cartuchos de troca ibnica em combinacdo com CLAE e detector por
fluorescéncia (SPE-CLAE-FD) para separar compostos nitrogenados basicos
(azarenos) em combustiveis de aviagdo. O SPE foi utilizado para realizar um “clean-

up” da matriz complexa. Trabalho recente, como o de Nascimento et al.
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(NASCIMENTO et al.,, 2015), prop6s métodos para determinar compostos
heteroaromaticos (oxigénio e nitrogénio) em fragcdes de asfaltenos e maltenos
utiizando CLAE-EM. Belyaeva et al. e Dijkmans et al. (2015) quantificaram
compostos contendo enxofre e nitrogénio, em o6leo de xisto, por SPE, utilizando
quatro diferentes combinagdes de detectores: ionizagdo em chama (DIC),
quimioluminescéncia em enxofre (DQE), quimioluminescéncia em nitrogénio (DQN)
e detector por tempo de voo (DTdV). Rowland et al. (2017) separaram compostos
com baixa concentragao no petroleo (como carbazois, espécies contendo oxigénio,
entre outros) utilizando colunas de troca ibnica e identificacdo destes por (CGxCG-
EMq).

Realizar uma caracterizagdo completa de compostos nitrogenados em 6leo
bruto é extremamente dificil porque os compostos estdo presentes em um grande
numero de isbmeros distribuidos por uma ampla faixa de pontos de ebulicao e estao
sempre em baixas concentragbes (menor que 1.000 ppm), dentro de uma matriz

hidrocarbbnica complexa (SINGH et al., 2011).

Nesse trabalho apresentamos um novo método de separagao de compostos
nitrogenados aromaticos mono e policiclicos em Oleos brutos utilizando uma
modificagao de silica gel, o que permite um fingerprint de varios grupos com uma

unica preparacao.

3.3. EXPERIMENTAL

Compostos nitrogenados foram separados a partir do método SAP (saturados,
aromaticos e polares) com modificacdo de fase estacionaria, ou seja, silica gel
impregnada com 1% de acido bodrico. O fracionamento do petréleo foi feito em coluna
cromatografica tubular aberta e os ensaios foram realizados em triplicata. Para
avaliar a eficiéncia do método proposto, as mesmas amostras foram aferidas pelo
método tradicional com silica gel. A identificagdo dos compostos nitrogenados foi

feita por um cromatografo gasoso bidimensional abrangente.
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3.3.1. Amostras de déleo

Sete dleos crus brasileiros com diferentes propriedades fisico-quimicas,
variando de leve a pesado, foram utilizados neste estudo. Durante o processo de
tratamento do d6leo, a agua livre (dgua nao emulsionada) presente no 6leo foi
separada por decantacao por 1h, conforme descrito por Sad et al., (2014). Apds esta
etapa, o teor de agua foi determinado nas emulsdes de agua em dleo.

3.3.2. Solventes de eluicdo cromatogréfica de compostos saturados,

aromaticos e polares (Método SAP)

Os solventes utilizados para separagbes em método SAP foram grau HPLC
(Merck, Darmstadt, Germany): n-hexano, diclorometano (DCM), metanol (MeOH). O
modificador de silica gel utilizado foi o acido bérico (Neon, Sdo Paulo, Brasil, 2 99.5%

de pureza).
3.3.3. Preparacéo de fase estacionaria (Silica gel)

A silica gel de granulometria 70-230 mesh (SiliCycle® Inc., Quebec, Canada)
foi ativada por 12 h a 120 °C. As amostras de petroleo foram solubilizadas em 5 mL
de hexano e tranferido para o topo da coluna cromatografica preenchida com silica

gel e hexano.

3.3.4. Preparacgéo de fase estacionaria com Silica gel modificada (Silica

gel:acido borico)

A silica gel de granulometria 70-230 mesh (SiliCycle® Inc., Quebec, Canada)
ativada previamente, foi adicionado 1% de solu¢gdo metandlica de acido bdrico e

posteriormente rotaevaporada até completa secagem.

3.3.5. Procedimento de separagcdo cromatografica segundo Método
SAP

O fracionamento de Oleos baseia-se na polaridade, adsor¢do dos
componentes do petroleo e nas suas diferentes capacidades para atuar sobre silica

gel e alumina. As fragbes foram eluidas e recuperadas por uma série de solventes
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polares e apolares. Com 50 mg dos 6leos separou-se os compostos saturados,
aromaticos e polares (resinas e asfaltenos) por cromatografia em coluna preparativa
sobre silica gel com 14 cm de altura e 15 mm de didametro interno. A coluna foi
preenchida com 4 g de silica gel modificada com acido borico (malha 70-230). Trinta
e cinco mL de hexano foram utilizados para a eluicdo de compostos saturados, 40
mL de hexano/diclorometano (1:9, v/v) para eluir compostos aromaticos e 40 mL de
metanol para eluir a fragdo dos compostos polares. Cada dleo foi fracionado trés
vezes, e a porcentagem de recuperagdo em massa foi normalizada para cada fragéo

e registrada na Tabela 3.1.

3.3.6. Densidade API

A densidade API das amostras foi determinada de acordo com a norma ASTM
D1250. As amostras de oleo usadas neste estudo foram classificadas como leves,
médias e pesadas. As amostras com baixo grau API (6leos pesados) foram medidas
a 50 °C e depois convertidas para o seu valor equivalente a 20 °C para calculo da
densidade API.

3.3.7. Ponto de Fluidez

O maximo ponto de fluidez foi determinado de acordo com ASTM D5853 em
um testador semi-automatico de ponto de fluidez 531/S PETROTEST com cinco
cameras de teste contendo quatro células de teste dependentes com faixa de
aplicabilidade de 20 °C a -69 °C. As amostras foram homogeneizadas manualmente
sob agitacdo por 2 min e transferidas para o frasco de ensaio acoplado a um
termdémetro. O frasco de teste contendo a amostra foi deixado em repouso a
temperatura ambiente por 24h para atingir o equilibrio entre a parafina cristalizada e
a parafina dissolvida. Apds esse periodo, o frasco de teste foi aquecido a 45 °C por
15 min em estufa. Para interromper o periodo de repouso, a amostra foi suavemente
agitada com uma vareta de vidro e as paredes do frasco foram cuidadosamente
esfregadas. O frasco de teste foi entédo inserido na camara de medigao, e o teste foi
iniciado baixando a temperatura. Para cada diminuicdo de temperatura de 3 °C, o
conteudo do frasco de teste foi vertido a um angulo de 90° para observar sua fluidez.

O teste terminou quando a amostra parou de fluir a uma determinada temperatura.
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3.3.8. Parametros da Calorimetria Exploratoéria Diferencial- DSC

As analises por DSC foram conduzidas em um analisador Shimadzu DSC-
50Q, com fluxo de 50 mL/min de argbnio, a uma taxa de 10 °C/min até 500 °C. Foi
utilizada massa de 7,6 mg para a amostras H3BOs; 8,0 mg para a silica modificada

e 11 mg para silica gel.
3.3.9. Parametros do "B no estado sélido

Os experimentos de RMN "B no estado sdlido foram realizados em um
espectrometro de RMN Varian-Agilent 400 MHz com um campo magnéticode 9,4 T,
operando a uma frequéncia 128,24 MHz para "'B. As amostras pulverizadas foram
empacotadas em rotores de zircdnia (com 4 mm de didmetro) para a condugéo de
experimentos com rotagdo em torno do angulo magico (MAS) a frequéncia de
rotacdo de 10 kHz. Para a obtencdo dos espectros de RMN foi realizado um
experimento de pulso simples, com aplicacdo de um pulso com duracao de 5 us e
um intervalo de 2 s entre pulsos sucessivos. O tempo de aquisicao do FID foi de
20,48 ms com uma janela espectral de 100 kHz. Foram registrados 26624 transientes
para a amostra de silica modificada e 4120 para a amostra de silica gel. Durante a
aquisicdo, foi utilizado desacoplamento de alta poténcia de 'H em ambos os

experimentos.
3.3.10. Parametros do CGxCG-EMqg

O sistema CGxCG-EMq consiste em um cromatégrafo gasoso combinado
com um espectrdmetro de massa quadrupolar (sistema Shimadzu GC-MS QP2010
Ultra) e um amostrador automatico AOC-5000 equipado com um modulador ZX1-
GCxGC (Zoex, Houston, TX, EUA). O modulador utilizou nitrogénio liquido para

resfriar o sistema e ar comprimido para modulagao.

A separagdo cromatografica na primeira dimenséo foi realizada em uma
coluna apolar (eixo x) DB-5 com 5% fenil e 95% de metil-polissiloxano (30 m x 0,25
mm di x 0,25 ym de espessura de filme, J & W Scientific, Agilent Technologies, EUA)
e a segunda dimensao foi realizada com uma coluna de média polaridade (eixo y)

BPX-50 com 50% de fenil e 50% de metil-polissiloxano (1,8 m x 0,1mm x 0,1um, J
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& W Scientific, Agilent Technologies, EUA). O programa de temperatura para o forno
CG comegou em 140 °C (por 5 min), chegando a 310 °C em 2 °C/min (por 10
minutos). A temperatura do injetor foi de 300 °C e a injecdo foi realizada no modo
sem divisdo. Utilizou-se hélio como gas de carreador em um fluxo de 1,5 mL/min e
manteve-se a temperatura de transferéncia de massas a 310 °C e a fonte de ions a
240 °C. Os parametros do espectrometro de massas foram os seguintes: energia de
ionizacdo de —-70 eV, com faixa de massa de 50-600 m/z. O periodo da modulagao
CGxCG foi de 8s (jato frio) e 300ms (jato quente), e o processamento dos dados foi
feito com o software GC Image (ZOEX Corporation, Houston, Texas, EUA), utilizando
a biblioteca NISTO05 para identificacdo dos compostos. Uma solu¢cao de 3000 ppm
foi preparada a partir da fragdo aromatica, e 1 pL foi injetado. A quantificagéo relativa
das classes de compostos nitrogenados identificadas foi realizada com base no

volume do pico, conforme determinado pelo software GClmage.
3.3.11. Parémetros do FT-ICR MS

As analises de espectrometria de massas foram realizadas em um
espectrometro 9.4 T Q-FT-ICR MS hibrido (Solarix, Bruker Daltonics Bremen,
Germany) equipado com fontes ESI e APPI, comercialmente disponiveis. A faixa
dindmica de aquisigdo de ions na cela de ICR foi configurada para operar em m/z
200-1500, para as duas fontes. As amostras foram analisadas no modo positivo e
negativo das fontes de pressao atmosférica (Bruker Daltonics), com N2 como gas

nebulizador.

Para andlises na fonte ESI(x) as amostras foram preparadas em uma
concentragdo de 1 mg mL™', sendo que no modo positivo as amostras foram diluidas
em uma solucéo tolueno/metanol (1:1 v %) contendo 0,1% (v/v) de acido férmico. No
modo negativo a amostra foi diluida em uma solucdo tolueno/metanol (1:1 v %)
contendo 0,1% (v/v) de hidroxido de aménio, para a aquisicao de ions. A solucao

resultante foi injetada por infuséo direta a uma taxa de fluxo de 5 yL.min-".

Para analises na fonte APPI (x) as amostras foram diluidas em tolueno a uma
concentragdo de 1 mg mL™". A solugio resultante foi diretamente injetada na fonte
de APPI(+) a um fluxo de 10 yL min-'. Os demais parametros da fonte de ESI(z) e
APPI (z) foram otimizados de acordo com a amostra analisada.
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Cada espectro foi adquirido a partir da acumulacdo de 200 scans com um
dominio de tempo de 4M (mega-point). Antes da aquisicdo, o equipamento foi
externamente calibrado usando uma solugdo de 0,1 mg.mL"" de Arginina (m/z de 200
a 1500), em ambos modos de ionizagao.

Os espectros de massa foram processados usando o algoritmo customizado
desenvolvido especificamente para o processamento dos sinais, Composer®
software (Sierra Analytics, Modesto, CA, EUA). Os dados dos espectros foram
calibrados e a composicao elementar determinada através das medidas dos valores
m/z. Os resultados foram expressos em graficos de distribuicdo de classes de
compostos heteroatémicos, DBE versus intensidade e carbono versus DBE, para
melhor visualizagao e interpretacédo dos resultados de MS.

Para uma melhor interpretagcéo dos dados de EM, graficos foram construidos, como
a distribuicdo dos compostos heteroatomos, e DBE versus o numero de carbonos
(NC). O numero equivalente de anéis de dupla ligagdo (DBE) é calculado a partir da
Eq 3.1.

Equacgao 3.1. Equivalente de dupla ligagao:

DBE =C H+N+1
B 2 2

Onde DBE refere-se ao numero equivalente de anéis de dupla ligacédo e C, H e
N representam, respectivamente, o numero de carbono, hidrogénio, e atomos de

nitrogénio presentes na formula molecular dos compostos.

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1. Estrutura da Fase Estacionaria Silica Gel modificada com Acido

Boérico

Neste trabalho, foi proposto o uso de acido bérico como modificador de fase

estacionaria no sentido de alterar as interagdes dos grupos silandis com os
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compostos heteroaromaticos do petréleo, diminuindo, desta maneira, sua adsorcao
irreversivel. Como o acido bdrico € um acido de Lewis, os grupos silandis séo
possiveis de complexar com ele através de uma reagao acido/base, como mostra o

esquema abaixo:

OR OR OH OR OR oy
OR-Si + HO-B  ——  OR-Si4
OH OH O £ OH
| HO

Estudos por espectroscopia na regido do infravermelho médio (IV) mostram a
ocorréncia do boro em coordenacéo trigonal e tetraédrico na superficie de minerais,
como a silica (DE BUSSETTI et al., 1995). Experimentos de adsor¢gdo em silica
indicam que as espécies tetragonais sao preferencialmente adsorvidas em solugéao
em relagdo ao boro trigonal (GOLDBERG et al.,, 1999; KEREN et al., 1994; DE
BUSSETTI et al., 1995). Visando identificar as espécies acima, foram realizadas
analises por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e RMN de "B no estado

sélido, para investigar a ocorréncia de espécies contendo boro na superficie da silica.

DSC é uma técnica de analise térmica utilizada para medir temperaturas e
fluxos de calor associados as transi¢des térmicas sofridas por materiais em fungao
do tempo e da temperatura. A Figura 3.2 mostra uma transicdo para as amostras de
silica gel e acido bdrico préximo a temperatura de 100°C, atribuida a liberagdo de
agua adsorvida nessas amostras. A transi¢ao existente no acido boérico em torno de
140-170°C se deve a fusdo do acido bdrico cristalino (YOSHINARI et al., 2003;
HARABOR et al.,2014), e a auséncia desses picos nas curvas de DSC da silica

modificada confirma que ndo ha acido borico residual cristalino nessa amostra.
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Figura 3.2. Curvas de DSC para as amostras de acido borico, silica modificada e

silica gel.

O nucleo de "B é bastante sensivel para RMN, nio esférico, quadrupolar
(spin = 3/2) e com 81,17% em abundancia natural. Y. Kim e R. J. Kirkpatrick
analisaram a superficie da silica impregnada com boro em diferentes interagdes. Os
autores mostraram que o sinal de RMN devido aos sitios contendo boro trigonal nao
€ bem resolvido, devido a sua estrutura tridimensional assimétrica, diferente do boro
tetraédrico, que possui estrutura simétrica. O espectro de RMN de "B da amostra
de silica modificada mostrado na Figura 3.3 € dominado por um sinal relativamente
estreito na regidao em torno de -1 ppm, o que sugere a presencga preferencial de boro
em coordenacgao tetraédrica; j4 o ombro alargado na regido 5-20 ppm indica a
existéncia (em menor quantidade) de sitios contendo boro em coordenacgao trigonal
(Y. KIM; R. J. KIRKPATRICK, 2006). O espectro obtido em condigdes similares para
a amostra de silica gel (sem boro) ndo mostra qualquer sinal de RMN detectavel, o
que confirma que os sinais obtidos para a amostra de silica modificada sao sinais de

RMN reais (e ndo artefatos ou sinais residuais de fundo).
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RMN "B

— Silica medificada
—— Silica gel

Figura 3.3. Espectro de "B MAS RMN da silica modificada e a silica gel.

Desta maneira, a presenga de boro tetraédrico, conforme sugerido por RMN
de "B, sugere a complexagdo do acido borico com grupos silandis. Os grupos
silandis, agora complexados, tendem a interagir com compostos aromaticos, pois,
em nossos experimentos eles ficaram retidos, mas n&do com heteroaromaticos, pois

foram eluidos.
3.4.2. Amostras

Os sete 6leos utilizados possuem diferentes densidades e ponto de fluidez,
variando de 14,84 a 34,46 °API, e de -21,0 a 6,0 para ponto de fluidez. Dos sete
Oleos estudados, quatro destes possuem densidade média, variando o ponto de

fluidez destes e outras propriedades fisico-quimicas, conforme Tabela 3.1.

As amostras em estudo possuem diferentes propriedades fisico-quimicas.
Mesmo para amostras com média densidade API (Amostra 1 - 4), estas possuem
diferentes ponto de fluidez, variando de 3 (amostra 1) a -12 (amostra 4). A amostra
6 é a mais pesada do grupo, com densidade °API 14,84, enquanto a amostra mais
leve é 7, com °API 34,46.



68

3.4.3. Aplicacédo de silica modificada na cromatografia em coluna com

oleo cru

A separacao inicial das fracdes foi feita conforme fracionamento SAP, descrito

no procedimento experimental.

Tabela 3.1. Resultado das propriedades fisico-quimicas: Média e desvio padrao

(entre parénteses).

Silica gel Silica gel modificada
Amostra API Ponto de Saturados Aromaticos  Polares Saturados Aromaticos Polares
D gravidade Fluidez (Wt%) (Wt%) (Wt%) (Wt%) (Wt%) (Wt%)
* (°C)y**  (%desvpad) (%desvpad) (%desvpad)|(%desvpad) (%desvpad) (%desvpad)
63,2 24,5 12,3 66,4 22,7 10,8
1 At . 1,1) (1,8) (0,7) 0,1) (0,4) (0,4)
60,9 25,9 13,2 73,6 17,3 9
2 27,47 6 ’ ) ’ ’ ;
(3.8) (2,2) ) (1.4) (1.3) (1)
59,8 29 11,3 67,9 22,2 99
3 26,54 3 ’ ) ’ ’ ’
(1,9) (1.,6) (0,3) (0,9) (1) (1,2)
65,1 257 9,2 754 20,3 43
4 27,88 12 (2,8) (0,8) (3,5) (0,6) (1,1) (0,5)
58,2 32,2 9,5 67,7 26,8 5,6
5 14,84 -9 ’ ’ ’ ’ ’ ’
(1.2) (0,8) (0,8) (1) (0,6) (1,6)
78 14,1 79 105,3 0,5 -5,8
6 34,46 6 (1,6) 1,1) 0,7) (8,2) (0,7) (7,5)
64,3 24,3 11,4 20,4 28,2 51,5
7 27,36 19 2,1) (2,2) 0,1) (2,9) (2,3) (0,6)
* ASTM D1250

** ASTM D5853

A repetitividade do método se mostrou adequada para 6leos com densidade
meédia, onde houve baixo desvio padrao, conforme Tabela 3.1. Se comparado com
o fracionamento convencional, a separagdo com modificacdo da silica gel por adi¢ao
de acido bdrico proporcionou uma maior recuperacao para a fragao dos compostos
saturados (eluidos com hexano), menor recuperagédo para fragdo dos aromaticos

(eluidos com Hex/DCM 9:1), e da fragao eluida com metanol.

Na Figura 3.4, observa-se que o método com silica gel modificada obteve
maiores valores percentuais da fragdo de saturados (Figura 3.4 (a)), com maiores
retenc¢des de hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA'’s) (Figura 3.4 (b)) que porventura
eluem na fragdo extraida com hexano, e menores valores de aromaticos e polares
(Figura 3.4 (b) e (c), respectivamente), mostrando que a silica modificada tem

maiores interacbes com esses hidrocarbonetos poliaromaticos. O menor valor de
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recuperacao do teor de aromaticos indica que a silica gel modificada reteve parte
destes hidrocarbonetos. A Amostra 7 possui densidade 34,46 °API, a mais leve do
grupo, também se mostrou anémala para a recuperagao na fragao dos polares com
silica modificada. Sua recuperagao mostrou-se negativa, indicando que ndo houve
extracdo dos compostos polares, com possivel adsorcdo completa de seus

compostos em silica modificada.
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Figura 3.4. Teores de saturados, aromaticos e polares das sete amostras de

petréleos cromatografados em silica gel e silica gel modificada com acido bérico.

3.4.4. Andlise cromatografica bidimensional abrangente (GCxGC-MS)
das fragbes saturadas e aromaticas obtida com a modificacdo de

silica gel

Com o objetivo de verificar a auséncia de compostos aromaticos nao
nitrogenados, concluindo pela sua retengdo na fase estacionaria (silica gel

modificada com &acido bdrico), a fragdo de compostos saturados (eluidos com
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hexano) foi injetada no cromatégrafo gasoso bidimensional abrangente (CGxCG-
EMQq).

Conforme Figura 3.5, os compostos eluidos foram majoritariamente da fragéo
dos saturados, ndo sendo observada a presencga significativa de compostos
aromaticos nao nitrogenados. Algumas fragdes leves de HPA’'s podem eluir junto
com a fragdo dos saturados, como mostra na Figura 3.5, na regido destacada de
compostos aromaticos. Também foi analisado o cromatograma de ions extraidos da
fragdo dos saturados com alguns ions selecionados (m/z 167, 181, 195, 209, 223,
237,231, 245, 259) caracteristicos de compostos nitrogenados aromaticos (carbazol,
metil-carbazol, dimetil-carbazol, trimetil-carbazol, tetrametil-carbazol, pentametil-
carbazol, difenil-piridina ou quinolina, metil-difenil-piridina ou dimetil-quinolina,
ditoluil-piridina ou acridina, respectivamente). Os componentes heteroaromaticos
nitrogenados nao foram retidos na fracdo dos compostos aromaticos, Figura 3.5,
mostrando-se promissor o resultado, pois ndo houve presencga destes em quantidade

significativa.
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Figura 3.5. Cromatograma de ions totais CGxCG-EMq da fragdo dos compostos

saturados da Amostra 1.

Considerando que a recuperagdao dos compostos aromaticos e

heteroaromaticos foram menores utilizando a silica gel modificada com acido baérico
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(Tabela 3.1), podemos inferir que houve deslocamento dos compostos
heteroaromaticos da fragao dos polares para a fragdo aromatica, conforme analitos
encontrados na Figura 3.6. Os compostos eluidos na fragdo dos aromaticos vistos
por CGxCG-EMq sado predominantemente oriundos da fragdo das resinas,

pertencentes a fragado de compostos polares.

A analise das fragbes aromaticas por CGxCG-EMq sugere, para a técnica
SAP, uma maior interagao entre a silica gel modificada com &acido bérico e os
compostos hidrocarbonetos aromaticos. Houve pouca retengao entre a silica gel

modificada e os compostos nitrogenados, conforme Figura 3.6.

Coluna Il (seg)
9'g

€

15 26 36 47 59 69 80 91

Coluna | (min)

Figura 3.6. Cromatograma de ions totais CGxCG-EMq da fragdo dos compostos
aromaticos da Amostra 1. A: Classes dos carbazodis. 1. Carbazol. 2. Metil-carbazol
(isdbmeros). 3. Dimetil-carbazol (isdmeros). 4.Trimetil-carbazol (isbmeros). 5.
Tetrametil-carbazol (isébmeros). 6. Pentametil-carbazol (isémeros). B. Classe das
piridinas. 7. Difenil-piridina ou quinolina. 8. Metil-difenil-piridina ou dimetil-quinolina.

9. Di-toluil-piridina ou acridina.

Devido a baixa concentragdo dos compostos nitrogenados heteroaromaticos
em oOleo cru, sem a separacao adequada haveria forte interferéncia dos HPA’s que
estdo em maior concentragao, ja bem difundido na literatura (SPEIGHT, 2004). A
caracterizagao quimica desses compostos esta resumida na Tabela 3.2. Para as
Amostras 1-4, petroleos medianos, houve maior quantidade dos componentes
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nitrogenados comparados as Amostras 5-7, Figura 3.7. Os inddis e os carbazéis séo
considerados como grupos nao-basicos, pois os elétrons nao ligantes do nitrogénio
participam da aromaticidade do sistema aromatico. Piridina, quinolina e acridina sao
consideradas bases fracas. As classes Tetrametil-carbazol e a Pentametil-carbazol
estao presentes em maior porcentagem em quase todas as amostras. As Amostras
3 e 4 apresentaram maior quantidade de nitrogenados e ambas amostras sao
petréleos de densidade média. Os oOleos pesados (Amostras 5 e 6, 16,86 e 14,84
°API, respectivamente) apresentaram baixa quantidade dos mesmos compostos,
assim como para o 6leo mais leve (Amostra 7, 34,46 °API). A Figura 3.8 mostra a
fracdo aromatica por silica modificada utilizando a técnica CGxGC-EMq onde foi
observado eluicdo majoritaria dos compostos nitrogenados. As linhas pontilhadas
mostram as classes encontradas e seus isbmeros, descrito na legenda da Figura
3.6.

g % 109 T T T T
Il Carbazol
sl Il Metil-carbazol
I Dimetil-carbazol
2L I Trimetil-carbazol
[ Tetrametil-carbazol
6l [ ]Pentametil-carbazol
[_IDifenil-piridina
_— [ IMetil-difenil-piridina
o [ IDi-toluil-piridina
e
<

Amostra

Figura 3.7. Distribuicdo de classes de componentes nitrogenados dos petréleos

utilizando silica gel modificada com acido borico.

As Figuras 3.8 (A-G) mostram os cromatogramas das sete amostras
analisadas por CGxCG-EMq. Para as amostras 1-4 e 7, houve grande retengéo dos
HPA's na coluna com silica modificada, e a pouca presencga destes no cromatograma

pode ser visualizada entre os tempos 15-36 minutos para a primeira coluna, e 3
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segundos, para a segunda coluna. Para as Amostras 5 e 6, as mais pesadas do
grupo, com densidade 16,86 e 14,84, respectivamente, houve maior presenca de
HPA'’s no cromatograma, no mesmo tempo de retengao indicado para as amostras
1-4 e 7. Devido a estas amostras serem biodegradadas, elas possuem maior
quantidade de compostos aromaticos, podendo também serem visualizados na
Figura 3.4 (b), onde se comparados as demais amostras, as amostras 5 e 6 possuem
maior quantidade de compostos aromaticos. Os compostos encontrados na Figura
3.8 estao descritos na Tabela 3.2, e foi utilizada a biblioteca NIST para comparagao
do espectro de massas. As classes mais intensas sao as classes dos carbazais,
listados de 1-6 na referida figura, enquanto as menos intensas sao as 7-9, também

menos volatil, atribuidas as piridinas, acridinas e quinolinas.

9's
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Figura 3.8-A. Cromatogramas das Fragdes aromaticas obtidas por silica gel
modificada da Amostra 1 por CGxCG-EMgq.
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Figura 3.8-B. Cromatogramas das Frag¢des aromaticas obtidas por silica gel

modificada da Amostra 2 por CGxCG-EMq.
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Figura 3.8-C. Cromatogramas das Fragdes aromaticas obtidas por silica gel
modificada da Amostra 3 por CGxCG-EMq.
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Figura 3.8-D. Cromatogramas das Fragdes aromaticas obtidas por silica gel

modificada da Amostra 4 por CGxCG-EMgq.
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Figura 3.8-E. Cromatogramas das Fragbes aromaticas obtidas por silica gel

modificada da Amostra 5 por CGxCG-EMq.
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Figura 3.8-F. Cromatogramas das Fragbes aromaticas obtidas por silica gel

modificada da Amostra 6 por CGxCG-EMq.
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Figura 3.8-G. Cromatogramas das Fragdes aromaticas obtidas por silica gel
modificada da Amostra 7 por CGxCG-EMq.
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Tabela 3.2. Caracterizacdo dos compostos encontrados.

Férmula
Compostos Empirica Classe DBE
Base extremamente
Carbazol Ci2HoN fraca 9
Base extremamente
4-Metil-carbazol CisH11N  fraca 9
Base extremamente
1,8-Dimetil-carbazol CisH1sN  fraca 9
Base extremamente
2,4,6-Trimetil-carbazol CisH1sN  fraca 9
Base extremamente
2,4,6,8-Tetrametil-carbazol C16H17N fraca 9
1,4,5,8,9-Pentametil-carbazol C17H19N Neutro 9
2,6-Difenil-piridina C17H1sN Base fraca 12
2,6-Dimetil-11-indeno-
quinolina CisH1sN  Base fraca 13
2-Metil-4,6-difenil-piridina CisH1sN  Base fraca 12
2,6-Ditoluil-piridina CioH17N  Base fraca 12
1,2,3,4-Tetrahidro-5-fenil-
acridina C19H17N Base fraca 13

3.4.5. Andlise por FT-ICR MS das fragbes aromaticas obtidas com a

silica gel modificada

Também foi utilizada a técnica FT-ICR MS para a caracterizacdo dos sete
Oleos quanto a presenca de compostos nitrogenados na fragdo de aromaticos do
petréleo obtidos pela técnica SAP em silica gel modificada. O motivo para tal analise
foi o fato de que a técnica CGxCG-EMq possui limitagdo para moléculas com razdes
m/z acima de 600, devido a baixa volatilidade delas. Os compostos incluidos no
mesmo circulo em branco na Figura 3.6 tém a mesma estrutura heterociclica central,
como verificado por espectroscopia de massas por impacto de elétrons acoplada ao
GCxGC, mas diferem em isdbmeros estruturais ou tém um numero diferente de

grupos alquilicos em cadeia lateral (nCH2).

As Figuras 3.9 (A-G), 3.10 (A-F), 3.11 (A-G) e 3.12 (A-G) mostram os
espectros adquiridos por FT-ICR-MS nas fontes ESI(+), APPI(+), ESI(-) e APPI(-),
respectivamente, da fracdo aromatica dos 6leos estudados. As amostras ionizadas
por ESI(+), as figuras 3.9 (A-G), de acordo com o grafico de equivalente de ligagao

dupla (DBE) x intensidade relativa das espécies, formaram espécies ibnicas
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protonadas [M + H]" do tipo N[H] para amostras 1-7, ou seja, compostos
nitrogenados. Altos valores de DBE (DBE > 14) indicam presenga de nucleos
aromaticos e nafténicos, ndo sendo possivel sua volatilizacdo e detecgao por
CGxCG-EMq, podendo ser atribuidos as fragdes das resinas e dos asfaltenos.

Trés espécies de classes incluindo N[H], NS[H] e N3O2S[H] foram detectadas
por ESI(+). Compostos de menor polaridade como os tiofenos, furanos e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, sdo mais facilmente ionizados pela fonte
APPI quando comparados a fonte ESI. Além disso, a fonte APPI pode distinguir
compostos piridinicos de espécies de nitrogénio pirrdlico (espécies basicas e
neutras) em um unico ion positivo no espectro de massa, enquanto a ionizagéo por
electrospray requer a aquisicdo de espectros de massas de ions positivos e
negativos (PURCELL et al, 2007).

De acordo com a Figura 3.9, para as espécies da classe N[H], os compostos
mais abundantes tém um valor DBE de 9-11, provavelmente com dois a trés anéis
aromaticos. Sugere-se a tais compostos as atribuicées de difenil-, ditoluilpiridinas,
metildifenilpiridinas ou a classe das quinolinas, as quais sdo todas bases fracas
passiveis de protonagcdo e foram demonstradas existir nos petréleos quando
avaliados por cromatografia gasosa bidimensional abrangente (Figura 3.6). Também
ha presenca de compostos com altos valores de DBE, acima de 13, indicando
presenca de compostos nitrogenados aromaticos heterociclicos pertencentes a
fracdo das resinas e asfaltenos, nao identificados por CGxCG-EMq devido a sua
baixa volatilidade.
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Figura 3.9-A. Fragdo aromatica da Amostra 1 em modo ESI(+)FT-ICR MS.
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Figura 3.9-B. Fragdo aromatica da Amostra 2 em modo ESI(+)FT-ICR MS.
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Figura 3.9-C. Fragdo aromatica da Amostra 3 em modo ESI(+)FT-ICR MS.
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Figura 3.9-D. Fragdo aromatica da Amostra 4 em modo ESI(+)FT-ICR MS.
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Figura 3.9-E. Fracdo aromatica da Amostra 5 em modo ESI(+)FT-ICR MS.
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Figura 3.9-F. Fragcdo aromatica da Amostra 6 em modo ESI(+)FT-ICR MS.
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Figura 3.9-G. Fracdo aromatica da Amostra 7 em modo ESI(+)FT-ICR MS.

Segundo Ghislain et al., a APPI é conhecida por ser mais sensivel a
compostos nao polares e especialmente a HPA’s em comparagdo com APCI e ESI.

Além disso, melhor sensibilidade é frequentemente obtida pelo uso de dopantes.

As distribuicées de classes observadas a partir dos espectros APPI(+)FT-ICR
MS sao mostradas nas figuras 3.10 (A-F), onde foi possivel identificar dois tipos de
ionizagdo, compostos protonados ([M+H]") ou por transferéncia de elétrons ([M]**).
Houve formacdo de hidrocarbonetos aromaticos, NO2S e N, protonados e ions
moleculares ([M]*+), com altos valores de DBE, indicando que estes hidrocarbonetos
sao poliaromaticos, assim como a formagao de compostos nitrogenados protonados
ou ions moleculares deles ([M]**), também indicando que estes sdo oriundos de
fragbes poliaromaticas. Baixos valores de DBE observados podem ser atribuidos a
compostos com baixa massa molar, tanto da fragdo contento nitrogenados quanto

da fracao contendo HC.

De acordo com Pudenzi e Eberlin (2016), compostos carbazdlicos, devido sua
basicidade fraca, podem ser ionizados por APPI, tanto nos modos (+) e (-). A

presenca de hidrocarbonetos poliaromaticos com alto valor de DBE indica que estes
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sdo oriundos das fragdes das resinas e dos asfaltenos, e ndo podem ser visualizadas
por CGxCG-EMq devido sua baixa volatilidade. Nao houve aquisicdo da Amostra 7
pelo modo APPI(+)FT-ICR MS.
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Figura 3.10-A. Fragao aromatica da Amostra 1 em modo APPI(+)FT-ICR MS.
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Figura 3.10-B. Fragao aromatica da Amostra 2 em modo APPI(+)FT-ICR MS.
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Figura 3.10-C. Fragao aromatica da Amostra 3 em modo APPI(+)FT-ICR MS.
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Figura 3.10-D. Fragao aromatica da Amostra 4 em modo APPI(+)FT-ICR MS.
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Figura 3.10-E. Fracdo aromatica da Amostra 5 em modo APPI(+)FT-ICR MS.
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Figura 3.10-F. Fracdo aromatica da Amostra 6 em modo APPI(+)FT-ICR MS.

As figuras 3.11 (A-G) mostram os resultados ESI(-)FT-ICR MS da fragéo
aromatica dos dleos estudados. De acordo com o grafico de equivalente de ligagao
dupla (DBE) X intensidade relativa das espécies, a espécie com a maior intensidade
relativa continua sendo a classe com apenas um grupamento N[H] para as amostras
1-7, sendo que nessa fonte ha uma maior ionizagdo de moléculas com hidrogénios
acidos. Desta maneira, moléculas presentes no petréleo com esta caracteristica séo
os carbazdis, os quais possuem hidrogénio ligado a nitrogénio passivel de ionizagao
na fonte ESI(-). Como compostos aromaticos nao nitrogenados possuem hidrogénios
nao acidos nas condi¢cdes de ionizagdo da fonte ESI, eles ndo séo ionizados e,
portanto, ndo detectados. Podemos visualizar também compostos oxigenados como
as classes O, O2, NS e NO com possiveis presencgas de compostos fendlicos, acidos
carboxilicos (acidos nafténicos) e outros (PURCELL et al.,, 2007). Estas classes
provavelmente estdo em baixas concentra¢des na fragao aromatica estudada, ja que
nao foram visualizadas nas analises bidimensionais (CGxCG-EMq). Isso pode ser

explicado pelo fato de que os compostos oxigenados, tais como acidos carboxilicos
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e fendis, permitem gerar anions, sendo, portanto, facilmente ionizaveis nesta fonte,
aparecendo assim nas analises por espectrometria de massas de alta resolucéo e
nao aparecendo nas analises por cromatografia gasosa bidimensional abrangente.
Isso evidencia que a separagdo cromatografica baseada em modificagado de fase
estacionaria com acido bérico provoca retengdo de compostos maijoritarios do
petroleo, como os hidrocarbonetos aromaticos presentes na fragdo dos compostos
aromaticos, mas nao dos heteroaromaticos, normalmente presente na fragdo dos

compostos polares.
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Figura 3.11-A. Fragdo aromatica da Amostra 1 em modo ESI(-)FT-ICR MS.
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Figura 3.11-B. Fragao aromatica da Amostra 2 em modo ESI(-)FT-ICR MS.
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Figura 3.11-C. Fragao aromatica da Amostra 3 em modo ESI(-)FT-ICR MS.
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Figura 3.11-F. Fragcdo aromatica da Amostra 6 em modo ESI(-)FT-ICR MS.
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Figura 3.11-G. Fragdo aromatica da Amostra 7 em modo ESI(-)FT-ICR MS.
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As figuras 3.12 (A-G) mostram os resultados APPI(-)FT-ICR MS da fragao
aromatica dos Oleos estudados. Como os carbazodis sdo formados por anéis
pirrolidinicos, eles sao passiveis de formar ions negativos, embora sejam acidos
fracos. De acordo com o grafico de equivalente de ligagdo dupla (DBE) versus
intensidade relativa das espécies, a espécie com a intensidade relativa majoritaria
continua sendo a classe com apenas um grupamento N[H], com altos valores de
DBE, indicando presenga de compostos nitrogenados heteroaromaticos oriundos
das fragdes das resinas e dos asfaltenos. A fonte ESI| € uma fonte de ionizacdo que
se baseia em uma reacgao acido/base. Alguns autores vém usando a técnica para
ionizar hidrocarbonetos (ZHOU et al., 2012), mas, em principio, ndo é a técnica mais
indicada, pois eles sdo acidos ou bases muitissimo fracas. Por outro lado, a fonte
APPI é capaz de ioniza-los seja por transferéncia de elétrons, seja por transferéncia

de hidrogénios.
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Figura 3.12-A. Fragdo aromatica da Amostra 1 em modo APPI(-)FT-ICR MS.
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Figura 3.12-F. Fracdo aromatica da Amostra 6 em modo APPI(-)FT-ICR MS.
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3.5. CONCLUSOES

O método de eluicdo com a silica gel modificada com acido boérico foi
seletivamente eficaz para a obtencdo de fracbes aromaticas enriquecidas com
compostos aromaticos nitrogenados de petroleo e a técnica CGxCG-EMq foi eficaz
na identificacdo dos volateis. Entretanto, os componentes nitrogenados identificados
na fragdo de aromaticos sdo caracteristicos de resinas.

A combinagao das técnicas FT-ICR MS (fontes ESI (+) e APPI (t) através da
utilizagcado de graficos DBE pela Intensidade) e CGxCG-EMq na analise das sete
amostras de petroleo, deste estudo, permitiu evidenciar a boa seletividade da silica
gel modificada para a eluigdo de compostos nitrogenados aromaticos. Nas analises
FT-ICR MS foi possivel visualizar sinais intensos em todas as fontes de ionizacao
para as classes nitrogenadas. As demais classes visualizadas, como HC e
oxigenadas, se mostraram como picos de baixa intensidade, corroborando a eficacia
de separagdo da coluna modificada para os compostos nitrogenados. A alta
sensibilidade da técnica FT-ICR MS nao permite a identificacdo de isbmeros, sendo

possivel identifica-los por CGxCG-EMq, mostrando que estas sdo complementares.
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4. CAPITULO 4 - CONCLUSAO GERAL

A técnica CGxCG-EMq de forma isolada permite o reconhecimento e a
quantificacado relativa de componentes apolares presentes na fragdo saturada de
petroleo como n-parafinas até C35. Também permite a determinagao de varias
classes de compostos, como biciclicos, triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos. A
classe de compostos monociclicos e iso-parafinas sdo as mais abundante na fracao
saturada dos Oleos analisados. A técnica também é sensivel para dectecdo de
compostos nitrogenados eluidos em silica funcionalizada. Com o auxilio do FT-ICR
MS foi possivel visualizar majoritariamente as classes nitrogenadas. As demais
classes presentes, como HC e oxigenadas, estdo em baixas concentragdes,

corroborando a eficacia de separacao da coluna modificada.



