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RESUMO

Neste trabalho empregou-se a técnica de cromatografia gasosa bidimensional
abrangente (GCxGC) na analise de compostos nitrogenados presentes em fragdes
pesadas de amostras de petréleo de aguas profundas: gasoéleo pesado (GOP) e
residuo de destilacao a pressao atmosférica (RAT); e na andlise de dleos volateis de
Eucalyptus dunnii e Psidium guajava.

O detector seletivo de nitrogénio e fosforo (NPD) foi aprimorado para ser
utilizado em GCxGC e aplicado as amostras de petrdleo. O método desenvolvido
com esse sistema (GCxGC-NPD) permitiu a andlise quantitativa de compostos
nitrogenados presentes no GOP e no RAT. A alta resolucao e a estruturacao obtida
no espaco de separagao para a chamada mistura complexa nao resolvida (UCM —
unresolved complex mixture) levaram a obtencdo de resultados inéditos na
identificacdo e quantificacdo destes compostos utilizando-se GCxGC-NPD e
GCxGC/TOFMS (cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a
espectrometria de massas por tempo de vbéo). Por GCxGC-NPD foi possivel
quantificar o indol, alquil-carbazéis entre Cy e Cg,, alquil-benzocarbazéis entre Cq e
C4s+, alquil-quinolinas, isoquinolinas e alquil-benzoquinolinas; com limites de
deteccdo entre 0,16 e 8,49 pg. Por GCxGC/TOFMS foi possivel identificar
tentativamente alquil-ind6is entre Co e Cgs, alquil-carbazois entre Cy e Cg, alquil-
benzocarbazois entre Cy e Cg, alquil-quinolinas entre Cy e Cs, alquil-indeno-piridinas
Co e G4, alquil-indeno-quinolinas Cy e Co,, alquil-benzoquinolinas entre Cy e Cs, alquil-
dibenzoquinolinas entre Cy e Cy4,, e alquil-tribenzoquinolinas Co.

Na aplicacdo das técnicas cromatograficas aos éleos volateis, foram utilizados
os sistemas 1D-GC (cromatografia gasosa monodimensional) com detectores FID
(detector por ionizacdo em chama) e gMS (espectrdmetro de massas com
quadrupolo), e GCxGC com os detectores FID, gMS e TOFMS. Além da otimizacao
da separacao bidimensional com diversos conjuntos de colunas e condigdes
cromatograficas, foram realizados estudos comparativos utilizando indices de
retencao e espectros de massas obtidos por 1D-GC e GCxGC. No 6leo de E. dunnii
foram tentativamente identificados 34 compostos por 1D-GC e 112 compostos por
GCxGC. Para o o6leo de P. guajava, foram tentativamente identificados 43

compostos por 1D-GC e 147 compostos por GCxGC.
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ABSTRACT

In the present work, comprehensive two-dimensional gas chromatography
(GCxGC) was applied to analyse nitrogen containing compounds in heavy fractions
from deep water petroleum samples: heavy gasoil (HGO) and atmospheric pressure
distillation residue (AR); and also to analyse volatile oils from Eucalyptus dunnii and
Psidium guajava.

Nitrogen-phosphorus selective detector (NPD) was improved to be used in
GCxGC and it was also applied to petrochemical samples. The developed method
(GCxGC-NPD) was able to quantify nitrogen-containing compounds in HGO and AR.
Well-structured and high resolved 2D-plots obtained from these unresolved complex
mixtures (UCM) by 1D-GC, provided new analytical information when GCxGC—-NPD
and GCxGC/TOFMS (comprehensive two-dimensional gas chromatography coupled
to time-of-flight mass spectrometer) were applied. GCxGC-NPD was able to quantify
indol, alkyl-carbazoles ranging from Cy to Ce,, alkyl-benzocarbazoles from Cg to Cas,,
alkyl-quinolines, isoquinoline, and alkyl-benzoquinolines. LODs of 0.16 to 8.49 pg for
individual compounds were achieved. GCxGC/TOFMS provided tentative
identification of alkyl-indols ranging from Cy to Cs, alkyl-carbazoles ranging from Cy
and Cg, alkyl-benzocarbazoles from Cy to Cg, alkyl-quinolines from Gy to Cs, alkyl-
indene-pyridines Cy and C+, alkyl-indene-quinolines Cy and Cy, alkyl-benzoquinolines
from Gy to Cs, alkyl-dibenzoquinolines from Cy to C4,, and alkyl-tribenzoquinolines
Co.

The application of chromatographic techniques to volatile oils were performed
with 1D-GC (one-dimensional gas chromatography) using FID (flame ionization
detector) and gMS (quadrupole mass spectrometer), and also with GCxGC using
FID, gMS, and TOFMS. Bidimensional separations were optimized through the use of
several column sets and different chromatographic conditions. Comparative studies
of retention indices and mass spectra obtained under 1D-GC and GCxGC were
performed. Thirty four compounds were tentatively identified on E. dunnii volatile oil
under 1D-GC conditions, and 112 compounds when GCxGC was employed. On the
P. guajava volatile oil, it was possible to tentatively identified 43 compounds by 1D-
GC, and 147 compounds by GCxGC.
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1. INTRODUCAO
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1 INTRODUGCAO

A cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC, comprehensive two-
dimensional gas chromatography) é uma técnica nova no pais, entretanto seu
potencial ja vem sendo explorado pela comunidade cientifica internacional desde a
década de 90. A GCxGC é uma poderosa ferramenta analitica caracterizada pela
utilizacado sequencial de duas colunas cromatograficas, uma coluna convencional e a
outra curta (do tipo de coluna usada para fast-GC), de forma que todo o efluente da
primeira coluna ou uma parte representativa do mesmo é conduzido para a segunda
coluna através de um modulador. O sistema de modulacdo entre as duas colunas
causa uma compressao da banda cromatografica que elui da primeira coluna, e esta
banda é direcionada para a coluna curta, de maneira que a separacao na segunda
coluna é extremamente rapida. Em relacdo a cromatografia gasosa
monodimensional (1D-GC, one-dimensional gas chromatography), GCxGC
apresenta sensibilidade superior e a resolugdo aumenta de forma expressiva. A
combinacdo de duas colunas cromatograficas com mecanismos de separacao
ortogonais entre si (ou quase-ortogonais), leva a um significativo aumento de
seletividade, além de favorecer a estruturacao dos picos no espaco de separacao.
Especialmente para amostras petroquimicas, esta estruturacdo apresenta o
chamado efeito telhado (roof-tile effect), que representa uma informacao analitica
adicional para a identificacdo dos compostos.

Da modulacao da banda cromatografica a apresentacao dos dados, organizacao
experimental e até a terminologia, o analista que realiza GCxGC se depara com um
novo paradigma, e precisa negociar seu novo caminho através dos sistemas de
colunas acopladas, que rotineiramente realizam separagdes muito rapidas,
interpretando seus resultados sob um novo ponto de vista, e otimizando o
experimento com uma légica diferente da usual, porém, tendo como ponto de partida
0s experimentos classicos monodimensionais.

Através da interagdo com o grupo do Prof. Dr. Philip John Marriott, ocorrida
através de uma bolsa de doutorado sanduiche em seu laboratério, na Royal
Melbourne Institute of Technology (RMIT), em Melbourne na Australia, foi possivel
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conhecer e utilizar esta nova ferramenta para solucionar problemas analiticos
impossiveis de serem solucionados com técnicas monodimensionais.

Os problemas analiticos selecionados para este desafio foram amostras de
fracOes pesadas do petréleo e 6leos volateis de plantas brasileiras. Das fracoes
pesadas do petrdleo foram escolhidos os compostos nitrogenados, por serem
probleméaticos para o processo petroquimico e de dificil caracterizacdo devido a
baixa concentracdo dos mesmos, aliada a grande complexidade de matriz. Os
compostos nitrogenados usualmente formam uma mistura complexa néao resolvida
(UCM — unresolved complex mixture), onde a separac¢ao da UCM formada nao pode
ser realizada por 1D-GC, mesmo apds varias etapas de fracionamento, além de
outras dificuldades de caracterizagcdo, tais como auséncia de padroes
comercialmente disponiveis e espectros de massas caracteristicos em bibliotecas

2 terem sido

comerciais'?. Apesar dos métodos de separacdo desenvolvidos
eficientes no isolamento desta classe de interesse, a separacao cromatografica nao
permitiu a identificacdo de cada composto individualmente, devido ao elevado
numero de isbmeros e compostos presentes.

No presente trabalho, a GCxGC foi aplicada as mesmas fracdes pesadas de
petréleo Marlin (Bacia de Campos — Brasil) para o estudo de compostos
nitrogenados em residuo de destilacdo a pressao atmosférica (RAT) e gasdleo
pesado (GOP) utilizadas para o desenvolvimento de uma tese de doutorado’. Para o
estudo dessas amostras por GCxGC, varias etapas de otimizacao foram realizadas,
tais como escolha dos conjuntos de colunas a serem empregados e a adequacéao do
detector seletivo para nitrogénio e fésforo (NPD, nitrogen phosphorus detector) a
técnica GCxGC para a analise quantitativados compostos nitrogenados. A
caracterizacao final das amostras foi realizada por GCxGC/TOFMS (GCxGC
acoplada a espectrometria de massas por tempo de vbo, time-of-flight mass
spectrometry).

As plantas aromaticas foram selecionadas levando-se em consideragdo a
complexidade do Oleo volatil, a importancia econémica regional e nacional, as
aplicacbes atuais do éleo, a auséncia ou escassez de estudos cientificos sobre os
Oleos volateis destas plantas, e a disponibilidade e acessibilidade da planta. A partir
destes critérios, duas plantas foram inicialmente selecionadas: eucalipto (Eucalyptus
dunnii) e goiabeira (Psidium guajava). A espécie de eucalipto selecionada foi E.

dunnii por ser uma espécie utilizada pela empresa Aracruz Celulose nos seus
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estudos sobre melhoramento genético, por apresentar bom rendimento em 6leo e
também porque seu 6leo é rico tanto em monoterpenos quanto em sesquiterpenos,
representando, portanto, tanto os éleos ricos em monoterpenos quanto aqueles que
contém majoritariamente sesquiterpenos®. O 6leo de folhas de goiabeira foi
escolhido por ser um 6leo de elevada complexidade e por haver poucos estudos
cientificos sobre sua composicao™®®.

A GCxGC foi aplicada para a identificacao tentativa de compostos presentes
nos O6leos volateis de Eucalyptus dunnii e Psidium guajava, € comparada a
tradicional identificacdo por 1D-GC. A identificacao tentativa foi realizada com base
nos espectros de massas, indices de retencdo, e comparacdo com compostos
padroes. Para tal estudo, foram utilizadas as técnicas de 1D-GC com detecgao por
ionizacao em chama (FID, flame ionization detector), acoplada a espectrometria de
massas do tipo quadrupolar (QMS, quadrupole mass spectrometry), GCxGC-FID,
GCxGC/gMS e GCxGC/TOFMS.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos ultimos anos, a importancia de andlises em variados niveis de
concentracdo de misturas complexas como amostras petroquimicas, alimentos,
sedimentos, Oleos ou biota contaminada com micropoluentes organicos tem
aumentado sensivelmente”®. A cromatografia gasosa convencional, que usa colunas
capilares, apresenta alta eficiéncia na analise deste tipo de amostras, porém, nao é
suficiente para separar todos os constituintes individualmente de varias matrizes
complexas®. Buscando melhores resolucdes para estas matrizes, uma abordagem
diferenciada para as separacdes cromatograficas vem sendo explorada desde a
década de 50°'%: a cromatografia multidimensional. Analise multidimensional em
cromatografia pode ser considerada como qualquer técnica que combine duas ou
mais separacoes distintas, ou etapas analiticas, onde pelo menos um dos passos
envolva uma separacao cromatografica. Desta forma, LC-GC, GC-GC e GC/MS sao
métodos tipicamente multidimensionais’".

Ao focarmos a atencdo em métodos que envolvam duas dimensodes,
observamos que a LC-GC é uma técnica que busca simplificar a mistura de
compostos para a separacdo em GC, pela reducao da sobreposicdo de classes de
compostos. Logicamente, isso aumenta significativamente o tempo de andlise, uma
vez que cada fracdo eluida do sistema LC é direcionada para o GC, onde é
analisada individualmente. Da mesma forma, na GC-GC do tipo heart-cut, onde
pequenas fracées da primeira coluna sao transferidas para uma segunda coluna, a
seletividade diferenciada da segunda coluna fornece um aumento da resolucao dos
picos cromatograficos da zona de heart-cut. Este procedimento aumenta em
algumas horas o tempo de analise, uma vez que cada fracdo separada da primeira
coluna é separada na segunda coluna durante 0 mesmo periodo de tempo de uma
corrida cromatografica convencional’. A Figura 1 apresenta desenhos esquematicos
da cromatografia convencional (A) e alguns sistemas multidimensionais ja
desenvolvidos (B — E)’. A Figura 2 esquematiza o processo de cromatografia
gasosa bidimensional de acordo com a abordagem heart-cut. O cromatograma

apresentado na Figura 2 ilustra uma separacao heart-cut onde apenas algumas
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zonas cromatograficas da primeira dimensdo sao transferidas para a segunda

coluna, obtendo-se o cromatograma da segunda dimensao, separadamente.
As—> m——?——@

D1

B s—[IHC e il

c s—pm——?{
D
E

Figura1. Possiveis configuracdes para o acoplamento de sistemas GC. A —uma
dimensao; B — sistema multicanais com colunas acopladas paralelamente; C —
sistema multicanais com detectores em paralelo; D — sistema em uma dimenséo,
com um canal e colunas acopladas em série; E — sistema multidimensional e
multicanais. Este sistema apresenta heart-cut da primeira coluna (C1), onde fracoes
do eluente podem ser transferidas para o trap (T) e subseqientemente para a
segunda coluna (C2). As temperaturas, velocidades lineares, e direcdes do fluxo da
fase moével podem ser ajustados independentemente para cada coluna, detector e
injetor. S — amostra; | — injetor; D — detector; LP — pega de acoplamento.’

registrador

E T

sinal

Figura2. Esquema geral de um sistema GC-GC bidimensional de heart-cut com
o respectivo cromatograma obtido.
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Uma nova abordagem para a cromatografia gasosa bidimensional foi
introduzida em 1991 por Liu e Phillips'®: a cromatografia gasosa bidimesional
abrangente. Desde os primeiros trabalhos demonstrando a aplicacdo da GCxGC'2,
ja conceitualmente delineada por Giddings', foi possivel perceber o potencial desta
técnica para a obtencao de novas informagdes analiticas, que as técnicas
monodimensionais ndo permitem obter, especialmente para amostras de elevada
complexidade, ou de dificil resolugdo cromatografica. Os proximos capitulos
apresentardo de forma detalhada os principios desta técnica, especialmente as

caracteristicas que sao diferenciadas da cromatografia gasosa monodimensional.
2.1 PRINCIPIOS BASICOS DA GCxGC

A GCxGC ¢é caracterizada pela utilizacdo sequiencial de duas colunas
cromatograficas, uma coluna convencional e a outra curta (do tipo de coluna usada
para fast-GC), de forma que todo o efluente da primeira coluna ou uma parte
representativa do mesmo é conduzido para a segunda coluna através de um
modulador, conforme ilustrado na Figura 3. O sistema de modulagéo entre as duas
colunas causa uma compressdao da banda cromatografica que elui da primeira
coluna, e esta banda é direcionada para a coluna curta, de forma que a separacao
na segunda coluna é extremamente rapida. Os periodos de modulacido devem ser
ajustados a fim de que sejam compativeis com o tempo de separa¢dao na segunda
coluna, minimizando o alargamento da banda comprimida. Desta maneira, a

sensibilidade é significativamente incrementada®"

e a resolucao aumenta de forma
expressiva, se comparada a 1D-GC. Uma discussdao mais detalhada sobre os
moduladores sera apresentada no préximo capitulo (item 2.1.1). A combinagao de
duas colunas cromatograficas com mecanismos de separagao ortogonais (ou quase-
ortogonais) entre si, leva a um significativo aumento de seletividade. Além disso, em
muitos casos, pode ser observada uma estruturacdo por classe quimica nos
diagramas de contorno. Tais caracteristicas tornam esta técnica extremamente Util
para a analise de amostras complexas, ou amostras que apresentem outras
caracteristicas que limitam a sua caracterizagdo por 1D-GC, como no caso das

separacgdes enantioméricas®''.
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Figura3. Desenho esquematico de um sistema GCxGC. Onde: | — injetor; M —

modulador; D — detector; 'D — coluna cromatografica da primeira dimenséo; e 2D —

coluna cromatografica da segunda dimenséo.

Os picos modulados que eluem da coluna da segunda dimensao em GCxGC
sdo cerca de 10 a 50 vezes mais estreitos do que os picos obtidos por 1D-GC'*. Por
esta razao, a velocidade de aquisicdo de sinal dos detectores passa a ser um fator
fundamental para a escolha de um detector (item 2.1.2). Outra caracteristica
especifica da GCxGC se apresenta apo6s a aquisicao do sinal: o processamento dos
dados. Além da obtencao de picos mais estreitos com uma taxa de aquisicao de
sinal mais alta (gerando maior volume de dados armazenados por cromatograma),
cada pico obtido convencionalmente por 1D-GC € repartido em varias fatias,
resultando em um cromatograma muitas vezes mais complexo. Para converter estes
dados em informacdo util, os mesmos sdo transformados para a obtencdo de
diagramas tridimensionais, conforme sera discutido no item 2.1.3.

A terminologia adotada na lingua inglesa para a cromatografia multidimensional
abrangente foi discutida por pesquisadores da area em uma secao do Primeiro
Simpdsio em Cromatografia Gasosa Multidimensional Abrangente (First International
Symposium on Comprehensive Multidimensional Gas Chromatography) na Holanda,
em 2003"°. Tal terminologia originou-se a partir da linguagem corrente empregada
entre pesquisadores que atuam no campo da cromatografia gasosa bidimensional
abrangente, entretanto, pode também ser aplicada para outras técnicas
multidimensionais de cromatografia. Mesmo assim, esta terminologia ndo tem sido

aplicada de maneira uniforme pelos varios autores. Na lingua portuguesa, buscou-se
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definir uma terminologia basica para a técnica em um artigo publicado na Quimica
Nova'®. Este trabalho serviu como guia para a nomenclatura utilizada na presente

Tese, entretanto essa nomenclatura nao sera detalhada de forma especifica.
2.1.1 Moduladores

Embora a GCxGC tenha apenas 13 anos, varios moduladores ja foram

17-24

desenvolvidos ", cada um com mecanismos diferentes para efetuar a modulagao:

aquecimento, resfriamento, modificacdo das condigcdes de fluxo e/ou pressao.
Entretanto, todos os moduladores apresentam trés fungées principais®>2°:
1. acumular continuamente pequenas fragdes adjacentes do efluente da

primeira coluna;

focalizar as fracbes acumuladas, no tempo ou no espaco;

liberar as estreitas fracées coletadas da primeira dimensao como

pulsos estreitos para a segunda dimenséo.
Dependendo da configuracdo do modulador, estas etapas podem ocorrer de varias
maneiras distintas: em uma Unica regido da coluna, em regides diferentes na coluna
da primeira dimensao, ou na coluna da segunda dimensao. As etapas de modulacao
estao ilustradas em um sistema genérico apresentado na Figura 4.

Os primeiros moduladores desenvolvidos para GCxGC utilizavam sor¢cdo em
filmes espessos e dessorcao térmica, empregando a razdo de fase como efeito de
focalizagdo, tais como o modulador de dois estagios aquecidos' e o modulador de
varredura térmica®* (thermal sweeper). Apesar do grande uso inicial desta geragao

de moduladores®®

, estes apresentavam limitacoes quanto a faixa de temperatura de
operagéo, uma vez que o modulador deveria operar a 100 °C acima da temperatura
da coluna, e para evitar o super-aquecimento da fase estaciondria da coluna na
regido de modulagéo, a temperatura maxima do forno deveria ficar limitada a 100 °C
abaixo da temperatura maxima de operacao da coluna. Além disso, estes sistemas
apresentavam uma maior complexidade operacional, devido a presenca de varias

partes méveis, além de dificuldades para a fabricagao®?’.
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Modulador

focalizar

D

Figura4. Esquema geral de funcionamento de um modulador genérico,

abrangendo as trés etapas: acumulacdao da banda cromatografica da primeira
dimensao; focalizacao e liberagdo da banda para a segunda dimensao.

A geracao seguinte de moduladores também utilizou a temperatura para a
modulagéo, entretanto através do resfriamento, com a criagdo dos moduladores
criogénicos. Estes moduladores mostraram-se mais robustos devido a simplificacdo
das partes moveis, além de propiciarem a ampliagcdo da faixa de temperatura de
trabalho.

O primeiro sistema modulador criogénico foi descrito por Marriott e
Kinghorn®®, e é chamado de Sistema Criogénico Longitudinalmente Modulado
(LMCS, Longitudinally Modulated Cryogenic System). Neste sistema, o resfriamento
€ realizado por uma armadilha criogénica que se move longitudinalmente, contendo
CO, gaseificado, resfriado pelo efeito de expansao de um fluxo de CO. liquido
adicionado constantemente a esta armadilha criogénica'’. Uma foto ilustrativa deste
sistema consta da Figura 5. A ilustracdo a direita da foto (Figura 5) apresenta as
duas posi¢cées de modulacdo. Na primeira posicao (A), os analitos sdo imobilizados
na coluna pela armadilha criogénica, ocorrendo o evento de acumulagédo da banda.
Na segunda posicédo (B) os analitos sdo mobilizados pelo aguecimento da regido
(temperatura do forno do cromatdgrafo), e focados novamente na regido da
armadilha. Quando o modulador volta para a posicao A, estes analitos sdo re-
mobilizados pelo aquecimento da regido (temperatura do forno do cromatdgrafo), e
uma nova zona de eluente da primeira coluna € aprisionada pelo modulador na
posicdo (A). Sendo assim, esta modulagdo ocorre em 3 etapas (acumulagéo,

focalizagao e liberacdo), em duas zonas diferentes da coluna.

Carin von Miihlen 11



Tese de Doutorado

Figura5. Foto do Sistema Criogénico Longitudinalmente Modulado — LMCS (a
esquerda); e esquema das duas posi¢cées do modulador (A) abaixo e (B) acima.

Outra familia de moduladores criogénicos utiliza jatos criogénicos a fim de
focalizar os compostos em duas regides préximas da coluna capilar, utilizando uma
temperatura mais baixa, devido ao contato direto do gas refrigerante com a coluna.
Estes jatos podem ser empregados de diferentes formas, tais como no sistema de
dois estagios desenvolvido por Ledford e colaboradores®, que contém um jato
simples de CO,; o modulador criogénico mével (moving cryogenic modulator) de
Beens e colaboradores'’, que utiliza uma zona de aquecimento elétrico, seguida de
uma zona de resfriamento com um jato de CO, no interior de uma camara,
apresentando movimentos similares ao LMCS; ou o sistema de Hyétyldinen e
colaboradores?', composto por dois estagios de aquecimento elétrico e outros dois
estagios de resfriamento com jatos de CO, em zonas diferenciadas. Desta familia de
moduladores criogénicos com jatos também surgiram varias outras possibilidades.
Entretanto, Adahchour e colaboradores apresentaram uma vasta revisdo sobre a

25,29-31

técnica, dividida em quatro artigos , € reportam a auséncia de um consenso
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quanto ao melhor design: jato simples, dois jatos ou quatro jatos®. Além disso, estes
autores também constataram a introducdo de aproximadamente 10 novos
moduladores na literatura cientifica entre 2003 e 2004, em um intervalo de apenas
12 meses.

Uma terceira familia de moduladores apresenta como base operacional a
utilizacdo de valvulas. Estes moduladores geralmente apresentam uma temperatura
limite de operacédo bastante baixa (cerca de 175 °C)**? ou outras condicionantes,
tais como trocas de algcas de amostragem a cada periodo de modulacdo ou
restricdes quanto as condigdes de fluxo utilizadas®®, o que resulta em uma limitada

utilizacdo destes moduladores no presente momento®#°.

2.1.2 Detectores

O detector € uma parte importante integrante de qualquer sistema
cromatografico. Entretanto, o perfil dos picos cromatogréaficos (isto €, a separacao
dos picos) nao deveria ser, idealmente, afetado pelo detector — este deveria apenas
fornecer a capacidade de sensor requerida ao final do processo de separagédo. A
GCxGC melhora o desempenho da GC em varios sentidos, poréem com um prego:
partes dos sistemas 1D-GC existentes podem ndo apresentar as caracteristicas
necessarias para suprir as necessidades da GCxGC, especialmente os detectores.
Os detectores devem ter a capacidade de medir precisamente picos extremamente
rapidos, com largura de base de cerca de 50 ms para serem adequados a GCxGC.
Um dos aspectos menos considerados nos experimentos de GCxGC tem sido a
deteccao. Isso pode ter ocorrido devido a varios fatores, tais como o desempenho
superior de separacao oferecida pela GCxGC (o que reduz a necessidade de
detectores seletivos), ou a robustez e praticidade do FID, ou ainda a crenca de que
existem dificuldades experimentais com a maioria dos detectores seletivos. Talvez a
combinacao destes fatores explique a auséncia de um numero maior de trabalhos
envolvendo detectores seletivos para GCxGC. Os trabalhos encontrados na
literatura, que apresentam aplicacdes de detectores seletivos a GCxGC estdo
listados na Tabela I.
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Tabela I. Aplicagdes de detectores seletivos em GCxGC.

taxa de
detector analitos conjuntos de colunas T dq(aotg;:tor aquisicao | ref.
(Hz)
1
inira 7 D- BPX5 30m x 0,25mm x 0,25um
NPD metOX|p|lrahzmas em i w 300 100 34
vinho D- BP20 1m x 0,1mm x 0,1um
1. 'D- HP-1 30m x 0,25mm x 0,25um
’D- HT-8 1m x 0,1mm x 0,1um 35
UECD | CBs, PCDDs, PCDFs ) 300 50
2. D- HP-1 30m x 0,25mm x 0,25um
®D- SupelcoWax-10 1m x 0,1mm x 0,1um
'D- HP-1 30m x 0,25mm x 0,25um %
UECD toxafeno » 300 50
D- HT-8 1m x 0,1mm x 0,1um
PCDDs, PCDFse | 'p. DB-XLB 30m x 0,25mm x 0,25um 5735
UECD PCBs 2,3,7,8,- ) 300 50 ’
substituidos D- LC-50 0,9m x 0,18mm x 0,1um
. 'D- BGB-176SE 30m x 0,25mm x 0,25um 5
UECD PCBs quirais 300 50
D- SupelcoWax-10 2m x 0,18mm x 0,1um
D- Chirasil-DexCB 10m x 0,1mm x 0,1um
WECD t PCBs ) : 260 50 40
atropisomericos D- LC-50 1,0m x 0,imm x 0,15um
SCD Compostos 5 conjuntos de colunas 800 100 4
sulfurados
Compostos sulfurados 'D- DB-1 10m x 0,25mm x 0,25um 4o
SCD |em misturas de GOPe| | 800 50
LCCCO D- BPX-50 17,5m x 0,1mm x 0,05um
Compostos 'D- VB-5 6m x 0,18mm x 3,5um i
SCD sulfurados em éleo » 800 50
bruto D- 007-17 2m x 0,1mm x 0,1um
_ Compostos 'D- SPB-5 30m x 0,25mm x 0,1um »
NCD nitrogenados em » 100
diesel D- BPX-50 3m x 0,25mm x 0,25um
Compostos 'D- DB1 15m x 0,25mm x 0,25um -
AED | sulfurados em éleo , a Ca;g:loade 10 4
bruto D- BPX50 0,6m x 0,1mm x 0,1um

Obs. Definicdo das siglas na lista de abreviagoes.

A primeira questao a ser levantada na adaptacdo de um detector para o uso

em GCxGC é a velocidade de aquisicdo. Os picos gerados por GCxGC no final da

segunda coluna apresentam largura na linha base de cerca de 100 ms ou menos, 0

que

representa uma diminuicdo de

10 e 50 vezes

na

largura do pico

tradicionalmente obtido por 1D-GC. A capacidade de um detector de rastrear a

mudanca rapida de um perfil cromatografico depende de varios fatores, desde o
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design dos caminhos do fluxo e introducédo de gases de make-up, do mecanismo de
resposta do detector até a cinética quimica da resposta. Outro fator importante é o
processamento eletrdnico da saida do transdutor (conversdao A-D) para o sinal de
entrada no sistema de dados. Durante este projeto de pesquisa, foi produzido um
artigo cientifico de revisdo' em parceria com Weeraya Khummeng, aluna de
doutorado da RMIT — Melbourne, Australia que trata dos detectores seletivos e do
FID utilizados em GCxGC, apresentando os mecanismos de funcionamento dos
mesmos, bem como uma discussao das aplicacbes e potencialidades de cada
detector para sua utilizacdo em GCxGC. Neste trabalho, serdo abordados apenas os
detectores empregados nos experimentos realizados.

2.1.2.1 Detector por lonizagao em Chama — FID

O FID (flame ionization detector, detector por ionizacdo em chama) € mais
utilizado em cromatografia gasosa do que qualquer outra técnica para deteccao de
sinal cromatografico®®*’. O FID também foi o primeiro detector a ser aplicado em
GCxGC'?, especificamente porque ele é o Unico detector universal de custo
relativamente baixo, que permite uma taxa de aquisi¢éo de até 200 Hz, o que o torna
suficientemente rapido para a detecgdo apropriada dos picos rapidos ao final da
segunda coluna'"*®. Como o préprio nome diz, o FID funciona pela queima de
compostos contendo carbono, os quais produzem ions em uma chama. O FID é
freqientemente rotulado como um sistema para a “contagem de carbonos”, porque
os hidrocarbonetos apresentam uma resposta proporcional ao nimero de atomos de
carbono*®, embora heteroatomos e outros grupos funcionais afetem a magnitude da
resposta.

O mecanismo de deteccao do FID pode ser representado pela equagéo:

Composto — CH —242edef s CHO™ —M%[H30(H20)n ' +co

Desta forma, ocorre um rapido processo de geracao de ions, que resulta em
uma corrente proporcional a quantidade de carbonos presentes nos compostos.
Entretanto, a natureza quimica das moléculas da amostra ird influenciar na resposta

erada®®, o que pode ser observado pela variagdo dos fatores de resposta
g
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encontrados para compostos diferentes. Na maioria dos casos, o fator de resposta é
aproximadamente o mesmo dentro de uma determinada classe de compostos.

A utilizagdo do FID como um detector universal em GCxGC tem apresentado
resultados impressionantes em termos de sensibilidade, resolucao e capacidade de
quantificagdo, quando comparados com o sistema 1D-GC. Andlises onde
tradicionalmente seria necessario utilizar MS devido a demanda de quantificacao de
picos nao resolvidos, tornam-se possiveis com o uso do FID, uma vez que os picos
sdo completamente resolvidos, permitindo sua quantificacdo. A grande velocidade
dos processos de ionizacdo e aquisicdo, e o pequeno volume interno® minimizam a
contribuicdo deste detector para o alargamento da banda cromatografica. Por essa
razdo, o FID produz picos mais estreitos do que outros detectores, o que se torna
muito importante em GCxGC, especialmente quando colunas curtas sao utilizadas
na ?D e a limitada capacidade de picos demanda uma eficiéncia maxima nesta
coluna. Outro aspecto positivo do FID inclui a ampla faixa de linearidade — 10° ou

10 — dependendo do equipamento®®>?

, além dos limites de deteccao estarem entre
2 e 5 pg carbono/s, dependendo do composto a ser detectado. O FID também é um
detector extremamente robusto e estavel, e requer pouca experiéncia do operador.
Devido a estas caracteristicas, as informacdes disponiveis sobre as condigdes de
deteccao sao geralmente escassas na literatura sobre GCxGC-FID, sendo muitas
vezes apenas mencionado que este detector foi utilizado. Entretanto, geralmente
esta informacao é suficiente para a obtencdo de resultados reprodutiveis, se o0s
outros parametros analiticos forem fornecidos corretamente.

Em GCxGC, o FID nao é utilizado apenas como uma ferramenta para
quantificacdo®, associada ou ndo as técnicas espectrométricas, como
GCxGC/gMS® ou GCxGC/TOFMS®®, mas os resultados obtidos com FID podem ser
utilizados para identificacdo de compostos, devido a relacdo existente entre a
estrutura quimica e a retencdo dos compostos no espaco de separacado
bidimensional. Este efeito tem sido chamado de “efeito telhado”. O potencial de
identificagdo e diagnéstico do sistema GCxGC-FID tem sido aplicado para

problemas ambientais®>° 60.61

, avaliacdo de processos industriais e outros problemas
analiticos que nao poderiam ser solucionados antes da implementacdo da GCxGC,
nem mesmo utilizando GC/MS®2.

Para exemplificar aplicacdes tipicas de GCxGC-FID e a natureza clara e

simples da informagéo fornecida por esta técnica para a identificacdo de compostos
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individuais, especialmente quando o efeito telhado esta presente, varios trabalhos
realizados com amostras petroquimicas podem ser citados, e serdo abordados no
item 2.2.

2.1.2.2 Detector Seletivo de Nitrogénio e Fosforo — NPD

O termo detector de nitrogénio e fésforo (NPD, nitrogen phosphorus detector)
s6 pode ser utilizado quando o detector termiénico de chama (TID, thermionic
detector) for utilizado no modo especifico para a deteccdo de compostos
nitrogenados e fosforados®. O NPD, assim como todos os TID, est4 relacionado &
natureza do processo de ionizagao, pois as moléculas da amostra sdo convertidas
em ions negativos no detector pela extracdo de elétrons emitidos da superficie
solida quente de uma pérola®*. A diferenca basica entre um TID e um FID esta na
presenca da pérola no topo da chama, que é composta de um sal de um metal
alcalino em uma matriz cerdmica inorganica, que funciona como uma fonte
termiénica eletricamente aquecida®. A Figura 6 apresenta um desenho
esquematico de um TID. Os principios de operagdo do TID e o mecanismo do
processo de ionizacdo especifico ainda ndo foram completamente estabelecidos e
compreendidos®®°. O mecanismo mais aceito atualmente, é a teoria da ionizagao

catalitica superficial®®®’.

| escape

- —— pérola
ar — 4
\a\\\\T coletor
PRSI &y - S
Makeu\pax'";:] |2

gas de arraste | coluna capilar

Figura6. Desenho esquematico de um detector termiébnico de chama (TID).
Modificagao do desenho fornecido por Agilent Technologies.
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De acordo com essa teoria, os &tomos do metal alcalino ndo deixam a superficie da
pérola (que ndo pode ser chamada de “fonte”, nesse caso), mas catalisam a
transferéncia de elétrons na superficie da pérola®®. Desde o desenvolvimento das
pérolas de ceramica, Patterson e Howe®® estudaram os efeitos da composicdo das
pérolas, temperatura da superficie, voltagem, e da composi¢cdo do ambiente gasoso
que circunda a superficie da pérola na resposta do detector. Patterson®® concluiu
que a temperatura na superficie da pérola e a composi¢cdo do ambiente gasoso que
circunda a pérola determinam os produtos gasosos formados da decomposicao dos
compostos presentes na amostra, afetando a seletividade do detector. Os resultados
apresentados por Patterson®, demonstraram o efeito do ambiente gasoso na forma
dos picos, apesar desta observacdo nado ter sido apresentada e discutida. Além
disso, este mesmo autor discutiu relagcdes de sensibilidade e especificidade para
varios compostos.

O processo de detecgdo do TID tem sido erroneamente considerado como
muito lento para atingir as altas freqiiéncias de aquisicao necessarias a GCxGC,
uma vez que esta técnica produz picos muito mais estreitos do que os picos obtidos
por 1D-GC (<1s)%. Como j& foi mencionado anteriormente, efeitos de tempo de
resposta do detector e perda de simetria de pico causados pelo detector sao
extremamente importantes em GCxGC. Apesar de conhecer esta possivel limitacao,
Ryan e colaboradores® apresentaram a primeira aplicacdo de um NPD & GCxGC,
estudando metoxipirazinas em vinhos, com uma freqiéncia de aquisicao de 100 Hz.
Neste trabalho, foi possivel realizar a quantificagdo de 2-metoxi-3-(2-
metilpropil)pirazina, atingindo-se limite de deteccdo de 0,5 ng L™, o qual foi superior
ao limite de deteccdo obtido utilizando-se GCxGC/TOFMS (1,95 ng L7). O
desempenho do NPD foi aprimorado pela modificacdo das vazbes de hidrogénio, ar
e nitrogénio do mesmo, o0 que melhorou a resposta do detector em termos de
magnitude e simetria dos picos. A utilizacdo deste detector em GCxGC permitiu a
simplificacdo do cromatograma obtido do headspace de amostras de vinho. Em
outro estudo do mesmo grupo®, o desempenho do NPD foi correlacionado a
resposta dos picos. Os valores de simetria dos picos melhoram, indo de 8,0 a 1,6 (0
valor da simetria é considerado ideal quanto mais préximo de um, o0 que seria a
simetria de uma gaussiana), através da otimizacao dos fluxos dos gases do detector.
Estes autores também concluiram que as condigdes de fluxo responsaveis pela
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melhor simetria de pico ndo necessariamente fornecem a melhor magnitude de

resposta.
2.1.2.3 Detector por Espectrometria de Massas - MS

Para que um determinado detector possa ser aplicado a GCxGC, este deve
possuir uma taxa de aquisicdo de sinal compativel com os estreitos picos gerados
por GCxGC. Até o momento, autores divergem quanto ao nimero minimo tedrico de
pontos por pico necessario para um estudo quantitativo, variando de 4 a 6 pontos
por pico, ou até de 15 ou 20 pontos por pico® . O Unico detector de espectrometria
de massas que permite alta freqliéncia de aquisicdo de sinal (500 Hz) é o detector
de espectrometria de massas por tempo de véo (TOFMS)"*"®. Devido ao seu alto
custo e baixa disponibilidade nos laboratérios, um outro MS tem sido estudado: o
quadrupolo. Para contornar a questdo da baixa taxa de aquisicdo dos
espectrémetros de massas do tipo quadrupolar (gMS), duas estratégias diferentes
estao registradas na literatura: (1) alargamento dos picos cromatograficos obtidos
por GCxGC e (2) aumento da taxa de aquisicdo pela limitagdo do intervalo de
varredura. Frysinger e Gaines’’ adotaram a primeira estratégia para adaptar um
equipamento com taxa de aquisicdo de apenas 2,43 varreduras/s para GCxGC,
aumentando a largura de base dos picos da segunda dimenséo de 0,2 s para 1,0 s,
pelo aumento do tempo de corrida para até 7 horas. Mesmo assim, foi possivel
realizar apenas trés varreduras por pico, tornando o sistema inviavel para propédsitos
quantitativos. Limitagdes claras desta estratégia sdo o aumento do tempo de analise
e a diminuicdo da resolucdo e sensibilidade adquiridas pela GCxGC. Shellie e

colaboradores*®’®

adotaram a segunda estratégia, utilizando um gMS HP5973
(Agilent, USA). Nestes trabalhos, Shellie e colaboradores buscaram restringir a faixa
de massa atdbmica varrida até o limite da faixa de massa dos analitos, buscando
aumentar a taxa de aquisicao de sinal. Os fatores que contribuem para a definicao
da taxa de aquisicao de sinal de um detector gMS sdo: o nimero de unidades de
massa atémica varridas por segundo, que determina o tempo de varredura (V) de
uma determinada faixa de massas atémicas; e o tempo de ajuste do equipamento
entre uma varredura e outra (A), conforme ilustrado na Figura 7. Estes parametros

sao fundamentais para estabelecer o intervalo de massas atémicas (IM) mais
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adequado para a obtencdo de uma taxa de aquisicdo apropriada a determinada
aplicagao”®.

Sistemas gMS de diferentes fabricantes possuem diferentes condicbes de
operacao. Alguns equipamentos iniciam a varredura pelo valor de massa atémica
mais alta, enquanto outros equipamentos iniciam pela massa atbmica mais baixa. A
Figura 7 ilustra a varredura iniciando pelo valor mais alto, referente ao gMS HP5973

utilizado por Shellie e colaboradores*®”® °5.8081

e por outros autores

N
©
0
N
©
£
V AV A V A V A V A
tempo -
Figura7. llustracdo das contribuicoes do tempo de varredura (V) e de ajuste (A)

para o tempo de ciclo de varredura (CV) de um gMS.

Para calcular a duracdo de cada ciclo de varredura (CV) e,

consequentemente, a freqléncia de aquisicao de sinal (1(s)/CV(s)=freqliéncia de

aquisicdo em Hz) pode-se utilizar a equagao 17°:
cv :[%j+TA eq. 1

Onde: IM — intervalo de massas atdbmicas; TV — taxa de varredura do
equipamento em Da s (unidades de massa atdmica por segundo); TA — tempo de
ajuste eletrénico.

O gMS HP5973 possui uma taxa de varredura de 10.000 Da s, e para
analises no modo de varredura (scan mode), o tempo de ajuste eletrénico (TA) é de
20,49 ms. Sendo assim, aplicando a equacado 1 para um intervalo de massas
atébmicas de 129 Da, o ciclo de varredura sera de 33,39 ms, resultando em uma
frequéncia de 29,95 Hz, e se o intervalo de massas atémicas for ainda mais amplo,
como 200 Da, por exemplo, a freqiéncia de aquisicdo de sinal caira para 24,70 Hz.
Se o intervalo de massas atémicas for mais amplo do que este valor, a freqtiéncia de

aquisicdo torna-se muito restrita para aplicagdes em GCxGC*®°°. Em instrumentos
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mais modernos onde TA é menor, a taxa de aquisicdo de sinal pode ser maior para

0 mesmo intervalo de varredura®,

2.1.3 Processamento dos cromatogramas obtidos

O processo de tratamento de dados, por si s6, ja € uma das linhas de
pesquisa da GCxGC, o que abrange desde o desenvolvimento de programas
especificos para o tratamento do sinal gerado, até tratamentos quimiométricos da
informagdo analitica final obtida®"3#+'%  Juntamente com todas as vantagens ja
citadas da GCxGC, tem-se também um novo paradigma de tratamento de dados,
em virtude do aumento de volume e complexidade de informagado analitica.
Cromatogramas que nao eram resolvidos por 1D-GC, agora podem apresentar mais
de 10.000 picos, com informacéao de retencao na primeira € na segunda dimenséo.
Um exemplo disso sdo amostras complexas provenientes de petréleo e derivados.
Ainda nao se tem um consenso na literatura sobre a melhor forma de abordar este
grande volume de informacéao analitica obtida, entretanto, ha concordancia quanto a

c8 101 A maioria dos

inviabilidade de manter-se a abordagem utilizada para 1D-G
grupos de pesquisa nesta area tem desenvolvido seus préprios softwares para o
processamento dos dados®.

A primeira diferengca entre os dados gerados por 1D-GC e GCxGC ¢é o
cromatograma produzido. Enquanto que na 1D-GC cada pico representa um
composto, ou mais de um composto, nos casos de co-eluicao, em GCxGC cada pico
primario obtido por 1D-GC sera dividido em varios segmentos (picos modulados)®.
Se levarmos em consideracao apenas este efeito, a complexidade do cromatograma
aumentaria em 3, 4, ou mais vezes, dependendo do numero de modulagdes
realizadas por pico primario conforme ilustrado na Figura 8. Esta figura apresenta
uma regido dos cromatogramas obtidos para a mesma amostra de Eucalyptus
dunnii, realizando-se uma corrida com o modulador desligado (A — 1D-GC), seguida
de outra corrida com o modulador ligado (B — GCxGC), no mesmo sistema
cromatografico. Nesta figura (Figura 8) também se pode perceber, além do aumento
da complexidade de cromatograma, o aumento da intensidade da resposta obtida
quando o modulador é ativado (B). Para converter o cromatograma obtido em
GCxGC em outro tipo de imagem, o primeiro passo € a conversao do sinal linear

detectado em matrizes de dados.

Carin von Miihlen 21



Tese de Doutorado

200

(3 150
@ 100 -
F _
50 4
| _A—/‘
0 I . I | | I I I
80030 32 34 36 38 40 42 44
43 600 -
& 400-
m .
200 - ‘
| | || ||||| ||| il ILI I L ‘ lJ l. ]“ PP 1] ulnfl. 1M
e T T s T : | Y | = | . T T T =

30 32 34 36 38 40 42 44
tempo de retenc&o (min)

Figura8. Parte dos cromatogramas obtidos por 1D-GC (A) e GCxGC (B) na
analise cromatografica de uma amostra de 6leo volatil de E. dunnii.

Para isso, faixas de tempo de retencdo de tamanho igual ao periodo de

15,16

modulagdo (P, -Modulation time ou modulation period) sdo agrupadas em

colunas, juntamente com o sinal registrado para esta janela de tempo, formando
matrizes (o P, é definido como a dura¢do de um ciclo completo de modulagéo, e é

15.16) Essas

igual ao tempo entre duas injegcdes sucessivas na segunda dimenséo
matrizes de dados sdo entdo convertidas em imagem. A Figura 9 ilustra
graficamente as etapas deste processo. A transformacdo do sinal analitico em
imagem pode ser realizada por softwares especificos desenvolvidos por diferentes
grupos de pesquisa®®, ou mais recentemente, por outros softwares comercialmente
disponiveis. Essa imagem, representativa do espaco de separacao (separation
space, regido no grafico bidimensional de cromatografia multidimensional
abrangente onde os compostos devem estar distribuidos) pode ser apresentada de
diversas maneiras, tais como diagramas tridimensionais, diagramas de cores,
diagramas de contorno, ou diagramas de bolhas'®. Nessas representacdes do
espaco de separacdo, picos que apresentem tempo de eluicdo na segunda

15,16(

dimensdo (°ts) superior ao P, sdo denominados picos fora do ciclo wrap-
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around). Esses picos aparecerdo em regides do diagrama pertencentes ao proximo
ciclo de modulagdo, na posicdo relativa ao seu “tg - P,, se “ta<2P, . Se °tg for
superior a 2P, , esse pico podera estar fora do ciclo por mais de um ciclo de

modulacao.

1 t.1 L t; t,

sinal

tempo de retengao

A /\ B
. b JL )

t1 /\ t

i
s

1tR

Figura9. llustracdo do processo de transformacdo do cromatograma em
imagem. A — Cromatograma mono-dimensional; B — divisdo do cromatograma inicial
em fatias; C — Agrupamento das fatias em uma matriz; D — transformacao da matriz

em imagem. Modificado de Harynuk e colaboradores®®.

2.2 CARACTERIZAGAO DE FRACOES DO PETROLEO POR GCxGC

Desde o seu surgimento, a GCxGC vem sendo aplicada a caracterizagdo de
amostras petroquimicas, por um motivo simples: estas amostras sdo conhecidas
como as mais complexas em Quimica Analitica. Estima-se que o numero de
compostos, somente no destilado intermediario, esteja acima de um milhdo'®. Por

este motivo, é praticamente impossivel realizar uma caracterizagdo cromatografica
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de todos os compostos de uma amostra de petréleo bruto em uma Unica separacao
cromatografica por 1D-GC, fazendo-se, geralmente, a identificacdo dos compostos
apenas por classes quimicas. As classes tipicamente identificadas incluem os n-
alcanos ou parafinas, alcanos ramificados ou iso-parafinas, alcenos ou olefinas,
alcenos ramificados ou iso-olefinas, alcanos ciclicos ou naftenos, alcenos ciclicos,
aromaticos, aromaticos monociclicos, aromaticos biciclicos, aromaticos ftriciclicos,
compostos contendo heteroatomos, entre outras'®. Para este tipo de amostras, a
estruturacao apresentada no espacgo de separacao de GCxGC é uma caracteristica
fundamental, por permitir a clara separacao e identificacdo dos compostos por
classe quimica'%'%. As primeiras aplicacdes da GCxGC a amostras petroquimicas
resultaram na caracterizacao de grupos de compostos através da observacao deste
tipo de distribuicdo espacial caracteristica no espagco de separacdo. Para ilustrar
esta distribuicdo espacial caracteristica, a Figura 10 apresenta um diagrama de
cores obtido por GCxGC—FID para a separacao de uma amostra de solvente néo
aromatico, onde o eixo das ordenadas representa a separac¢ao na primeira dimensao
(primeira coluna) e o eixo das abscissas, a separagdo na segunda dimensao
(segunda coluna). Nesta figura, € possivel observar a separacéo espacial detalhada
por classes quimicas, em naftenos, parafinas, mono e dinaftenos. Outra
caracteristica que pode ser verificada no espagco de separacao para este tipo de
amostra é o efeito telhado'®'%%: perfil relativo ao agrupamento dos picos de uma
classe de compostos quimicamente relacionados em um espag¢o de separacéo, o
qual se repete quando o numero de carbonos destes compostos aumenta ou
diminui, de forma a causar uma impressdo visual de “telhado” no grafico
bidimensional, sendo que cada conjunto alinhado de “telhas” corresponde a um
grupo de compostos pertencentes a uma classe quimica que apresenta um
determinado nimero de carbonos'®'%. Esta distribuicdo espacial de “telhas” em
sequéncia no diagrama de contorno auxilia na identificacdo dos compostos e pode
ser observada especialmente em amostras petroquimicas.

Varios trabalhos envolvendo a caracterizacao geral de fragées do petréleo e a
identificacdo de classes quimicas especificas presentes em amostras de petréleo e
seus derivados por GCxGC ja foram realizados. A Tabela Il apresenta referéncias
bibliograficas das principais aplicacbes da GCxGC a amostras petroquimicas e
derivados. Uma discussao mais detalhada sobre aplicacdes da GCxGC a este tipo

de amostras foi publicada em dois artigos de revisao'*>'%,
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Figura 10. Diagrama de cores obtido por GCxGC—FID para a separacao de uma
amostra de solvente nao aromatico derivado de petrdleo. 1. Cqo saturados
ramificados; 2. Cqo lineares; 3. Cq1 saturados ramificados; 4. Cq1 lineares; 5. Cq»
ramificados; 6. Cq2 lineares; 7. Cq3 ramificados; 8. Cq3 lineares; 9. Cq4 saturados
ramificados; 10. Cq4 lineares; 11. Cy5 saturados ramificados; 12. C+s lineares; 13. Cys
saturados ramificados; 14. desconhecidos; 15. trans-decalina; 16. cis-decalina; 17.
trans-metil-decalinas; 18. cis-metil-decalinas; 19. C,-decalinas. De A a E.
mononaftenos entre Ciyy e Cy4, onde as setas amarelas indicam os n-
alquilciclopentanos, e as setas pretas os n-alquilciclohexanos; de F a J. dinaftenos
entre Cyo e Cy4. Modificado de Beens e colaboradores'®.
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Tabela Il. Aplicagdes da GCxGC a amostras petroquimicas.

Aplicacoes Referéncias
Gasolina 19,24,47,84,85,95,107-119
Combustiveis para jatos 85,88,90

Gasoleo leve 102,120

O|eO Diesel 33,41,44,77,121-129
O|eo bruto 43,45,103,130-132

Solventes hidrocarbonetos ndo aromaticos 103

Querosene 20,103,114,120,133,13412;23;33;43-45

Oleos de lavagem 135

Caracterizagdo de etapas de processamento  °%1%

Biomarcadores 43,57,136,137

Poluentes ambientais em ar, 4gua e solo 21.55,57.58,110,137-146

2.2.1 Estudos de compostos nitrogenados por GCxGC

Apenas um trabalho de aplicacado da GCxGC, especificamente na analise de
compostos nitrogenados foi encontrado na literatura.

Wang e colaboradores** demonstraram a utilizagdo da GCxGC com detector
por quimiluminescéncia de nitrogénio (NCD, nitrogen chemiluminescence detector)
para a “especiacao” de compostos nitrogenados em 6leo diesel, com faixa de
ebulicao entre 150°C e 430°C, e numero de carbonos entre Cg e Cogs. Neste trabalho
foi utilizado um conjunto de colunas composto por uma SBP-5 de 30 m x 0,25 mm
i.d. x 1,0 um de espessura de filme, na primeira dimens&o, e uma BPX-50 de 3 m x
0,25 mm i.d. x 0,25 um de espessura de filme, na segunda dimensao. O modulador
utilizado foi um modulador térmico de duplo jato (Zoex Corp. Lincoln, NE), com
sistema de resfriamento por nitrogénio liquido.

A Figura 11 ilustra um cromatograma obtido por GC-NCD convencional (A),
um cromatograma GCxGC-NCD (B), e um diagrama de cores obtido por GCxGC-
NCD (C) para uma amostra de 6leo diesel. A sensibilidade e resolugcdo dos
compostos aumentou drasticamente do cromatograma apresentado para 1D-GC (A)
para o cromatograma GCxGC (B), mas a identificacdo dos componentes ficou muito
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prejudicada pela grande quantidade de picos presentes no cromatograma, sem
qualquer ordenamento. A conversao deste cromatograma em um diagrama de cores
(C) permitiu uma observacdo mais clara dos agrupamentos por classes quimicas,
além de facilitar a identificagcdo dos compostos.

_y
=]

(©)

[=2]

<9

tempo de retencao na segunda dimensao (s)
1%

intensidade de sinal

tempo de retengao (min)

Figura 11. Analise de compostos nitrogenados em uma amostra tipica de 6leo
diesel: (A) cromatograma de GC-NCD tradicional, (B) cromatograma GCxGC -NCD;
(C) diagrama de cores processado de GCxGC-NCD. Modificado de Wang e
colaboradores™.
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Neste trabalho**, também foram realizados estudos quantitativos para alguns
compostos, e a identificacdo de dois componentes pertencentes a cada uma das
bandas com o auxilio de dois padrdes externos (indol e carbazol), além da
identificacdo de outros compostos por outras técnicas, permitiu acompanhar um
processo de Hidrodesnitrogenacao (HDN, Hydrodenitrogenation). Comparando-se
os diagramas de cores obtidos antes e apés a HDN, observou-se que praticamente
todos o0s picos da regido que contém compostos nitrogenados basicos
desapareceram. Apdés um outro processo de desnitrogenagcao, quase toda a
provavel classe dos inddis foi removida. Entretanto, a especiacao sugerida no titulo
do artigo nao foi realizada, uma vez que a separacdo e estruturacdo dos picos no
espaco de separacao apresentadas (Figura 11) ndo permitem uma analise neste
nivel de detalhamento, além dos autores terem utilizado apenas dois padrbes
externos (ndo ilustrados na Figura 11). Entretanto, esse estudo permitiu uma analise

das potencialidades da técnica para esta classe de compostos.

2.3 CARACTERIZAGAO DE OLEOS VOLATEIS POR GCxGC

Tal como para amostras petroquimicas, os 6leos volateis apresentam uma
grande gama de compostos de varias classes quimicas, tornando-se uma area de
igual importancia para estudos de GCxGC'". A fragrancia de 6leos volateis muitas
vezes é definida por compostos que estdo presentes em nivel de tracos. A obtencao
de maior sensibilidade e melhor separacdo para estes compostos aroma-ativos
fornece uma analise de qualidade superior para estes 6leos. Em um livro editado em
1987 por Sandra e Bicchi'*’ sobre cromatografia gasosa capilar aplicada a analises
de Oleos volateis, ja foram discutidas as possibilidades da cromatografia
multidimensional, em um capitulo exclusivo, porém a técnica abrangente ainda nao
tinha sido descoberta nessa época. Dimandja e colaboradores'*® apresentaram o
potencial da técnica na andlise dos Oleos volateis de hortela-pimenta (Mentha
piperita) e hortela (Menta spicata), comparando os resultados obtidos por GCxGC-
FID e por GC/gMS. O éleo de hortela-pimenta apresentou 89 picos identificaveis na
GCxGC, enquanto que no GC/gMS, apresentou apenas 30. No 6leo volatil de
hortela, foram detectados 68 picos por GCxGC e 28 picos por GC/qMS.
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A Tabela Ill apresenta as aplicacbes da GCxGC aos 6bleos volateis,
encontradas na literatura. Por esta tabela, é possivel verificar a variedade de
colunas cromatograficas empregadas na primeira e na segunda dimensdes. A
maioria dos trabalhos utilizaram conjunto de colunas convencional (apolar-

48.78.148-153 norém com dimensdes diferenciadas. Mondello e colaboradores’*

polar)
utilizaram um conjunto inverso de colunas (polar-apolar) para a analise de 6leo
citrico de limao, obtendo clara estruturacdo dos compostos no espaco de separacao.

Zhu e colaboradores®'°

apresentaram estudos comparativos entre as duas
configuracdes para a andlise de 6leo volatil de tabaco, obtendo uma melhor
resolucdo quando da utilizacdo de um conjunto inverso e, a estruturacdo dos
compostos no espaco de separacado foi observada somente com o conjunto
convencional, conforme ilustrado na Figura 12. Shellie e colaboradores'*
reportaram a presenca de estruturacao no espacgo de separacao para monoterpenos
e sesquiterpenos, utilizando um conjunto de colunas convencional, na separacao
cromatografica do 6leo de lavanda. Mondello e colaboradores™* também
observaram estruturacao no espaco de separacao, porém utilizando um conjunto de
colunas inverso.

Shellie e colaboradores'*®'%”

apresentaram o emprego da GCxGC para a
separacao enantiosseletiva de compostos naturais, utilizando colunas quirais na
primeira ou na segunda dimensdo. A analise enantiosseletiva de 6leos volateis é
importante por varias razdes, pois permite obter informacbes sobre as vias
biossintéticas de um ou mais componentes do 6leo, detectar adulteracao pela adicdo
de materiais sintéticos, ou obter detalhes sobre a origem natural do 6leo. O primeiro

trabalho'®

reportou a aplicacdo da GCxGC na separacao enantioseletiva de 6leo
volatii da arvore de cha australiana (Melaleuca alternifolia). Os resultados
apresentados confirmam o aumento na eficiéncia da analise enantioseletiva do éleo
volatl. Em outro trabalho do mesmo grupo'’, foi apresentada a distribuigdo
enantiomérica de varios compostos monoterpénicos do 6leo volatil de bergamota,
em apenas 8,5 minutos de analise. Comparando-se a GCxGC com a GC/gMS
percebe-se que o aumento da sensibilidade e resolugao, leva a uma identificacdo
mais facil dos componentes individuais da amostra, e também a uma melhor

quantificacao dos compostos.
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Tabela Ill. Aplicagdes da GCxGC aos éleos volateis.

Oleo volatil Extracdao | Equipamentos Conjuntos de colunas Objetivos GCxGC Comparagao 1D-GC | Ref.
GCxGC-FID GC/MS 89 picos detectados
Mentha piperita com modulador DB-1 30m x 0,25mm x 0,25um 68 picos detectados 30 picos detectados
Mentha spicata - de varredura GCxGC-FID P! 28 picos detectados | '
. 1 52 picos em comum .
térmica D- DB-1 1m x 0,1mm x 3,5um 18 picos em comum
GC/gMS ’D- OV-1701 2m x 0,1mm x 0,5um
GC/MS composicao
S GCxGC-FID HP-5ms 30m x 0,25mm x 0,25pum = enantiomérica do
Melaleuca alternifolia de::r'fsﬁgo dgor com LMCS GCxGC-FID sepaerna;;natci)oﬁqeé:igopsares sabineno nao foi 1%6
vaoor GC/gMS 'D- EtTBS-BCD 25m x 0,25mm x 0,25um caracterizada, co-
P D- BP20 0,8m x 0,1mm x 0,1pm eluicdo de outros
GCxGC-FID GC-FID e GC/MS indices de retencéo,
Rtx-5ms 30m x 0,25mm x 0,25um identificacao e semi- identificacao de cerca
GCxGC/gMS o
‘ Rtx-wax 30m x 0,25mm x 0,25um quantificacao (GCxGC- | de 30 compostos a 149
9 dleos de lavanda - com LMCS GCxGC-FID FID) d . d
GC-FID 1 xGC- ) e~85 picos, menos do que por
GC/ MS’ D- BPX5 30m x 0,25mm x 0,25um estruturacao de alcoois GCxGC/gMS
9 2D- BP20 1m x 0,1mm x 0,1um e acetatos
e 'D- BPX5 30m x 0,25mm x 0,25um estudo interlaboratorial 150
Melaleuca alternifolia - GCxGC-FID 2D- BP20 1m x 0,1mm X 0,1um do LMCS -
GCxGC-FID estudo de separagdes
EtTBS-BCD 1m x 0,1mm x 0,1um 7
Bergamota GCxGC/qMS EtTBS-BCD 1m x 0,25mm x 0,25um enantiomericas com - 157
- com LMCS DB-5 10m x 0.1mm x 0.1um coluna quiralna De
GC-FID, GC/gMS : - TH na °D
indices de retencao
. GCxGC/qMS 'D- HP-5 30m x 0,25mm x 0,25um _ Indices de retencao, 78
Pelargonium graveolens - 2M. ' ' identificacdo facil de 65 -
com LMCS D- BP20 0,5m x 0,32mm x 0,25um Compostos
Raizes de Panax soxhlet GCxGC-FID comparagao entre
quinquefolium hexano, GCxGC/aMS 'D- BPX5 30m x 0,25mm x 0,25um GCxGC-FID e ) 48
Panax ginseng acetona, 9 ’D- BP20 1,2m x 0,1mm x 0,1 pum GCxGC/gMS
i o com LMCS
Panax notoginseng dietil éter
hidrodes- GC/ITMS GC/ITMS 580 picos detectados
Eucalyptus dunnii tilacao GCxGC-FID HP-5ms 30m x 0,25mm x 0,25um no E. dunnii. ~60 picos detectados 151
Eucalyptus saligna com modulador GCxGC-FID Distribuic&o de picos no E. dunnii
HS-SPME | térmico de dois 'D- DB-1 4m x 0,1mm x 3,5um diferentes entre os dois
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estagios *D- DB-1701 0,5m x 0,imm x 0,1pm 6leos
P. quinquefolius 150 picos detectados
. g . GCxGC-FID GCxGC-FID e GC-FID )
A. angegziz;s;r}ienS/s HS-SPME com LMCS 'D- HP-5 30m x 0,32mm X 0,25um Contrgloe %ﬁscj;]alldade 80 picos detectados 152
- astrag GC-FID ?D- BP20 1m x 0,1mm x 0,1um gnseng
R. rehmanniae preparata (P. quinquefolius)
GCO indices de retengao, Varios compostos
Coriandrum sativum destilagéo GCO BPX5 25m x 0,32mm x 0,5um identificacao de 98 N30 forgm .
; . por arraste | GCxGC/TOFMS GCxGC/TOFMS picos, dos quais 42 sao | . .
Eryngium foetidum 1 o identificados por 1D-
de vapor com LMCS D- BPX5 30m x 0,25mm x 0,25um odorificos (20 novos GC/MS na literatura
D- BP20 0,8m x 0,1mm x 0,1pm odorificos)
GC/MS separagao por grupos
GCxGC-FID | Supelcowax-10 30m x 0,25mm x 0,25um de monoterpenos
Limao i com LMCS GCxGC-FID (alcoois, aldeidos e alguns picos de 154
GC/gMS 'D- Supelcowax-10 30m x 0,25mm x ésteres) e interesse coeluiram
0,25um hidrocarbonetos
’D- SPB-5 1m x 0,1mm x 0,1um sesquiterpénicos
ettt e 172
HP-5ms 50m x 0,2mm x 0,33um s
GCxGC-FID GCxGC-FID e GCxGC/TOFMS quantificacdo de 61 . o
GCxGC/TOFMS 'D- DB-petro 50m x 0,2mm x 0,5um compostos, identificagdo e 56
Tabaco - com lmodulador 2D. DB-17ht 2,5m x 0,1mm x 0.1um separagao dg clgsses quantificacdo de 29
de jatos — N, o com o primeiro compostos
GC/qMS 'D- DB-wax 60m x 0,25mm x 0,25um Coggt’;‘:gsdzg‘(’)'giga&
D- DB-1701 3m x 0,1mm x 0,4um ) QDS
cetonas e piridinas
GC/MS
HP-INNOWAX 30m x 0,25mm x 0,25um
HP-1 30m x 0,25mm x 0,25um 48 compostos
GCxGC-FID |Supelcowax -10 30m x 0,32mm x 0,25um identificados e 15teenj(;i?/znr:12(r)1fcteos
GCxGC/TOFMS HP-5 30m x 0,32mm x 0,25um quantificados, identificados
Tabaco - com modulador GCxGC-FID e GCxGC/TOFMS mesma separagao por dependendo do 1%
de jatos — N, 'D- DB-wax 60m x 0,25mm x 0,25um classes observada do accr)) lamento de
GC/gMS ’D- DB-1701 3m x 0,1mm x 0,4pm outro trabalho do Fz:olunas
e mesmo grupo>
'D- DB-petro 50m x 0,2mm x 0,5um
D- DB-17ht 2,5m x 0,1mm x 0,1um
GCxGC-FID 84 compostos 21 compostos
Tabaco GCxGC/TOFMS informacao nao disponivel identificados e -1 comp 158
- oo identificados
GC/gMS quantificados
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Figura 12. Diagramas de cores obtidos por Zhu e colaboradores® na andlise de
6leo essencial de tabaco, utilizando um conjunto de colunas convencional (A) e um
conjunto inverso (B). (a-d) estruturacdo das classes de compostos ésteres, alcoois,

cetonas e piridinas, respectivamente.

As primeiras aplicacbes da GCxGC aos 6leos volateis foram realizadas
especialmente utilizando FID para a deteccdo dos compostos'*®1°%1%  Esta
abordagem foi muito importante para avaliagdo do potencial da técnica, e para
controle da qualidade. Posteriormente, esforcos preliminares na identificacdo de

878149157 Mesmo sabendo das

compostos utilizaram GCxGC acoplado a gM
limitagbes quanto a quantificagdo dos picos, essas aplicagdes demonstraram um
grande aumento do numero de compostos identificados em comparagdo com 1D-
GC/gMS, oriundo do aumento de resolucdo e sensibilidade na separacao
cromatografica. Apenas em 2005 surgiram os primeiros trabalhos de aplicacdo do
TOFMS acoplado a GCxGC**'°%'>° para a identificagdo dos compostos presentes
em Obleos volateis. A obtencdo de indices de retencdo especificos para GCxGC

93,159,160

também tem sido um dos focos de estudo apresentados na literatura , 0 que

permitird explorar ainda mais as informacées de retencdo obtidas nas duas
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dimensdes, aumentando a credibilidade na confirmacdo da identidade dos
compostos dos 6leos volateis.

2.4 AMOSTRAS DE INTERESSE NESTE TRABALHO
2.4.1 Amostras Petroquimicas

A Figura 13 ilustra a evolugao histérica da profundidade dos Campos
petroliferos da Petrobras. As fracbes de petréleo cedidas pela Petrobras foram
retiradas do Campo Marlim (Bacia de Campos, RJ). Este campo foi perfurado em
2004 e est4 situado em uma regido de aguas profundas'®'(1.027 m), conforme
ilustrado na Figura 13.

Figura 13. Desenho esquematico da evolugdo da profundidade das plataformas

maritimas da Petrobras'®’.

A separacdo dos componentes do petrdleo € realizada por grupos de
componentes dentro de uma faixa de destilagdo. Este conjunto de componentes
misturados numa Unica faixa recebe o nome de fragdo'. Os processos de

fracionamento a pressao atmosférica e a vacuo estdo ilustrados na Figura 14. O
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residuo da destilagdo atmosférica (RAT) é rico em compostos pesados, e serve de
carga para a unidade de fracionamento a vacuo. Esta destilacdo a vacuo permite a
separacao de outras fragdes comercialmente interessantes, tais como Gaséleo Leve
(GOL), Gaséleo Pesado (GOP) e Gasodleo Residual (GOR). O residuo da destilacao
a vacuo se constitui em uma fragdo denominada Residuo de Vécuo (RV)'.

— gas
———— gasolina
—» querosene

— + diesel

GOL

RAT

Destilacaa
a vacuo

GOP

GOR

RV

Figura 14. Desenho esquematico das torres de destilacdo para a obtengédo das
fracdes estudadas. Modificada de Hunt e colaboradores'®?.

Existem varias classificacées para o petréleo, dependendo do objetivo e das
propriedades de interesse'®*'®. Quanto aos constituintes das fragées do petréleo, a
classificacao pode ser feita em dois grandes grupos: hidrocarbonetos, e compostos
contendo heteroatomos'®®. Os compostos contendo heterodtomos podem ser
sulfurados, nitrogenados, oxigenados, ou compostos contendo metais (vanadio,

niquel, ferro, entre outros).
2.4.1.1 Compostos nitrogenados

Os compostos nitrogenados sao responsaveis por problemas como
desativacao de catalisadores de cragueamento, formagcdo de gomas, depdsitos de
residuos e alteracdo de cor em fragcbes do petrdleo, além de poluicdo

ambiental®'®®'%”. No 6leo diesel, estes compostos causam envenenamento de
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catalisadores, atuam como pré-oxidantes formando gomas e causando mau cheiro,
além de contribuirem para as emissdes gasosas, causando poluicao atmosférica.
Os compostos nitrogenados podem ser subdivididos em'®:
e compostos basicos, tais como piridinas, quinolinas, benzoquinolinas e
azacarbazdis;
e compostos neutros ou fracamente béasicos (néo titulaveis) como os
pirréis, inddis, carbazois, amidas e compostos do tipo porfirinas;
e compostos acidos, como as hidréxi-piridinas e acidos indol-

carboxilicos.
2.4.1.2 Isolamento dos compostos de interesse das fracoes de petrdleo

A literatura registra varios trabalhos que utilizam material adsortivo para
fracionar os compostos de petréleo e seus derivados®'¥'73. A silica tem sido usada,
na sua composigao original, tanto em colunas de cromatografia liquida preparativa
(PLC, Preparative Liquid Chormatography), quanto em batelada'”*. Também tem
sido empregada na forma modificada, como no trabalho de Qian e Robbins'” que
utilizaram aminopropilsilica para o fracionamento de derivados do petréleo. Entre
outras aplicacoes, a silica também foi usada como material adsorvente, apés ter sido
modificada com KOH, em um sistema semelhante a um Soxhlet, para obtencao de
fracbes de diferentes polaridades'’®. A alumina neutra é outro material adsorvente
muito utilizado neste tipo de fracionamento’””"°.

Varios trabalhos relatam a caracterizacdo de compostos nitrogenados em

177,178,181-189

combustiveis , utilizando métodos de extracao liquido-liquido (LLE, Liquid-

Liquid Extraction)'"®

, PLC, entre outros. Dentre os métodos que empregam
adsorventes sélidos, destacam-se os que utilizam alumina neutra ou silica
modificada para realizar a separagdo entre compostos nitrogenados basicos e
neutros'’"183184187 Estes trabalhos apresentam um consenso quanto a dificuldade
de separacao dos compostos nitrogenados de amostras complexas.

Oliveira' desenvolveu varios métodos para o isolamento das fragdes
nitrogenadas basica e neutra para amostras de RAT e GOP. Nestes processos
foram realizadas etapas de pré-fracionamento com alumina neutra, e para o
isolamento dos compostos nitrogenados, foram utilizadas resinas de troca ibnica,

silica modificada com KOH e HCI, e adsorvente Chromosorb W com cloreto férrico.
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Tanto as etapas de pré-fracionamento para a obtencdo de uma fragdo rica em
compostos polares, quanto as etapas de isolamento dos compostos de interesse
desta fragdo, foram realizadas em coluna e em batelada com posterior dessorcéo
das fracdes por ultra-som.

2.4.2 Oleos volateis

As plantas sintetizam Oleos volateis e os armazenam em estruturas
especializadas em secrecao, tais como glandulas e dutos. A sintese pode ocorrer

190 Os 6leos volateis sdo misturas

nas flores, frutos, folhas, raizes, cascas e madeira
complexas extraidas tradicionalmente por processos de arraste a vapor'*®. Seus
constituintes s&o extensivamente utilizados devido ao seu uso como aromas e
fragrancias, propriedades anti-microbianas, e medicinais'®''%. Em 6leos volateis de
plantas ja foram identificados cerca de 2.000 compostos'®®, incluindo terpenos e
seus aldeidos correspondentes, cetonas, alcoois, fenilpropandides, hidrocarbonetos,

ésteres, 6xidos, e compostos sulfurados'®! 19,

46195198 & yma técnica tradicionalmente empregada para a

A hidrodestilacao
extracdo de o6leos volateis, embora outras técnicas também sejam empregadas,
como por exemplo, extracdo com fluido supercritico (SFE)'9:1992%  extracao

empregando solventes®’, extracao assistida por microondas?%22%4

, entre outras.
Segundo Boland e colaboradores®®, variacdes qualitativas e quantitativas na
composicao caracteristica de 6leos da mesma espécie, podem ser atribuidas a trés
fatores principais: genética, tipo e idade das folhas, e ambiente; além de um quarto
fator, o qual se refere a erros no processo de extracao e andlise. Outra fonte de
variacao qualitativa pode ser oriunda de uma separagao cromatografica pobre, além
da grande similaridade entre os espectros de massas, especialmente dentro da
mesma classe de compostos, tais como monoterpenos e sesquiterpenos®®. Mesmo
utilizando informacdes adicionais obtidas através de indices de retengdo em duas
colunas cromatogréaficas com diferentes polaridades'*®?%’, tais como Van den Dool

and Kratz (LTPRI — linear temperature programmed retention index)?®,

a
identificacdo de varios compostos ndo esta completa'’. A equacdo empregada para

a determinacéo do LTPRI esta apresentada abaixo?%°:
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(1 = 1) X100

LTPRI = 100x eq.2

Lrert — e

Onde: ¢, - tempo de retencdo do composto; ¢, - tempo de reten¢do do alcano
linear menos retido que o composto; ¢,,., - tempo de reten¢do do alcano linear mais

retido que o composto; x — nimero de carbonos do alcano linear menos retido que o
composto.

A complexidade das formas isoméricas e as varias classes de componentes
dentro de uma ampla faixa de terpenos, indicam que uma separagédo completa dos
compostos, muitas vezes ndo pode ser obtida por 1D-GC. Como exemplo, uma
coluna apolar pode nédo ser adequada para separar octanol e a-felandreno. Uma
coluna polar pode atingir melhor resolu¢do para hidrocarbonetos monoterpénicos e
seus compostos oxigenados, mas nao ser eficiente na separacdo de alcoois e
ésteres monoterpénicos dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos?’®. A grande
similaridade entre os espectros de massas também é um obstaculo na percepcao de

co-eluicdes'’.
2.4.2.1 Escolhas dos oleos estudados

As plantas aromaticas foram selecionadas levando-se em consideragdo a
complexidade do Oleo volétil, a importancia econémica regional e nacional, as
aplicacbes atuais do éleo, a auséncia ou escassez de estudos cientificos sobre os
6leos volateis destas plantas, e a disponibilidade e acessibilidade da planta.
Levando-se em consideracdao estes critérios, duas plantas foram selecionadas:

eucalipto (Eucalyptus dunnii), e goiabeira (Psidium guajava).
2.4.2.2 Eucalipto

Eucalyptus ¢ um dos géneros mais plantados e mais importantes no

mundo?"’

. Entre suas principais aplicacdes esta a producédo de 6leos volateis, que
sdao empregados tanto para fins farmacéuticos quanto para fins medicinais. A
espécie de eucalipto selecionada foi E. dunnii por ser uma espécie utilizada pela

empresa Aracruz Celulose nos seus estudos sobre melhoramento genético, por
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apresentar bom rendimento em 6leo e também porque seu 6leo é rico tanto em
monoterpenos quanto em sesquiterpenos, representando portanto, tanto os éleos
ricos em monoterpenos quanto aqueles que contém majoritariamente
sesquiterpenos®.

Varios estudos da composicdo do 6leo volatil obtido das folhas de E.
dunnif®?'42' de diferentes paises apresentam diferencas consideraveis em termos

de composicdo do 6leo. Bignell e colaboradores?'?

identificaram e quantificaram 45
compostos no éleo das folhas de E. dunnii Maiden, e os trés compostos majoritarios
desse 6leo foram aromadendreno (15,9%), trans-pinocarveol (7,4%) e a-pineno(7%).

Boland e colaboradores®®®

identificaram e quantificaram 34 compostos, sendo que
mais de 56 compostos foram detectados em quantidades superiores a 0,01%. Neste
trabalho, o constituinte encontrado em maior quantidade foi 1,8-cineol (30-50%),
seguido do a-pineno (7-22%), e do y-terpineno (1-16%). Zini e colaboradores?'
identificaram 36 compostos, e Mizrahi e colaboradores?'* quantificaram 29
compostos entre clones diferentes, encontrando como principais constituintes 1,8-
cineol (47,8-57,6%), seguido do a-pineno (10-16,5%), e do a-terpineol (2,9-8,2%).

Nesse ultimo trabalho, outros 25 compostos minoritarios foram também identificados.
2.4.2.3 Goiabeira

Goiaba, Psidium guajava € uma palavra de origem tupi, advinda de coyhab,
que significa o que tem sementes aglomeradas. Pertence a familia Myrtaceae, é
uma fruta perene, de porte arbustivo ou semi-arbéreo, com 3 a 7 metros de altura.
Originario de alguma parte da América Tropical, situada entre o México e o Brasil,
encontrada em todo mundo tropical, é uma planta nativa do Brasil?'®.

O 6leo de folhas de P. guajava € um Oleo de elevada complexidade e os
estudos cientificos sobre sua composicdo em diferentes paises sdo bastante

46216 Na composicdo do 6leo volatil de plantas cubanas®'®, foram

divergentes
indentificados 57 compostos, sendo os maiores constituintes B-cariofileno (21,6%),
(E)-nerolidol (19,2%) e selin-11-en-4a-ol (13,4%). Em um estudo com plantas
argentinas®, foram identificados e quantificados 39 compostos, sendo que os
principais compostos encontrados no 6leo foram a-pineno (23,9%), 1,8-cineol
(21,4%) e B-bisabolol (9,2%). J&4 no 6leo de plantas do Equador °, também foram

quantificados 39 compostos, dentre 0os quais a-pineno (29,5%), limoneno (33,3%) e
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B-cariofileno (6,17%) foram os principais constituintes. Nao foram encontrados na
literatura estudos da composi¢édo do 6leo das folhas desta planta no Brasil, apenas

7

relatos da utilizacdo da folha na medicina popular da Amazénia®'’ e de Minas

Gerais?'®, contra diarréia.
2.5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Tendo por base a fundamentacdo tedrica apresentada na Revisédo
Bibliografica, os objetivos especificos do presente trabalho foram:

e Aprimorar o detector NPD da Agilent para aplicacdo em GCxGC para
compostos nitrogenados.

e Estudar a separacgao obtida por GCxGC para compostos nitrogenados
presentes em fracdes de RAT e GOP.

e Desenvolver uma metodologia analitica para a analise quantitativade
compostos nitrogenados presentes nessas amostras utilizando
GCxGC-NPD.

¢ |dentificar tentativamente os compostos nitrogenados presentes nessas
amostras por GCxGC/TOFMS, estudando a estruturacdo das classes
quimicas no espacgo de separacgao.

e Estudar a separacao obtida por GCxGC para amostras de 6leo volatil
de E. dunnii e P. guajava, utilizando diversos conjuntos de colunas.

e Realizar um estudo comparativo entre a informacéao analitica obtida por
1D-GC e GCxGC, utilizando GC-FID, GC/gMS, GCxGC-FID,
GCxGC/gMS e GCxGC/TOFMS.

¢ |dentificar tentativamente os compostos presentes nessas amostras de
Oleos volateis utilizando as diversas técnicas cromatograficas
estudadas, indices de retencdo dos compostos € comparagcdo com

padroes analiticos.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Neste trabalho foram estudados compostos nitrogenados de fracdes de RAT
(residuo da destilacdo atmosférica do petréleo) e GOP (gaséleo pesado) do
petroleo Marlim, além de Oleos volateis de folhas de E. dunni e P. guajava. Os
solventes empregados em todas as etapas do trabalho sdo grau P. A. (Quimex, Sao
Paulo, Brasil), tendo sido também bidestilados em laboratério. Na analise dos
extratos obtidos foram empregadas as técnicas analiticas GC-FID, GC/gMS,
GCxGC-FID, GCxGC-NPD, GCxGC/gMS e GCxGC /TOFMS, conforme as
especificidades de cada amostra.

3.1 EXTRAGAO DOS ANALITOS

3.1.1 Fracoes pesadas de petrdleo de aguas profundas

O petroleo Marlim (Bacia de Campos, RJ) foi destilado em faixas de
temperatura que se aproximam das usadas no craqueamento do petréleo em nivel
industrial, a fim de gerar as fragdes de RAT e GOP. Estas amostras de RAT e GOP
foram cedidas pela Petrobras. A amostra de GOP foi previamente caracterizada nos
laboratérios do CENPES/Petrobras, apresentando numero de acidez total (TAN)
igual 2 0,15 mg KOH g".

3.1.1.1 Reagentes e materiais

As resinas Amberlyst A15, A21 e A27, foram adquiridas da Sigma Aldrich
(Saintt Louiz, USA). A alumina neutra e o hidréxido de potassio (KOH) foram
adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha), e o sulfato de sédio anidro, da Quimex
(Sao Paulo, Brasil).

Os padroes de compostos nitrogenados foram adquiridos da AccuStandard
Inc. (New Haven, USA): quinolina (96,5%), isoquinolina (99%), 5,6-benzoquinolina
(100%), 7,8-benzoquinolina (100%), indol (99%), carbazol (98,4%), e 7H-
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dibenzo(c,g)carbazol (100%). O padrdao 7H-dibenzo(c,g)carbazol foi adquirido em
solugdo em tolueno 50,15 pg mL™.

3.1.1.2 Pré-fracionamento dos compostos nitrogenados

O isolamento da fragédo rica em compostos nitrogenados presentes no RAT e
no GOP foi realizado por fracionamento em coluna de alumina. Para a separacao
dos compostos nitrogenados desta fragcdo entre acidos, basicos e neutros, foram
aplicados dois dos métodos analiticos de fracionamento desenvolvidos por Oliveira’

que apresentaram melhores resultados.
3.1.1.2.1 Pré-fracionamento com alumina neutra

O pré-fracionamento foi realizado utilizando-se o0 método desenvolvido por
Shiraishi'’” com algumas modificagées realizadas por Oliveira’. A alumina neutra foi
previamente ativada a 400°C por 12 horas em forno (Modelo Especial, Sanches,
Porto Alegre, Brasil). Uma coluna de vidro foi preenchida com 30 g desta alumina
suspensa em n-hexano. Dois gramas de GOP foram dissolvidos em uma quantidade
minima de diclorometano (DCM) e depositados no topo da coluna. Para as amostras
de RAT foram utilizados 1,5 g de amostra e 45,0 g de alumina neutra. A primeira
fracdo (F1), correspondente aos hidrocarbonetos saturados, foi eluida com 50 mL de
n-hexano. A segunda fracao (F2), onde estao presentes os compostos aromaticos e
sulfurados, foi eluida com 50 mL da mistura n-hexano/DCM na proporcado 60:40
(v/v). A terceira fragao (F3), rica em compostos nitrogenados, foi eluida com 50 mL
de DCM, e a ultima fragao (F4), onde estdo presentes os compostos mais polares,
foi eluida com 50 mL de metanol. O organograma apresentado na Figura 15
esquematiza este fracionamento para o GOP. Para o RAT, apenas as massas de

amostra e de alumina neutra foram modificadas, como apresentado anteriormente.
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( 2,0 g de GOP em 30 g de Al,O3 )

60:40 (v/v)

50 mL de 30 mL de C‘SO mL de DCl\D 50 mL de
n- hexano n-hexano/DCM metanol

Compostos
aromaticos e
sulfurados
F2

Compostos
polares
F4

Compostos
nitrogenados
F3

Compostos
saturados
F1

Figura 15. Organograma ilustrativo do fracionamento do GOP para o isolamento
dos compostos nitrogenados, utilizando alumina.

3.1.1.2.2 Método A: Fracionamento com Resinas de troca ionica

Para a separacao entre compostos neutros e basicos foram utilizadas resinas
de troca ibnica e extragcdo em batelada assistida por ultra-som. O método utilizado
foi desenvolvido por Oliveira’. A ativacdo destas resinas foi realizada conforme
descrito a seguir. Cinco gramas de resina A15 (resina acida) foram lavadas com 50
mL de acido cloridrico em metanol (1:10) sob agitacdo por 5 minutos. Apos esse
periodo, a resina foi lavada com a seguinte sequéncia de solventes: 25 mL de
etanol; agua destilada até pH 7; 25 mL de acetona; e por fim, 25 mL de n-hexano.
Cinco gramas da resina A 27 (resina basica) foram lavadas com 50 mL de solucao
de hidroxido de amoénio em metanol (1:10) sob agitacdo por 5 minutos.
Posteriormente, a resina foi lavada com a mesma sequéncia de solventes
empregada para a A15.

Para a extracdo dos compostos de interesse, cinco gramas da resina A27
(resina basica), previamente ativada, foram colocadas em um erlenmeyer de 250
mL. A fragcdo F3 foi solubilizada em uma pequena quantidade de diclorometano
(DCM) e adicionada a resina. Os compostos béasicos e neutros (B+N) foram
dessorvidos com 50 mL de DCM por sonicacdo durante 30 minutos em um
equipamento do tipo banho (Thorton, T-14), na poténcia de 100 W. Esta fracao foi
isolada por filtracdo e o extrato evaporado no evaporador rotatorio (rotaevaporator
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802, Fisatom, Sao Paulo, Brasil), sendo posteriormente seco e levado a peso
constante. A fracdo acida retida na resina foi descartada.

Cinco gramas da resina A15 (resina acida), previamente ativada, foram entao
colocadas em um erlenmeyer de 250 mL. A fragdo obtida no processo anterior (B+N)
foi solubilizada em uma pequena quantidade de DCM e adicionada a resina A15. A
fracdo neutra (N1) foi dessorvida com 50 mL de diclorometano por sonicagédo
durante 30 minutos. A fracdo basica (B1) foi dessorvida com 50 mL de
isopropilamina em n-hexano (5:45) por sonicacao durante 30 minutos. As fragcdes N1
e B1 foram filtradas e os extratos foram concentrados no evaporador rotatério e
passados em uma coluna de sulfato de sédio anidro, previamente seco no forno por
4h a 150 °C, para a retirada de umidade. O extrato seco foi concentrado sob
atmosfera de nitrogénio e levado a peso constante. Para as analises
cromatograficas foram adicionados 1mL de DCM para solubilizar o extrato seco.

3.1.1.2.3 Método B: Fracionamento com silica modificada

O método utilizado foi desenvolvido por Caraméo e colaboradores 72219220,

tendo por base o método apresentado por McCarthy e Duthie®’

, com algumas
modificacdes realizadas por Oliveira’.

Para a separacao prévia dos compostos acidos da F3 foi utilizada silica
modificada com KOH. Para preparar a silica modificada, foram empregados 10 g de
silica gel previamente ativada a 140 °C por 4 h. A esta silica foram adicionados 40
mL de uma solucdo de KOH em isopropanol (2,5 g de KOH para 40 mL de
isopropanol) e 40 mL de éter etilico. Esta mistura permaneceu em agitacao (agitador
magnético, Fisatom, Sao Paulo, Brasil) por 10 minutos, e em repouso pelo mesmo
tempo. Apéds este tempo, esta silica modificada foi colocada em um funil de Blchner
acoplado a um frasco de kitasato, e lavada com duas aliquotas de 40 mL de DCM. A
silica foi entdo colocada em um erlenmeyer de 250 mL, juntamente com a fracao F3
da etapa de pré-fracionamento (Figura 15). Para a dessorcdo dos compostos
basicos e neutros (B2 + N2), foram utilizados 100 mL de DCM e sonicacao
(ultrasonic cleaner, freqiéncia 40 kHz e poténcia 120 watts, Unique, Brasil) durante
30 minutos. A fracdo obtida foi filtrada e o extrato foi concentrado no evaporador
rotatério até 1 mL. Os compostos acidos ficaram retidos na silica.
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Para a separacdo entre os compostos basicos e neutros provenientes da
fracdo obtida, foi empregada silica modificada com HCI. Para preparar a silica
modificada com HCI foram utilizados 10 g de silica gel previamente ativada a 140 °C
por 4 h. A esta silica foi adicionada uma solu¢cdo contendo 5,5 mL de HCI
concentrado em 40 mL de isopropanol e 40 mL de éter etilico. Esta mistura
permaneceu em agitacdo por 10 minutos, e em repouso pelo mesmo tempo. Logo
apés, a silica modificada foi colocada em um funil de Blichner acoplado a um frasco
de Kitasato e lavada com duas aliquotas de 40 mL de éter etilico e uma aliquota de
40 mL de DCM. Esta silica com HCI foi entdo colocada em um erlenmeyer de 250
mL, juntamente com a fracdo (B2 + N2) da etapa anterior. A fracdo dos compostos
neutros (N2) foi extraida por sonicacdo durante 30 minutos com 100 mL de DCM, e
a fracdo dos compostos basicos (B2) com 50 mL de uma solucdo 10% de
isopropilamina em n-hexano, também por sonicacao durante 30 minutos. As fracoes
N2 e basica B2 foram filiradas e os extratos foram concentrados no evaporador
rotatério. A seguir, estes extratos foram eluidos através de coluna de sulfato de
sédio anidro, previamente seco no forno por 4h a 150 °C, para a retirada de
umidade. Os extratos secos foram concentrados sob atmosfera de nitrogénio e
levados a peso constante. Para as analises cromatograficas foram adicionados 1mL

de DCM para solubilizar os extratos secos.

3.1.2 Oleos volateis

As folhas adultas de um clone de E. dunnii foram cedidas pela Aracruz
Celulose, e foram coletadas da copa de uma Unica arvore. Para a hidrodestilacao
foram utilizadas folhas frescas, completamente expandidas e inteiras.

A P. Guajava é cultivada de uma forma controlada em uma estagao
experimental pela FEPAGRO (Fundacao Estadual de Pesquisa Agropecuaria) e este
material vegetal foi usado na extragdo dos 6leos volateis. As folhas adultas de P.
guajava foram coletadas de uma Unica arvore e utilizadas frescas e inteiras para a
hidrodestilacao.

Para a determinacdo da massa seca das folhas, uma pequena quantidade de
folhas frescas de P. guajava ou E. dunnii foi pesada em balanga de quatro casas
decimais (AY 220, Shimadzu, Japao), e seca em estufa (315SE, Fanem, Sao Paulo,
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Brasil) a 70 °C + 2 °C até peso constante. As folhas de E. dunnii apresentaram
54,70% de umidade e as folhas de P. guajava 63,40% de umidade ?%2.

As hidrodestilacées das folhas de eucalipto e goiabeira foram realizadas em
triplicata. Para as hidrodestilacdes foi utilizado um destilador do tipo Clevenger®®® e
1200 mL de agua destilada e deionizada para cada hidrodestilacdo. Antes da
hidrodestilacdo, o material vegetal foi pesado em uma balanca AM 5500 Automarte
(Sao Paulo, Brasil). Todas as hidrodestilacbes tiveram duragéo de 5 horas a partir do
inicio da ebulicdo. O sistema de refrigeracdo dos vapores foi mantido entre -5 e 0
°C, utilizando-se uma mistura de 15% de etilenoglicol e 85% de agua como liquido
refrigerante. A umidade presente nos 6leos obtidos foi retirada em uma coluna de
sulfato de sédio anidro (Quimex, Sdo Paulo, Brasil) previamente seco no forno por 4
ha 150 °C.

Para os estudos com GCxGC/TOFMS foi utilizada uma mistura contendo 30
compostos padrdo em concentracées desconhecidas, fornecidos pela Aldrich ou
grau GC (pureza superior a 98%), com excec¢ao do padrao de a-felandreno, que
possui pureza desconhecida. A identidade desses compostos esta apresentada na

discussao dos resultados.
3.1.2.1 indices de retencdo

Para a identificacao tentativa dos compostos presentes no éleo de E. dunnii
por 1D-GC, foram levados em consideracgao dois critérios:

(a) Similaridade superior a 80%, quando da comparacao dos espectros de
massas obtidos com os da biblioteca Wiley 229, que acompanha o software do
GC/gMS QP 5050A Shimadzu, utilizando o algoritmo deste software, onde
similaridade igual a 100 indica espectros de massas idénticos. Em alguns casos,
houve dificuldade de obter-se similaridades superiores a 80 %, o que deve-se,
provavelmente, a co-eluicao dos compostos dos 6leos.

(b) Comparacgao dos indices de retengcao com programacao linear de temperatura
experimentais (LTPRI, Linear Temperature-Programmed Retention Index) com
aqueles da literatura. Os LTPRI?®” sdo também conhecidos como indices de van den

Dool e Kratz'"4208

, € foram obtidos pela andlise por GC-FID de uma solugéo
hexanica contendo os alcanos lineares entre 10 e 24 4&tomos de carbono (0,5 uL da

solucdo hexanica de 1000 mg L), juntamente com a andlise dos odleos
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hidrodestilados (0,2 uL da solucdo hexanica de 1%) em estudo, nas mesmas
condi¢cdes cromatograficas. Todas as analises foram realizadas em triplicata, sendo
que as diferencas entre os tempos de retencdo dos picos das triplicatas foi inferior a

0,02 minutos.
3.2 CARACTERIZA(;AO CROMATOGRAFICA

A caracterizacao inicial dos compostos nitrogenados presentes no RAT e GOP
foi feita por GC/gMS em um equipamento Shimadzu QP 5050A. Para os éleos volateis,
a caracterizacao foi feita por GC/gMS no mesmo equipamento, e por GC-FID em um
equipamento Shimadzu GC-FID 17 A.

A caracterizacdo por GCxGC dos Odleos volateis e dos compostos
nitrogenados das fragdes do petréleo brasileiro foram realizadas no Departamento
de Quimica Aplicada do Australian Centre for Research on Separation Science, na
Royal Melbourne University (RMIT), em Melbourne, na Australia.

Todos o0s equipamentos GCxGC utilizados sao constituidos por
cromatografos Agilent 6890 (Agilent Technologies, Burwood, Australia), acoplados a
moduladores LMCS Everest (Chromatography Concepts, Doncaster, Australia).
Hidrogénio foi utilizado como gas de arraste nos sistemas, cujos detectores eram
FID e NPD, e hélio foi utilizado nos sistemas, onde os detectores eram gMS e
TOFMS. As caracteristicas de cada sistema estdo apresentadas abaixo.

GCxGC-FID - injetor convencional split/splitless, amostrador automatico HP
6873 (Agilent Technologies, Burwood, Australia), controle pelo software Chemstation
(Agilent Technologies, Burwood, Australia) e detector FID com taxa de aquisi¢céo de
sinal de até 200 Hz.

GCxGC-NPD - Amostrador automatico CombiPAL Focus system (CTC
Analytics AG, Zwingen, Switzerland), conectado em série com um injetor de alto
desempenho Optic 3 (ATAS GL International, Veldhoven, The Netherlands). O
sistema CombiPAL Focus e o injetor Optic 3 foram controlados pelos softwares
Cycle Composer versao 1.5.2 e ATAS Evolution Workstation versao1.2.

GCxGC/qMS - injetor convencional split/splitless, amostrador automatico HP
6873 (Agilent Technologies, Burwood, Australia), controle pelo software Chemstation
(Agilent Technologies, Burwood, Australia), e detector gMS 5973 (Agilent
Technologies, Burwood, Australia).
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GCxGC/TOFMS - injetor convencional split/splitless, amostrador automatico
HP 6873 (Agilent Technologies, Burwood, Australia), controle pelo software
ChromaTOF® Il, e detector TOFMS Pegasus lll (LECO Corporation, St. Joseph, M,
USA).

3.2.1 Colunas cromatograficas

Nos sistemas 1D-GC foram utilizadas as colunas listadas na Tabela IV. A
coluna OV-5 (5% fenil metil silicone) foi adquirida da Alltech (Deerfield, IL, USA), e a
coluna DB-5, com o mesmo tipo de fase, foi fornecida por Agilent Technologies

Brasil (Barueri, SP, Brasil).

Tabela IV. Colunas cromatograficas utilizadas em 1D-GC.

Coluna Fase Dimensoes
A OV-5 60m x 0,25mm x 0,25um
B DB-5 30m x 0,25mm x 0,25um

Para os sistemas GCxGC foram empregados os conjuntos de colunas
listados na Tabela V. As colunas BPX5 (5% fenil metil silicone), BP 20 (polietileno
glicol), BPX 50 (50% fenil metil silicone), SolGel-Wax (polietileno glicol) e BP1 (100%
polidimetilsiloxano), foram fornecidas pela SGE International (Ringwood, Australia).
A coluna quiral MEGA é composta por 30% de heptaquis-(2,3-di-/O/-etil-6-/O/-/terc/-
butildimetilsilil)-beta-ciclodextrina, e 70% de PS-086 (copolimero de (85-88%)-
dimetil-(15—12%)-bifenilsiloxano com terminacéo silanol), e foi fornecida por MEGA

Capillary Columns Laboratory (Legnano, M, Italia).
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Tabela V. Conjuntos de colunas utilizados nos sistemas GCxGC.

Conju

nto Fase

'D

Dimensoes

Fase

D

Dimensoes

1 BPX5
BPX5
MEGA

SolGel-Wax
BPX5
BPX5
BPX5
BPX5

0 N oo o~ WD

30m x 0,25mm x 0,25um
30m x 0,25mm x 0,25um
20m x 0,25mm x 0,25um
30m x 0,25mm x 0,5um

30m x 0,25mm x 0,25um
30m x 0,25mm x 0,50um
30m x 0,25mm x 0,50um
30m x 0,25mm x 0,50um

BP 20
BP 20
BP 20
BP 1
BPX50
BPX50
BPX50
BPX50

1,5m x 0,170mm x 0,10pum
1,0m x 0,70mm x 0,10pum
1,0m x 0,170mm x 0,10pum
1,0m x 0,50mm x 0,25um

1,0m x 0,170mm x 0,10pum
1,0m x 0,170mm x 0,10pum
1,0m x 0,15mm x 0,15um
0,5m x 0,15mm x 0,15um

3.2.2 Condicoes cromatograficas

As Tabelas VI, VII e VIII apresentam os parametros cromatograficos adotados

para as andlises por 1D-GC e GCxGC dos compostos nitrogenados e dos 6leos

volateis, respectivamente.
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Tabela VI. Parametros cromatograficos utilizados para analise

nitrogenados.

dos compostos

Parametros GC/qMS GCxGC-NPD GCxGC/TOFMS
injetor split/splitless PTV- pulse-splitless pulse-splitless
- temperatura do injetor 280 °C 35°C-16°Cs'-280°C 300°C
- fase movel He Ho He
. -1 . .-
- vazao da fase mével 1,0 mL min”' 3,0 mL min /.1 _r;mn -1.0 Purgg de 50 mL m.'r_]1
mL min /1min - 1,0 mL min
- razao de split 1:50 splitless/1min - splitless/1min -

rampa de temperatura do
forno

temperatura de modulacao
periodo de modulagao
resfriamento da armadilha
criogénica

faixas moduladas

detector

- modo de ionizacao
- temperatura da interface

- temperatura da fonte de
fons

- faixa de m/z
- energia

- taxa de aquisicéo de sinal

170 °C/5 min — 2 °C/ min
— 280 2C/20 min

impacto eletrdnico 70 eV
280 °C

280 °C

45 —-400 Da
1,65 kV

1:100/2min, depois 1:20

35 °C/1 min - 20 °C/ min
- 170 °C/5 min - 2 °C/
min - 290 °C/20 min.

40 °C
4s

de 3,5 min ao final da
corrida

de 4,0 min ao final da
corrida

linha de base ajustada
em 30 pA

325°C

50 Hz

1:50/1min, depois 1:20

60 °C/0,2 min — 20 °C/
min — 170 °C/5 min — 2
°C/ min = 290 °C/20 min

40 °C
6s

4,0 min - 85 min

4,0 min - 89 min
corte de solvente em 4
min
impacto eletrénico 70 eV
350 °C

200 °C

45 —-415Da
1,90 kV
100 Hz
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Tabela VII. Parametros cromatograficos utilizados nos sistemas GCxGC para analise dos 6leos volateis.

Parametros GC-FID GC/qMS GCxGC-FID GCxGC/qMS GCxGC/TOFMS
injetor split split split splitless splitless
- temperatura do injetor 250 °C 250 °C 250 °C 250 °C 250 °C
- fase mével H, He H, He He
- vazao da fase movel 1,1 mL min” 0,8 mL min™ 1,0 mL min” 0,8 mL min™ 1,0 mL min”
- velocidade linear 31,9cms” 31,9cms” 31.9cms” 31.9cms”
splitless/1 min - split | Splitless/1 min - split
- razdo de split 1:10 1:10 1:10 1:100/3 min, depois 1:100/3 min, depois

rampa de temperatura do forno

temperatura de modulagao

periodo de modulagao
resfriamento do trap

faixas moduladas

detector

- modo de ionizacao

- temperatura da interface
- temperatura da fonte de ions

- temperatura do quadrupolo

- faixa de m/z

- energia

- taxa de aquisicéo de sinal

60 °C — 3 °C/ min —
240 °C

250 °C

60 °C — 3 °C/ min —
240 °C

impacto eletrénico 70
eV

270°C
270°C

45 —400 Da
1,65kV

60 °C — 3 °C/min —
240 °C

-20°C
3,4,5,75e10s
a partir de 1,0 min

a partir de 1,0 min

250 °C

100 Hz

1:20

60 °C — 3 °C/ min —
240 °C/10 min

-20°C,0°C
5e75s
a partir de 3,5 min
a partir de 3,5 min

corte de solvente em
3,4 min

impacto eletrénico 70
eV

260 °C
230 °C
150 °C
41,0 — 228,5 Da
1,424 kV
25,81 Hz

1:20

60 °C/1 min — 3 °C/
min — 240 °C/10 min

-20 °C
5s
5,0 min — 65 min
5,0 min —70 min

corte de solvente em
5,0 min

Impacto eletrénico 70
eV

260 °C
200 °C

45 —-415Da
1,732 kV
100 Hz
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3.2.3 Tratamento dos dados

O sinal registrado no software ChemStation foi exportado no formato ASCII,
na forma de dados separados por virgulas. Esses dados foram convertidos em
matrizes conforme o periodo de modulagéo e a taxa de aquisicao de sinal, utilizando
o software 2D Conversion elaborado no laboratério do Prof. Dr. Philip Marriott. Os
diagramas de contorno e diagramas de cores foram gerados a partir dessas
matrizes, utilizando o software Transform (Fortner Research, Boulder, CO, USA). O
sinal registrado no software ChromaTOF® Il foi diretamente convertido pelo préprio

programa.
3.2.4 Modificacoes do NPD

Para melhorar a resposta dos compostos nitrogenados neste detector para
operacao no modo GCxGC, varias condicdes de vazao dos gases do plasma foram
estudadas, além de diferentes combinacdes de pecas no detector. Este detector
esta ilustrado na Figura 7, apresentada na Revisao Bibliografica.

Foram testados dois tipos de jatos, um convencional e outro estendido, além
de dois coletores com didmetros internos diferentes, sendo um convencional (~7mm
i.d.), e outro com diametro interno reduzido (~5 mm i.d.), que sera chamado de
“coletor menor”, apesar de apenas o diametro interno ter sido reduzido. Todas essas
pecas foram adquiridas da Agilent Technologies. A Figura 16 apresenta as
fotografias dessas pecas, bem como todas as 4 combinacbes possiveis testadas,
sendo elas designadas pelas letras A, B, C e D.

As quatro combinacdes de coletor e jatos apresentadas na Figura 16 foram
testadas sob diversas combinagdes de vazao dos gases do detector. Este estudo foi
realizado utilizando-se o conjunto de colunas 6 (Tabela V), e a rampa de
temperatura de 35 °C/1 min - 20 °C/ min - 260 °C (tempo total de corrida:12,25 min),
com a mistura indol e carbazol (10 pg mL™).
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Figura 16. Fotografia dos jatos (abaixo) e coletores (acima) utilizados na
otimizagdo do detector NPD. As letras representam as 4 combinagdes de pegas
testadas: jato e coletor convencionais (A), jato convencional e coletor menor (B), jato
estendido e coletor convencional (C), e jato estendido e coletor menor (D).

Fotografias cedidas por Agilent Technologies.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 FRACOES PESADAS DE PETROLEO DE AGUAS PROFUNDAS
4.1.1 Analise de compostos nitrogenados por GCxGC-NPD

Para a andlise eficiente e reprodutivel por GCxGC—-NPD dos compostos
nitrogenados isolados das amostras de RAT e GOP, foram necessarias varias
etapas de otimizacdo do sistema cromatografico, iniciando pela introducdo da
amostra, seguido do detector, do conjunto de colunas a ser utilizado, e finalmente,
das demais condicGes analiticas a serem empregadas. Alguns dos compostos
estudados ficaram extremamente retidos no sistema cromatografico, causando
efeitos de memdria, devido a retengédo no injetor, diminuicdo significativa do sinal
pela interacdo com sitios ativos das colunas cromatograficas empregadas, além de
outros efeitos como picos com caudas, ou até desaparecimento dos mesmos,
possivelmente porque estes compostos interagiram com partes internas do detector.
Todas essas interacbes foram isoladas e estudadas separadamente, visando a
otimizacdo e um desempenho reprodutivel do sistema.

4.1.1.1 Introducao da amostra

Neste trabalho, a etapa de introdu¢do da amostra foi crucial para a obtencao
de resultados reprodutiveis, devido a grande interacdo dos compostos de interesse
com sitios ativos presentes em qualquer etapa do processo. A temperatura inicial a
ser utilizada no injetor PTV foi testada desde 40 °C a 260 °C, em intervalos de 30 °C,
assim como a taxa de aquecimento, que variou de 5°C s até o limite de 16 °C s™.
Variagbes nestes pardmetros n&o resultaram em alteragbes significativas na
resposta e em sua reprodutibilidade, quando o teste ANOVA foi empregado para
avaliacao dos resultados. Nesse injetor, ndo foi possivel utilizar temperatura fixa
(isotérmico), devido ao fornecimento de ar comprimido para o resfriamento do injetor
e para o detector estarem na mesma linha, o que impediu a estabilizacdo do sinal.

Futuras modificagdes nesse sistema foram sugeridas.
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A temperatura inicial escolhida para a injecdo foi 140 °C, e essa rampa de
aquecimento foi comparada com uma rampa que iniciou abaixo do ponto de ebulicdo
do solvente da amostra (DCM), 35 °C. Embora a variagdo das areas obtidas néo
tenha sido significativa, a utilizacdo de uma temperatura abaixo do ponto de ebulicdo
do solvente permite que o0 mesmo seja vaporizado no injetor, e ndo na agulha da
seringa, tornando o processo de vaporizagdo mais uniforme®*. QOutro parametro
otimizado foi a pressdo no injetor. A utilizacdo de pressdes maiores durante a
injecao permite uma compressao da banda que entra na coluna, além de diminuir o
contato dos compostos com as paredes do liner e do injetor ?*. Para esse propésito,
foi utilizada uma vazdo de 3 mL min™' durante a injecdo (1 min), e uma razdo de split
alta apds esse processo (1:100, durante 2 min), e posteriormente uma razao de split
de 1:20, para economia de fase mével. Mesmo adotando essa estratégia, o método
de injecao nao apresentou resultados reprodutiveis.

O fator mais importante para a obtencao de resultados reprodutiveis foi o liner
utilizado. Devido a grande interagcdo dos compostos com sitios ativos nas diversas
superficies do sistema cromatogréafico, ndo foi possivel utilizar 1& de quartzo para
melhorar a vaporizagdo. Entretanto, um liner vazio ndo permitiu uma transferéncia

de calor uniforme entre o injetor e a amostra #*

, mesmo quando o menor volume
possivel de amostra foi injetado. Para solucionar essa questao, foi utilizado um liner
com frit de vidro sinterizado, que permitiu uma troca de calor reprodutivel, sem

interagir quimicamente com os compostos de interesse.
4.1.1.2 Conjuntos de colunas

Buscando melhorar a separagdo cromatografica obtida nas duas dimensoes,
varios conjuntos de colunas foram testados. Inicialmente, a coluna utilizada na
primeira dimensao (BPX5) foi substituida por outra com o mesmo tipo de fase,
entretanto, com o dobro da espessura de filme (conjuntos 5 e 6, Tabela V da Parte
Experimental, item 3.2.1). Conforme discutido por Zhu e colaboradores ?*°, 0 uso de
um filme mais espesso na coluna da primeira dimensao pode aumentar a resolucao
no caso de sobrecarga na primeira dimensao, mas alargar os picos, o que contribui
para o aumento do numero de fracées do pico primario na segunda dimensao,
diminuindo a possibilidade de sobrecarga na segunda coluna. Na Figura 17 estao

dois cromatogramas obtidos para uma solucdo de indol e carbazol, ambos na

Carin von Miihlen 56



Tese de Doutorado

mesma concentragdo, utilizando-se os conjuntos de colunas 5 e 6. A soma das
areas dos picos modulados do indol aumentou 17 vezes, e do carbazol, 34 vezes,
quando o conjunto de colunas 6 foi empregado. A simetria dos picos também foi
aumentada em mais de 0,4 para ambos os compostos. Essa diferenga significativa
pode ser resultante da presenca de sitios ativos na superficie capilar menos
encoberto pelo filme mais fino de fase estacionaria (conjunto 5), que foram cobertos
quando o filme mais espesso foi empregado. A seletividade na segunda dimenséo
foi afetada pelo aumento da temperatura de eluicdo dos compostos da primeira
dimensao, devido a maior retencdo na fase estacionaria com filme mais espesso.
Entretanto, esse efeito ndo foi significativo, pois a diferenca da temperatura de
eluicdo dos compostos entre a coluna 'D com filme mais fino (0,25 pm), e a coluna
'D com filme mais espesso (0,50 pm) néo foi superior a 10 °C.

10000 indol
<5 8000+ carbazol
= 6000
£
9 4000
2000
| .
| T T T T T 1
8 10 12 14 16 18 20

tempo de retengéo (min)

Figura 17. Picos modulados de indol e carbazol utilizando os conjuntos de colunas
5 (em azul) e 6 (em vermelho), Tabela V.

O uso de filme mais espesso na segunda dimensao também foi estudado com
o objetivo de verificar os efeitos na resposta da segunda dimensao. As Figuras 18,
19 e 20 apresentam diagramas de cores obtidos para uma fracdo neutra de GOP
extraida pelo método B (item 3.1.1.2.3 da Parte Experimental), utilizando-se os
conjuntos de colunas 6, 7 e 8 da Tabela VI, respectivamente. A utilizacdo de um
filme mais espesso na segunda dimenséo (0,10 um para 0,15 um) ndo aumentou a
resposta obtida para a mistura padrao (resultados ndo apresentados), mas melhorou
a resolucdo dos picos na segunda dimensao, especialmente na regido dos
benzocarbazo6is (Figura 19), devido ao aumento da retengdo nessa fase e

conseqliente aumento do *z,. Para o periodo de modulagdo utilizado (4s), os
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carbazoéis e benzocarbazois apresentam picos fora do ciclo, 4<°t, <8 s. Se um maior

periodo de modulacao for utilizado para evitar os picos fora de ciclo, 0 nimero de
modulagdes por pico para o indol, por exemplo, sera inferior ao recomendado (4 ou
mais modulagdes por pico, conforme discutido no item 2.1.2.3 na Revisdo
Bibliogréafica) resultando também em bandas mais concentradas na segunda
dimenséao, o que favorece a sobrecarga da coluna na regiao de maior concentracao
dos compostos. Os picos fora de ciclo podem ser evitados se uma coluna mais curta
for utilizada na segunda dimensao, o que também podera reduzir o alargamento dos
picos e a formacdo de cauda na segunda dimensdo. A Figura 20 apresenta o
diagrama de cores obtido com uma coluna mais curta na segunda dimensao
(conjunto 8). Apesar dos picos fora de ciclo, que causavam uma pequena
sobreposicdo das regides de alquil-carbazéis e benzocarbazéis abaixo de 1s (%tg)
terem sido eliminados, e da redugdo da cauda dos picos na segunda dimenséo, o
desempenho da separacado também foi reduzido, resultando em sobreposicao dos
picos da regido dos alquil-carbazdis, e entre as duas classes na regido de *tg = 2s e
perda do efeito telhado dentro das classes. Com base nesses resultados, o conjunto

de colunas 7 foi escolhido para o desenvolvimento e aplicacdo do método.

N

alquil-benzocarbazé

w
|

indois

alquil-carbazéis

10 20 30 40 50 60 70 80 90

tempo de retengdo na segunda dimensao (s)

tempo de reteng¢do na primeira dimensao (min)

Figura 18. Diagrama de cores (escala de cinza) obtido para uma fracdo neutra de
GOP extraida pelo método B, utilizando o conjunto de colunas 6 apresentado na
Tabela V: 'D - BPX5 30m x 0,25mm x 0,50um e °D - BPX50 1,0m x 0,10mm x
0,10pm.
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N

tempo de retengdo na segunda dimensao (s)

10 20 30 50 60 70 80 90
tempo de reten¢do na primeira dimenséo (min)

Figura 19. Diagrama de cores (escala de cinza) obtido para uma fragdo neutra de

GOP extraida pelo método B, utilizando o conjunto de colunas 7 apresentado na

Tabela V: 'D - BPX5 30m x 0,25mm x 0,50pm e 2D - BPX50 1,0m x 0,15mm x

0,15um.

N

1 alquil-benzocarba

|
indois

I I I I I I I I I
10 20 30 40 50 60 70 80 90

tempo de retengdo na segunda dimensao (s)

tempo de retengao na primeira dimensao (min)

Figura 20. Diagrama de cores (escala de cinza) obtido para uma fragdo neutra de
GOP extraida pelo método B, utilizando o conjunto de colunas 8 apresentado na
Tabela V: 'D - BPX5 30m x 0,25mm x 0,50um e °D - BPX50 0,5m x 0,15mm x
0,15um.

Carin von Miihlen 59



Tese de Doutorado

4.1.1.3 Modificac6es do NPD

4.1.1.3.1 Otimizacao da vazao dos gases do detector

Ryan e colaboradores®°

aprimoraram o desempenho do NPD para
aplicagdo em GCxGC pela modificagdo dos fluxos de hidrogénio, ar e nitrogénio do
detector, o que melhorou a resposta do detector em termos de magnitude e simetria
dos picos, conforme discutido no item 2.1.2.2. No presente trabalho, esses
parametros também foram avaliados a fim de obter o0 maximo desempenho desse
detector para os compostos de interesse.

Patterson ®® apresentou uma relacdo entre a corrente aplicada a pérola e a
corrente de ions gerada para compostos nitrogenados e sulfurados. Maiores
correntes ibnicas foram obtidas quando maiores valores de corrente foram aplicados
a pérola, para ambas as classes de compostos. Neste trabalho, Patterson também
concluiu que a seletividade do NPD nao é afetada pela temperatura da pérola,
entretanto a resposta absoluta € influenciada por este parametro. Com base em
seus estudos, a estratégia adotada para a otimizacdo dos gases no NPD foi a
determinacdo da menor voltagem da pérola que resultaria em maiores valores de
area e altura dos picos, ajustando-se para isto, as vazbes de hidrogénio e ar.
Posteriormente, foi empregado o maior fluxo possivel de gas de make-up, para obter
um valor maximo de voltagem (o nitrogénio diminui a temperatura do plasma e,
consequentemente, o sistema aplica maiores voltagens para compensar esse
efeito). Maiores vazdes de nitrogénio também foram utilizadas, entretanto, o efeito
de diluicao se sobrep6s ao aumento de ionizacao, resultando em uma diminuicao da
resposta do detector. A combinagdo desses dois efeitos (diluicio e aumento da
ionizag&o) ndo apresentou uma resposta linear. Outros fatores tais como, pequenas
modificacdes na temperatura da superficie da pérola, e a velocidade linear dos
compostos, também podem afetar a resposta.

Para o estudo do efeito da vazdo dos gases do NPD, foi utilizado indol como
composto de referéncia (33,3 pg mL™), para todas as condicées de vazdo de gases
do detector apresentadas na Tabela VIII, seguindo-se as condi¢cées cromatograficas
indicadas na Tabela VI, com o conjunto de colunas 5 da Tabela V. A Unica alteracao
das condicdes apresentadas na Tabela VI foi a rampa de temperatura do forno do
cromatdgrafo, buscando-se acelerar a eluicdo destes compostos durante este
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estudo: 35 °C/0,5 min - 20 °C/ min - 160 °C - 10 °C/ min - 220 °C (tempo total de
corrida:12,75 min). Para este experimento, a vazao de hidrogénio no detector foi
fixada em 3 mL min™, e o ruido obtido foi relativamente constante para todos os

% modificagdes na vazdo de hidrogénio nao

experimentos. Segundo Patterson
afetam significativamente a temperatura da superficie da pérola. Entretanto, podem
causar alteracdes significativas na concentracao de espécies radicalares na camada
gasosa préxima a pérola. Em seu trabalho, Patterson observou que ocorre uma
diminuicao da especificidade tanto para nitrogénio quanto para fésforo, em relacao a
hidrocarbonetos, quando vazdes maiores de hidrogénio séo utilizadas. Apesar de
nao ser objetivo do presente trabalho realizar estudos de seletividade, fluxos
reduzidos de hidrogénio foram considerados para a obtencdo de maior
especificidade para nitrogénio. Vazées maiores e menores do que 3 mL min™” de
hidrogénio foram testadas, mas a resposta obtida foi inferior em ambos os casos

(resultados ndo apresentados).

Tabela VIIl. Diversas vazbées de gases testadas no NPD (ar e nitrogénio) e
respostas obtidas, utilizando-se indol como referéncia e a combinagéo A da Figura
16.

condicdo ar nitrogénio area®  altura® largura® As®
(mLmin") (mL min™) (min)
1 90 21 260 1192 0,30 1,25
2 70 21 287 1307 0,30 1,20
3 90 20 287 1316 0,31 1,21
4 70 20 293 1253 0,35 1,26
5 80 20 308 1442 0,29 1,14
6 80 10 318 993 0,38 1,49
7 55 22 423 1767 0,29 1,26
8 50 25 443 1829 0,42 1,20
9 60 2 478 1555 0,38 1,25
10 50 21 482 2024 0,27 1,27
11 60 21 495 2105 0,31 1,31

a) Soma dos valores obtidos para os picos modulados.

b) Média dos valores obtidos para os picos modulados.
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Comparando-se os resultados apresentados na Tabela VIIl, a condicao que
apresentou maiores valores de area de pico e altura média foi a condicao 11. A
condicdo 9 representa a combinacdo sugerida como ideal pelo fabricante do
cromatografo. Em comparacdo a condicao 9, os picos modulados ficaram mais
estreitos, entretanto, a simetria (As) do pico foi prejudicada. Uma possivel
explicagcdo para esse aumento da assimetria dos picos modulados pode ser a
interacdo entre o composto e o interior do detector utilizado, ou interacdo entre o
composto e a coluna da segunda dimensado. Estes efeitos de cauda ficaram mais
evidentes quando picos mais estreitos foram obtidos, tendo sido gerados apds a
modulacdo, pois a assimetria nos picos modulados é produzida apés a modulacao,
enquanto que assimetria no perfil do pico primario é originada antes do evento de
modulacao.

4.1.1.3.2 Otimizacao da geometria do detector

As quatro combinacdes apresentadas na Figura 16 do item 3.2.4 da Parte
Experimental foram testadas nas condicbes apresentadas naquele item.
Empregando-se a combinacédo do coletor menor e o jato convencional (B), nenhum
pico foi detectado, mesmo utilizando-se altas concentracées de indol e carbazol (até
100 ng de cada composto). Quando o jato estendido foi utilizado em conjunto com o
coletor menor (D), picos foram detectados somente em concentracées relativamente
altas (50 ng de indol e carbazol). Melhores resultados foram obtidos quando o
coletor convencional foi utilizado, tanto com o jato convencional (A), quanto com o
jato estendido (C). Os resultados da otimizacdo dos gases do detector para a
combinacao A foram apresentadas anteriormente (Tabela VIIl), e para a combinacao
C, estdo apresentados na Tabela IX. Estas duas tabelas ndo podem ser diretamente
comparadas, uma vez que o conjunto de colunas e a concentracdo da solucéo
padrao foram alterados entre estes dois grupos de experimentos. Além destes
fatores, algumas modificacbes foram realizadas no sistema cromatografico entre
esses dois estudos, o que nao invalida os estudos realizados antes dessas
modificacoes.
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Tabela IX. Diversas vazdes de gases testadas no NPD (ar e nitrogénio) e respostas
obtidas utilizando-se indol como composto referéncia e, a combinagéo C da Figura
16.

condicdo r(]rlr(ljlior%?rw()) (mLarlrrﬂn‘1) (nrﬁ_ogn?gl% area® altura® Ia(rr%l;rrsb) As®
1 3 80 5 5,85 6,38 0,902 1,06
2 3 60 5 5,87 6,07 0,897 1,12
3 3 80 10 6,13 6,53 0,903 1,07
4 3 60 13 6,20 6,60 0,930 1,08
5 3 a0 15 6,20 6,53 0,896 1,07
6 2 40 10 7,85 8,25 0,865 1,09
7 1 20 9 8,23 8,58 0,888 1,13
8 1,3 90 2,5 8,27 8,73 0,897 1,08
9 1,3 80 5 8,43 9,13 0,883 1,06
10 1,5 30 10 8,93 9,00 0,888 1,12
11 1,2 70 5 9,37 9,90 0,880 1,07

a) Soma dos valores obtidos para os picos modulados

b) Média dos valores obtidos para os picos modulados.

Segundo a Tabela IX, a composicao de vazdes sugerida pelo fabricante seria
aquela designada pela condicédo 2, ao passo que a condicdo 11 apresentou valores
de area e altura de pico significativamente maiores, com picos mais estreitos e
melhores valores para a simetria. Esta composicao dos gases (11) foi escolhida para
os estudos comparativos de desempenho do detector.

A Figura 21 ilustra os picos modulados obtidos para os padrdes indol e
carbazol (1 pg mL™"), sob condicdes cromatograficas idénticas, com excecdo da
vazao de gases no detector, e o tipo de jato empregado no NPD. Os dois segmentos
do cromatograma 1 apresentam os picos modulados obtidos com o detector
convencional na vazao de gases recomendada pelo fabricante (condicao 2, Tabela
IX). No cromatograma 2, foi utilizada uma vazao de gases otimizada (condicdo 11,
Tabela VIIl) para essa configuracdo (A), enquanto que no cromatograma 3 foi
empregado o jato estendido, na vazdo de gases que apresentou melhores
resultados nessa configuracdo (C), a composicdo 11 da Tabela IX. Esta Figura
ilustra a melhora da resposta absoluta e a diminuicdo das caudas dos picos obtidos,
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quando a vazdo de gases foi otimizada para essa aplicacdo, usando-se o jato

estendido.
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Figura 21. Picos modulados obtidos para indol e carbazol com o detector nao
otimizado (1, linha preta), com a otimizagdo da vazéao dos gases (2, linha vermelha),
e apds a otimizacdo da geometria e dos gases (3, linha azul), utilizando o jato
estendido.

Esta comparagao também é apresentada em termos numéricos na Tabela X.
O ruido foi calculado como o desvio padrdo da resposta do ruido (7 regides do
cromatograma com 3 replicatas), e o sinal foi calculado como a soma da altura dos
picos modulados. Os valores para simetria (As) foram calculados a partir da simetria
média dos picos modulados. Patterson® concluiu que quanto maior for a corrente
aplicada a pérola, maior sera a resposta, mas também, maior sera o ruido. Para a
combinacao jato-coletor A, o ruido apresentou um valor ligeiramente superior com a
vazao de gases otimizada devido a maior voltagem da pérola, entretanto, a relagao
sinal-ruido (S/N) para o indol e o carbazol foram maiores do que o dobro dos obtidos
na condicdo recomendada, com melhora na simetria dos picos (As). O pequeno
aumento na voltagem da pérola ndo deve ser significativo para afetar a vida util da
mesma.
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Tabela X. Comparacdo entre as condicdes de vazdo de gases no NPD
convencionais e otimizadas para a combinacéo jato-coletor convencional (A), e na

condigao de vazao otimizada com o jato estendido (C).

Combinacdo A Combinagdo AY  Combinagao C?

Voltagem da Pérola

3,773 3,977 3,940
(V)
ruido (pA) 0,093 0,121 0,098
S/N (indol) 133 296 464
S/N (carbazol) 113 263 261
As (indol) 1,489 1,360 1,308
As (carbazol) 1,736 1,354 1,123

a) Composicao dos gases otimizada para cada combinacao de coletor-jato.

Apesar do S/N para o carbazol nas duas condi¢des de vazao otimizadas (A e
C) serem semelhantes, ocorreu um aumento significativo do S/N para o indol (57%)
quando o jato estendido foi empregado (C). Os valores de simetria dos picos foram
melhores para os dois compostos. Essas diferencas podem ser resultantes de um
menor grau de exposicdo ou contato dos analitos com as paredes do coletor antes
de atingirem a pérola. A utilizagdo do jato estendido pode minimizar esse contato (C
e D). Essa hipétese também foi reforgada pelos resultados obtidos com o coletor
menor, quando os dois jatos foram utilizados (B e D). Quando o jato convencional foi
empregado ndo houve resposta, ao passo que a utilizacao do jato estendido permitiu
que os compostos fossem detectados em altas concentracdes. Além disso, o coletor
menor favoreceu o aumento do contato dos analitos com as paredes, 0 que diminuiu
drasticamente a resposta obtida. Esse efeito também pode ser confirmado pelos
melhores valores de simetria obtidos para os dois compostos, quando o jato
estendido foi usado, sugerindo que o contato com as paredes do detector pode ter
sido a causa das caudas obtidas nos picos modulados quando do emprego do jato
convencional.

Com base nesses resultados, futuras modificagbes no NPD podem ser

sugeridas, tais como diminuicdo do volume da camara, sem ter como foco a
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miniaturizagdo da seccao transversal do mesmo, mas considerando as interacdes

dos analitos com as paredes do coletor.

4.1.1.4 Validacao do método

Na Tabela Xl estdo apresentadas as figuras de mérito obtidas para o método
desenvolvido, utilizando-se 7 compostos padrdo, pertencentes as diversas classes
estudadas. Os compostos padrao caracteristicos das fragdes neutras ou basicas nao
co-eluiram e, por essa razao, a validagéo foi realizada para todos os compostos nas
mesmas corridas cromatograficas. Nesta etapa, foi utilizado o jato estendido e o
coletor convencional (combinacdo C, Figura 16), na vazdo de gases otimizada
(condicao 11, Tabela IX), com o conjunto de colunas 7 (Tabela V), e as condicdes
cromatograficas apresentadas na Tabela VI para GCxGG-NPD.

Tabela XI. Figuras de mérito do método desenvolvido para a analise de compostos
nitrogenados por GCxGG-NPD.

a) a) faixa de
s (%) LOD LOG linearidade equacio r?
(P9) (pg) Q)
g
quinolina 4,3 1,19 3,58 10-10.000 y=46,8x-4,27 0,99917
isoquinolina 3,9 1,06 3,17 10-10.000 y=209x-1,10 0,99930
indol 3,0 1,86 5,58 10-10.000 y=13,0x-0,208 0,99901
7,8-benzoquinolina 3,2 0,16 0,491 1-10.000  y=151x+2,23  0,99995
5,6-benzoquinolina 3,9 029 0,860 1-10.000  y=195x+9,87  0,99996
carbazol 4,2 2,99 8,99 10-10.000 y=114x+0,429 0,99990
/-H-dibenzo-c,g- 2,5 8,49 25,5 100-10.000 y=10,9x+1,21 0,99948
carbazol

% limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) obtidos considerando-se a estimativa do desvio
padrdo do S/N maior do que 3 e 10, respectivamente, usando-se 5 replicatas de injegcdo na mesma
concentracdo (n=>5).

s - desvio padrao relativo

Os resultados apresentados na Tabela Xl foram obtidos com 5 replicatas de
cada ponto, considerando-se um minimo de 5 concentracdes diferentes para cada
curva de calibracdo, com concentracdo da solucdo padrdo entre 1 ng mL™ e 10 ug
mL™" (injecdo de 1 uL). A &rea total de cada pico foi calculada pela soma das areas

dos picos modulados, utilizando-se um programa desenvolvido em Matlab. Os
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valores de precisdo e fatores de determinagdo (r’) obtidos foram considerados
aceitaveis para quantificacdo. Os limites de deteccdo para os carbazbéis foram
semelhantes aos encontrados por um método desenvolvido para monitorar
exposicdes pessoais, utilizando-se LC-GC-NPD??® (1-3 pg). No referido trabalho, as

amostras nao apresentavam complexidade elevada.

4.1.1.5 Aplicacao a amostras reais

A Figura 22 ilustra os diagramas de cores obtidos para todas as fracdes de
GOP e RAT extraidas pelos métodos A e B, respectivamente. Através da
comparacdo visual dos diagramas de cores obtidos para o GOP, tanto para as
frac6es neutras (A1 e B1), quanto para as fracbes basicas (A2 e B2), é possivel
perceber que compostos pertencentes a fracao neutra foram também extraidos na
fracdo basica, quando o método B foi utilizado, assim como compostos
caracteristicos da fracao basica, foram também extraidos na fracdo neutra, por este
mesmo método. A mesma observacao pode ser feita para os diagramas obtidos
para o RAT. Comparando-se as fracoes basicas obtidas para as amostras de GOP e
RAT (GOP - A2 e B2; RAT — A4 e B4), é possivel verificar que varios picos
presentes nos diagramas A, ndo sdo visiveis nos diagramas B, para as duas
amostras. Com essa observacdo visual, é possivel comparar previamente a
eficiéncia de métodos de extragdo (avaliacdo de perfis), sem a necessidade de
laboriosos estudos quantitativos.

As Figuras 23 a 26 apresentam a estruturacdo observada, com a presenca
de efeito telhado para algumas classes de compostos, nos diagramas de cores
obtidos para o GOP e o RAT, utilizando-se o método de extragédo A. As Figuras 23 e
24 apresentam a clara separacdo entre indéis, alquil-carbaz6is e alquil-
benzocarbazéis, além do efeito telhado observado para as séries homologas dos
alquil-carbazéis e alquil-benzocarbazois. Na regido dos alquil-carbazois, € nitida a
separacao do carbazol (C0), e dos 4 possiveis isdbmeros para o metil-carbazol (C1).
A possibilidade de isbmeros de posicao de etil-carbazodis e dimetil-carbazéis (C2) ja
passa de 20 compostos, e quanto maior o numero de carbonos na cadeia alquilica,
maior o numero de isémeros. Por este motivo, 0 nimero de possiveis isdbmeros para
cadeias alquilicas com mais de 5 carbonos é muito grande para permitir uma clara
separacdo, e a formacdo de um efeito telhado nitido. Para as fracbes basicas
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apresentadas nas Figuras 25 e 26, o efeito de pico fora de ciclo compromete uma
separacdo mais clara entre alquil-quinolinas e alquil-benzoquinolinas. As alquil-

dibenzoquinolinas foram consideradas juntamente com as alquil-benzoquinolinas.

A1 | B |

| ili\:'” | [ I

T
30

A2 ‘J\” B2
’ | ‘ | | m
IO |

T
20

A3 B3

tempo de retengéo na segunda dimenséo (s)

MM 1T LT D | ‘:‘

tempo de retengéo na primeira dimensao (min)

Figura 22. Diagramas de cores obtidos para as amostras de GOP e RAT extraidas
pelos métodos A e B. Onde: 1 — fracbes neutras de GOP; 2 — fracdes basicas de
GOP; 3 —fragcbes neutras de RAT; 4 — fracbes basicas de RAT.
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4 N\

alquil-benzocarbazéis

A

inddis

4

¥—— alquil-carbazois

I I ST I I I

10 20 30 40 50 60 70

tempo de retencao na primeira dimens&o (min)

tempo de retencdo na segunda dimensao (s)

Figura 23. Diagrama de cores obtido por GCxGC-NPD para uma fragdo neutra de
GOP extraida pelo método A.

4 M\

y

alquil-benzocarbazéis

inddis

“—— alquil-carbazéis

tempo de retencdo na segunda dimensao (s)
v
‘—

I I I
50 60 70

tempo de retencao na primeira dimens&o (min)

Figura 24. Diagrama de cores obtido por GCxGC-NPD para uma fragdo neutra de
RAT extraida pelo método A.
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alquil-quinolinas

tempo de retencdo na segunda dimensao (s)

alquil-benzoquinolinas

tempo de retencdo na primeira di

Figura 25.
GOP extraida pelo método A. 1- quinolina; 2 —

benzoquinolina.

I I
60 70

mensao (min)

Diagrama de cores obtido por GCxGC-NPD para uma fracao basica de

7,8-benzoquinolina; 3 — 5,6-

tempo de retencdo na segunda dimensao (s)

alquil-benzoquinolinas

I
50

tempo de retencdo na primeira di

Figura 26.

I I
60 70

mensao (min)

Diagrama de cores obtido por GCxGC-NPD para uma fragao basica de

RAT extraida pelo método A. 1- quinolina; 2 — 7,8-benzoquinolina; 3 — 5,6-

benzoquinolina.
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4.1.1.5.1 Quantificacao dos compostos nitrogenados presentes no GOP e no
RAT

Os extratos neutros e basicos de GOP e RAT foram analisados utilizando-se
a mesma metodologia analitica aplicada para a validagdo apresentada no item
1.1.1.4. Por este método, nao foi possivel separar o grupo das alquil-quinolinas do
grupo das alquil-isoquinolinas, assim como os alquil-derivados de 5,6-
benzoquinolina dos derivados de 7,8-benzoquinolina, ou alquil derivados com anéis
em outras posi¢des. Por essa razdo, foi utilizado um fator de resposta médio para
todas as substancias de uma determinada classe quimica, utilizando-se para isso a
média dos fatores de resposta dos padroes analiticos utilizados, pertencentes as
classes quimicas ndo separadas. As alquil-dibenzoquinolinas foram consideradas
juntamente com as alquil-benzoquinolinas. Os fatores de resposta foram obtidos do
coeficiente angular das equacdes das curvas analiticas (Tabela Xl), conforme
procedimento anteriormente reportado na literatura®®. Os resultados quantitativos
obtidos para os extratos neutros e béasicos provenientes dos dois métodos de
extracdo estudados (métodos A e B), estdo apresentados na Tabela XIl. Esses
resultados foram obtidos para apenas uma amostra de cada extrato. Os compostos
de maior concentragdo dentro de cada série homdloga estao localizados no centro
da série, de forma que possiveis erros de classificacdo dos picos nos limites entre as
séries ndo devem afetar de forma significativa a concentragcdo total da série na
amostra. Embora ndo houvesse padrdes disponiveis para confirmar a identidade de
cada composto, foi possivel separar e quantificar indol, carbazol, alquil-carbazois de
C1 a Ce,, benzocarbazol, e alquil-benzocarbazéis de Ci a C4.. O composto 7-H-
dibenzo-c,g-carbazol nédo foi detectado em nenhuma das amostras analisadas.
Segundo a analise da solucdo padrdo, este composto estaria localizado apdés a
banda dos alquil-benzocarbazéis, o que demonstra que se estivessem presentes
nas amostras, os alquil-dibenzocarbazb6is poderiam ser detectados por esse método,
desde que a concentracéo individual de cada composto fosse superior ao limite de
deteccdo (25,5 pg), e os efeitos de matriz ndo fossem significativos. Devido a
auséncia de padrao de algum composto derivado do benzocarbazol, o fator de
resposta do 7-H-dibenzo-c,g-carbazol foi utilizado para o estudo semi-quantitativo
dos alquil-benzocarbazais.
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Tabela XII. Resultados quantitativos para os compostos nitrogenados separados nas

fracGes neutras e basicas do GOP, utilizando-se as duas metodologias de extracao

(A e B).

Fracdo neutra®

Fracdo basica @

Concentragdoem ug g A B Concentracdoem ug g A B
indol 2,77 2,70  quinolinas
alquil carbazéis quinolina 0,340 0,430
Co 6,37 5,35 isoquinolina <LD <LD
Cq 30,4 17,2 alquil-quinolinas 30,8 15,5
C. 79,9 51,9 Total de alquil-quinolinas 31,2 159
Cs 191 52,6  benzoquinolinas
C, 201 61,6  7,8-benzoquinolina 0,576 <LD
Cs 185 124 5,6-benzoquinolina 0,663 0,034
Ce . 773 319 outras benzoquinolinas 0,788 <LD
Total de alquil carbazéis 1.467 632 Total de benzoquinolinas 2,03 0,034
alquil-benzocarbazéis
Co 27,7 2,53 alquil-benzoquinolinas 21,6 1,18
Cq 17,8 6,26 Total da fracdo basica 88,0 33,1
C. 58,9 421
Cs 243 59,2
Cq. 446 157
Total de alquil-
benzocarbazois 793 267
Total da fragédo neutra 2.262 901 Total de compostos nitrogenados 2.350 934

% foram aplicados diferentes fatores de diluicio (500 & 1500), dependendo da fragao concentrada.

<LD — valor abaixo do limite de deteccao

Os resultados quantitativos apresentados na Tabela Xll confirmam a baixa

recuperacdo de compostos nitrogenados neutros e basicos quando o método de

extracdo B foi utilizado, apesar do indol e da quinolina apresentarem recuperacdes

semelhantes para os dois métodos de extracdo (A e B). Entretanto, apenas a

observacdo visual dos diagramas de cores permitiu identificar a presenca de

compostos basicos na fragdo neutra, e vice-versa (Figura 22). Por essa razao, para

os extratos de RAT, foram realizados estudos quantitativos apenas para o método
de extragéo A (Tabela XIil).
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Tabela XIIl. Resultados quantitativos para os compostos nitrogenados separados
nas fracdes neutras e basicas do RAT, utilizando-se a metodologia de extracao A.

Fracdo neutra? Fracédo basica ?
Concentracdo em pg g~ A Concentracdo em pg g~ A
indol 0,595 quinolinas
alquil carbazéis quinolina 0,205
Co 0,820 isoquinolina 0,260
Cq 4,39  alquil-quinolinas 25,4
C, 18,6  Total de alquil-quinolinas 25,8
Cs 52,0  benzoquinolinas
Cy 73,8  7,8-benzoquinolina 0,763
Cs 310 5,6-benzoquinolina 0,899
Ce . 17,2  outras benzoquinolinas 1,38
Total de alquil carbazéis 476  Total de benzoquinolinas 3,04

alquil-benzocarbazéis

Co 1,13  alquil-benzoquinolinas 12,8
Cq 9,65 Total da fracao basica 41,6
Cz 20,0
Cs 77,7
Cs. 116

Total de alquil-benzocarbazois 225

Total da fracao neutra 703  Total de compostos nitrogenados 745

 foram aplicados diferentes fatores de diluicao(500 a 1500), dependendo da fragdo concentrada.

<LD — valor abaixo do limite de deteccao

Com o método A, foram quantificados 2,35 mg de compostos nitrogenados
neutros (96%) e basicos (4%) por grama de GOP. Da massa total extraida,
aproximadamente 62% foi composta por alquil-carbazbis, e 34% por alquil-
benzocarbazdbis.

Da amostra de RAT, foram quantificados 0,745 mg de compostos
nitrogenados neutros (94%) e basicos (6%) por grama de amostra, sendo que
aproximadamente 63% da massa total extraida, foi composta por alquil-carbazéis, e
30 % por alquil-benzocarbazéis. Embora a massa de compostos nitrogenados
extraidos tenha sido significativamente diferente para GOP e RAT, o percentual de
compostos extraidos nas fragcbes neutras e basicas para as duas amostras foi
semelhante, assim como o percentual dos compostos majoritarios encontrados.
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Entretanto, realizando-se uma analise mais detalhada da composicdo dessas
fracOes, sdo observadas diferencas significativas em termos percentuais. Para a
amostra de GOP, a maior concentracao de alquil-carbazéis foi encontrada na faixa
de Cs, (53% dos alquil-carbazoéis), enquanto que para o RAT, a maior concentracao
foi encontrada na faixa de Cs (65% dos alquil-carbazéis). Nas fracdes basicas, para
o GOP, 26% corresponderam a alquil-benzoquinolinas, enquanto para o RAT, esse
percentual subiu para 31%. As alquil-quinolinas, apresentaram uma diferenca em
termos de percentual em massa na fracao basica ainda maior: 35% no GOP e 62%
no RAT.

Apesar dos resultados obtidos ndo representarem um estudo quantitativo
completo, o detalhamento das informacdes analiticas obtidas é muito relevante em
termos de estudo do processo petroquimico, pois além de ter sido observado o
aumento da concentracdo de compostos nitrogenados do RAT para o GOP, a
composicao também foi alterada, o que permite um estudo fisico-quimico mais
detalhado, centrado nas classes quimicas especificas e no tamanho das cadeias.
Além disso, processos de desnitrogenacdo podem ser aplicados em diferentes
etapas do processamento, tendo-se como base a composicéo e a concentragdo dos
compostos nitrogenados em cada fracédo, o que possibilita melhorar a relagdo custo-
beneficio desta etapa do processo. Esse nivel de detalhamento qualitativo e
quantitativo nao foi obtido por outra metodologia analitica descrita na literatura até o

momento.

4.1.2 Analise de compostos nitrogenados por GCxGC/TOFMS

No estudo semi-quantitativo das classes quimicas de compostos nitrogenados
presentes no GOP e no RAT por GCxGC-NPD néo foi possivel realizar uma
especiacao detalhada dos compostos presentes, mas uma aproximacao bastante
razoavel quanto a identificacdo das classes quimicas. Essa especiagcdo mais
detalhada foi realizada por GCxGC/TOFMS para muitos dos compostos presentes.

As condicbes cromatograficas empregadas para a analise de compostos
nitrogenados presentes em GOP e RAT por GCxGC/TOFMS foram apresentadas na
Tabela VI (item 3.2.2 da Parte Experimental). Para este estudo, foi empregado o
conjunto de colunas 7 da Tabela V, utilizando-se um tubo capilar de 0,5 m de
comprimento e 100 pm de didmetro interno para conectar a coluna da segunda
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dimensao ao detector. Este tubo diminui os efeitos de vacuo na coluna da segunda
dimensdo, além de permitir a uniformidade da temperatura nessa coluna de
dimensdes reduzidas. A presenca desse tubo e a utilizacdo de hélio como gas de
arraste alteraram a retencao dos compostos, uma vez que a eficiéncia da separacao
utilizando essa fase moével € menor do que a obtida com hidrogénio como fase
moével para velocidades lineares maiores®’, o que afeta especialmente a separacdo
na segunda dimensdo. A perda de eficiéncia resultante da utilizacdo de He como
gas de arraste é parcialmente compensada pelos efeitos do vacuo, entretanto, a
utilizagdo de um tubo de transferéncia entre a coluna da segunda dimensao e o MS
contribui para a diminuicdo dos efeitos de vacuo. Por essas razdes, o tempo de
retencdo na segunda dimensdo sofreu pequenas alteracbes, e o periodo de
modulacdo foi aumentado para 6 s, visando compensar esses efeitos. Apenas as
fracOes obtidas pelo método de extracao A foram analisadas nesse sistema.

Na Tabela XIV estéo listados 6 compostos padréo identificados pelo software
ChromaTof-GC, juntamente com os tempos de retengdo na primeira e na segunda
dimensdes, os valores de similaridade (S) e probabilidade (P). O algoritmo de
similaridade compara todos os picos do espectro de massas da amostra com a
biblioteca. Se o valor de S for 1000, os espectros sdo iguais. O valor da
probablilidade (P) € um numero definido pelo algoritmo de busca da NIST que
representa a probabilidade relativa do composto ter sido encontrado®?®. A Figura 27
apresenta o diagrama de cores obtido para esta mistura. O pico do padrao 7-H-
dibenzo[-c,g-]carbazol (pico 7) esta visualmente aparente no diagrama de cores,
embora 0 mesmo nao tenha sido integrado, visto que o seu S/N é inferior a trés. A
classe de compostos dibenzocarbazéis nao foi detectada nas amostras estudadas,
nem mesmo visualmente através da selecéo de ions caracteristicos. O retangulo no
canto superior dos diagramas € a visdo geral do mesmo gerada pela versdo 3.2 do
software Chroma Tof.
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Tabela XIV. Confirmacédo da identidade dos compostos padrao por GCxGC/TOFMS.

picos 'tr(s) g (s) nome S P formula
1 516 3,14 quinolina 921 1756 CoH;N
2 540 3,27 isoquinolina 916 3925 CoH7N
3 558 3,65 indol 884 688 CgH7N
4 1518 1,55 7,8-benzoquinolina 925 2883 C13HoN
5 1608 1,93 5,6-benzoquinolina 919 2420 C13HoN
6 1638 2,19 carbazol 925 2042 C12HoN

Masses: TIC

tempo de reteng¢do na segunda dimensao (s)

240 2240 4240
tempo de retengdo na primeira dimensao (s)

Figura 27. Diagrama de cores obtido para a mistura de compostos padrao por
GCxGC/TOFMS (numeros correspondentes na Tabela XIV).

4.1.2.1 Gasoleo Pesado — GOP
4.1.2.1.1 Fracao neutra
A Figura 28 A apresenta um diagrama de ions total (TID, total ion diagram)

de uma fracdo neutra de GOP, e as classes quimicas de compostos nitrogenados
agrupadas na parte B dessa figura.
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Masses: TIC

tempo de retencdo na segunda dimensao (s)

240 2240 4240

tempo de retencdo na primeira dimensao (s)
Masses: TIC

tempo de retengdo na segunda dimenséo (s)

240 2240 4240
tempo de retencao na primeira dimensao (s)

Figura 28. TID obtido para a fragdo neutra de GOP (A), indicando os alquil-indois
entre Co e C3, alquil-carbazobis entre Cy e C12, € 0s alquil-benzocarbazéis entre Gy e
Cs (B).

A complexidade elevada desse diagrama (Figura 28) fora das regides
selecionadas demonstrou que, apesar das etapas de fracionamento e extracdo de
compostos nitrogenados, um namero significativo de outros compostos também esta
presente nessa fragdo. A Figura 29 apresenta os diagramas de ions selecionados
obtidos para os alquil-inddis (A), alquil-carbazdis (B) e alquil-benzocarbazéis (C). Até
mesmo nesses diagramas com ions caracteristicos selecionados, inumeros
compostos ndo nitrogenados foram detectados. Os valores de m/z caracteristicos
das classes quimicas esperadas nessa fracao estao listados na Tabela XV.
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Masses: 117+131+145+159+173+187
L

t

511

tempo de retengédo na segunda dimensao (s)
411

3,11

444 644 844 1044 1244
tempo de retencéo na primeira dimenséo (s)

Masses: 167+181+195+209+223+237+251+265+279+293+307+321+335+349

2,27

tempo de retencdo na segunda dimenséao (s)
1,27

27

9380 2380 3380 4380
tempo de retencdo na primeira dimensao (s)

Masses: 217+231+245+259+273+287+301

3,85 4,85 5,85

tempo de retengao na segunda dimensao (s)
2,85

w85

o
w
[N

3832 4832
tempo de retencao na primeira dimensao (s)

Figura 29. Diagrama de cores de ions selecionados obtidos para uma amostra da
fracdo neutra de GOP. A - alquil-inddis; B - alquil-carbazéis, C — alquil-

benzocarbazois.
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Tabela XV. Valores de m/z caracteristicos selecionados para as classes de
compostos nitrogenados presentes na fragéo neutra.

Composto m/z Composto m/z Composto m/z
alquil-indéis Co 195 Ciz 335
Co 117 Cs 209 Cis 349

C1 131 Cq 223 alquil-benzocarbazoéis
Co 145 Cs 237 Co 217
Cs 159 Cs 251 Cq 231
Cs 173 C; 265 Co 245
Cs 187 Cs 279 Cs 259
alquil-carbazois Co 293 Cq 273
Co 167 Cio 307 Cs 287
Cq 181 Ci1 321 Cs 301

A Tabela XVI apresenta os 50 picos tentativamente identificados como
compostos nitrogenados nesta fracdo, com valores de similaridade relativos aos
espectros de massas da biblioteca NISTMS superior a 800. Nesta Tabela foram
apresentados os tempos de retencao na primeira e na segunda dimensdes, valores
de similaridade (S), reverso (R) e probabilidade (P). No modo reverso, os picos que
forem diferentes do espectro da biblioteca ndo séo considerados®?. Esse valor pode
ser utilizado para verificar possiveis co-eluigdes com outros compostos. A posicao
dos radicais alquila e dos anéis aromaticos ndo pode ser especificada corretamente
nas classes identificadas, tendo por base apenas informacbes espectrais. Além
desses picos, outros 156 picos foram listados como possiveis nitrogenados, em um
total de 10.000 picos detectados.
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Tabela XVI. Compostos nitrogenados tentativamente identificados na fragdo neutra
de GOP utilizando-se a comparagdo com espectros de massas da biblioteca
NISTMS.

N°  "tr(s) %tr(s) nome S R P
1 558 3,67 indol* 869 869 5349
2 636 4,25 metilindol 905 910 2188
3 666 4,36 metilindol 935 940 4968
4 678 4,46 metilindol 913 913 3656
5 756 4,66 dimetilindol 894 894 1333
6 780 4,88 dimetilindol 939 939 4251
7 810 4,89 dimetilindol 888 888 1053
8 816 5,02 dimetilindol 911 911 2221
9 924 5,18 trimetilindol 905 905 3470
10 942 5,21 trimetilindol 884 906 5876
11 984 5,42 trimetilindol 917 917 4221
12 1638 2,19 carbazol* 924 924 2203
13 1806 1,97 metilcarbazol 937 941 3710
14 1908 2,17 metilcarbazol 930 935 3327
15 1920 2,15 metilcarbazol 931 935 3080
16 1938 1,48 dimetilcarbazol 932 939 2269
17 1956 2,64 metilcarbazol 929 934 3701
18 1980 1,84 etilcarbazol 915 932 6839
19 2070 1,89 dimetilcarbazol 938 941 2523
20 2076 2,00 dimetilcarbazol 939 937 2311
21 2100 1,84 dimetilcarbazol 935 942 1966
22 2118 2,2 dimetilcarbazol 945 945 2489
23 2130 2,68 etilcarbazol 840 856 4187
24 2148 2,20 etilcarbazol 916 939 8784
25 2178 2,12 dimetilcarbazol 919 922 2854
26 2196 2,42 dimetilcarbazol 943 949 2511
27 2202 2,02 dimetilcarbazol 931 937 1749
28 2226 1,74 trimetilcarbazol 823 823 6129
29 2226 2,42 dimetilcarbazol 946 946 2829
30 2238 2,39 dimetilcarbazol 937 943 2692
31 2256 1,56 trimetilcarbazol 910 928 1997
32 2286 2,32 dimetilcarbazol 910 914 2958
33 2292 1,95 trimetilcarbazol 856 867 4233
34 2316 1,95 dimet dihidro- 826 826 5273
imetilbenzoquinolina
35 2322 1,71 trimetilcarbazol 923 932 1959
36 2340 1,85 trimetilcarbazol 915 915 1937
37 2352 1,82 trimetilcarbazol 923 933 1865
38 2358 2,10 trimetilcarbazol 926 935 1976
39 2400 2,03 trimetilcarbazol 921 927 2296
40 2442 2,00 trimetilcarbazol 866 891 3477
41 2466 2,37 __ dihidro- 848 866 7605
dimetilbenzoquinolina
42 2484 2,35 trimetilcarbazol 921 934 4010
43 2508 2,39 trimetilcarbazol 922 926 2393
44 2748 1,83 pentametilcarbazol 805 805 7099
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45 2844 0,18 octadecenamida 842 842 4757
46 2928 3,49 dimetilfenilindol 819 819 4450
47 3204 4,07 benzocarbazol 881 937 6267
48 3366 4,99 benzocarbazol 852 895 3059
49 3516 4,39 difenilpiridina 823 935 6979
50 3894 5,68 butilmetilfenilimidazolidinona 899 962 5973

* identidade confirmada com padrées analiticos

Nas regides das telhas encontradas para os alquil-carbazéis no sistema
GCxGC-NPD, foram detectados varios compostos nao-nitrogenados por
GCxGC/TOFMS. Inicialmente, a identificacdo tentativa foi realizada com base na
biblioteca NISTMS, conforme apresentado na Tabela XVI. Entretanto, varios dos
compostos observados na distribuicdo ordenada do espacgo de separacdo ndo estdo
disponiveis na biblioteca, tais como os alquil-carbazéis com mais de 5 carbonos
alquilicos, ou todos os alquil-benzocarbazéis. Para os alquil-carbazéis C5, existe
apenas um composto na biblioteca, o pentametilcarbazol. Para os benzocarbazéis
existem 4 espectros disponiveis, mas nao existem espectros para os alquil-
derivados. Por esse motivo, os compostos ausentes na biblioteca foram agrupados
de acordo com o0 espectro de massas caracteristico da classe quimica, e com a
estruturacdo observada nos diagramas de contorno para os ions selecionados
(Tabela XV). Os espectros de massas foram caracterizados pela presenca do ion
molecular como pico base, e de fragmentos menores representativos da perda de
grupamentos alquila, tais como a subtracdo de 15 Da do ion molecular. Os
espectros de massas obtidos para esses picos estao agrupados no Anexo 1. Dentre
o total de compostos nitrogenados detectados, apenas 50 foram tentativamente
identificados com base na biblioteca de espectros de massas, enquanto 81
compostos foram agrupados com base na fragmentacdo caracteristica e
estruturacdo dos diagramas. Entretanto, essa identificacdo deveria ser confirmada
com padrdes analiticos ja que existem varios compostos aromaticos nesse tipo de
amostra que apresentam esse tipo de fragmentacao caracteristica. Como exemplo,
0 pico 49 da Tabela XVI foi tentativamente identificado com base na biblioteca como
fenil-piridina. Contudo, o espectro de massas também foi classificado como metil-
benzocarbazol (pico 43 da Tabela XVII). Essa dualidade de identificagdo somente
poderia ser confirmada com a co-injecéo de padrdes analiticos.

As identificacdes tentativas apresentadas estdo em acordo com os resultados
obtidos por GCxGC-NPD para as regides estruturadas encontradas. Além disso, o
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efeito telhado também foi observado na regido dos alquil-inddis (diagrama A, Figura
29). Varios compostos que foram extraidos na fragdo bdésica também foram
encontrados na fracdo neutra, tais como alquil-benzoquinolinas e piridinas, o que
ilustra a necessidade do desenvolvimento de novas metodologias de extracao.

Essas ferramentas de identificacdo por espectros de massas caracteristicos e
estruturacdo das classes quimicas presentes nao poderiam ser utilizadas no caso de
1D-GC, uma vez que essas regides de picos formam misturas complexas nao
resolvidas, conforme discutido por Oliveira'. Estudos realizados com a mesma
amostra', utilizando-se 0 mesmo método de extracdo, porém analise cromatografica
por 1D-GC/gMS com cromatogramas de ions selecionados, indicam a presenca de
picos de alquil-carbazois de Cy a Cs, e alquil-benzocarbazéis de C, a Cs. Nao foi
possivel obter espectros de massas desses picos por esse método. No presente
estudo realizado por GCxGC/TOFMS, foram tentativamente identificados alquil-
carbazéis entre Gy e Cg, alquil-benzocarbazéis entre Cy e Cs, e alquil-indois de Cy a
Cs, além da observacao da presenca de possiveis alquil-carbazois até Cq» e alquil-
benzocarbazbis até Cg, e identificacao tentativa de 130 compostos com espectros de
massas com S e R superiores a 800, e P superior a 1000.
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Tabela XVII. Tempos de retencdo dos compostos nitrogenados tentativamente
identificados na fracdo neutra de GOP com base na estruturacdo dos diagramas e
nos espectros de massas tipicos.

carbazois benzocarbazois
N° 'tr (s) ’tr (S) N° "tr (s) ’tr (s)
Cc4 C1
1 2364 1,280 39 3372 3,73
2 2412 1,67 40 3450 3,86
3 2466 1,40 41 3468 3,710
4 2580 1,66 42 3504 4,07
5 2604 1,70 43 3516 4.39
6 2634 1,76 44 3588 4,55
7 2658 1,86 45 3624 4,51
8 2712 1.96 46 3696 4,97
9 2718 2,22 c2
10 2760 2.09 47 3480 3,16
11 2772 2,09 48 3540 3,17
12 2832 217 49 3612 3,40
C5 50 3654 3,43
13 2580 1,30 51 3666 3.7
14 2604 1,12 52 3702 3,43
15 2676 1,37 53 3708 4,00
16 2808 1,72 54 3732 4,02
17 2982 1,86 55 3762 3,94
18 3084 215 56 3822 4,10
Ccé6 57 3834 4.44
19 2730 0,98 58 3858 4,29
20 2766 1,11 59 3924 4,33
21 2772 0,99 c3
22 2808 1,22 60 3798 3,17
23 2886 1,53 61 3852 3.19
24 2898 1,19 62 3864 3.34
25 2928 1,37 63 3906 3,54
26 2958 1,37 64 3936 3,41
27 3006 1,48 65 4008 3,52
28 3012 1,54 66 4020 3,58
29 3132 1,80 67 4028 3,61
30 3150 1,65 68 4074 3,84
31 3228 1,84 c4
32 3300 1,92 69 3972 2,88
c7 70 4020 2,80
33 2994 1,00 71 4044 2,93
34 3008 1,19 72 4062 2,96
35 3216 1,39 73 4086 2,16
(of:} 74 4104 3,17
36 3360 1,20 75 4158 3,20
37 3396 1,35 76 4182 3,15
38 3450 1,34 77 4200 3,32
78 4236 3,36
79 4248 3,46
80 4284 3,73
c5
81 4248 2,96
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4.1.2.1.2 Fracao basica

Um diagrama de cores TID obtido para a fracao nitrogenada basica de GOP
esta ilustrado na Figura 30 (A), e abaixo estdo assinaladas as classes estruturadas
identificadas (B). De forma semelhante a fragdo neutra, ndo foi possivel realizar a
classificacao diretamente neste diagrama, devido a presenca de varios compostos
nao nitrogenados em concentracées elevadas na mesma regido dos compostos
nitrogenados, o que dificulta a visualizacdo dos compostos nitrogenados presentes
em concentragées mais baixas. Um maior detalhamento do efeito telhado pode ser
observado nos diagramas de cores de ions selecionados apresentados na Figura
31, onde os ions caracteristicos de alquil-quinolinas (A), indeno-piridinas (B), alquil-
benzoquinolinas (B), e alquil-dibenzoquinolinas (C) foram selecionados.

Os ions selecionados foram os picos base de cada estrutura, que também
sdo os ions moleculares, devido a grande estabilidade dessas moléculas. Os ions
caracteristicos de compostos nitrogenados presentes nessa fracdo, para cada
classe quimica, estao listados na Tabela XVIII.
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Masses: TIC

tempo de retengdo na segunda dimensao (s)

o
240 2240 4240
tempo de retencdo na primeira dimenséo (s)
Masses: TIC

quinplinas - C3
[

dibenzoquinolinas- C0

as - C1
<+ |:, ifEs - C3

quinolinas - C2

; | j pquinolinas - C4

zoquinolinas - C5

benzoguinolinas - C1

benzoquinolinas -

indeno-piridina - C

indeno-piridina -G

tempo de retencdo na segunda dimenséo (s)

o

240 2240 4240
tempo de retencdo na primeira dimenséo (s)

Figura 30. (A) TID obtido para a fracdo basica de GOP, (B) TID idéntico ao
mostrado em (A), mas com identificacdo das classes estruturadas no espacgo
bidimensional: alquil-quinolinas C, e C3 (em amarelo), alquil-indeno-piridinas Cy € C+
(em laranja), alquil-benzoquinolinas de Cy a Cs, (em azul) e alquil-dibenzoquinolinas
de Gy a Cs (em rosa).
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Masses: 129+143+157+171+185

quinolinas - C3

5,03

4,03

quinolinas - C2

tempo de retencdo na segunda dimensao (s)

£3.03

26 926 1426
tempo de retencéo na primeira dimenséo (s)

Masses: 167+181+179+193+207+221 +235+249+2§

benzoquinolinas - C1

benzoquinelinas - CO he uinolinas -C2

benz@quinolinas - C3

benzoquinolinas - C5

benzoquinglifas - C4

dina -CO O

420 1420 2420 3420
tempo de retencéo na primeira dimenséo (s)

Masses: 229+243+257+271+285

tempo de retengdo na segunda dimenséo (s)

5,52

dibenzoquinolinas - CO

4,52

dibenzoquinolinas - C1

tempo de retencdo na segunda dimenséo (s)
3,52

520 3520 4520
tempo de retencdo na primeira dimensao (s)

Figura 31. Diagrama de cores de ions selecionados obtido para a fragdo basica de
GOP, com identificagdo das classes estruturadas alquil-quinolinas (A), indeno
piridinas (B), alquil-benzoquinolinas (B), e alquil-dibenzoquinolinas (C).
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Tabela XVIIl. Valores de m/z caracteristicos selecionados para as classes de
compostos nitrogenados presentes na fragdo basica.

Composto m/z Composto m/z Composto m/z
alquil- alquil-indeno- Cs 249
quinolinas piridinas
Co 129 Co 167 Cs 263
Cq 143 Cq 181 alquil-
dibenzoquinolinas
Co 157 alquil- Co 229
benzoquinolinas
Cs 171 Co 179 Cq 243
Cq 185 oF 193 Co 257
Cs 199 Co 207 Cs 271
Cs 213 Cs 221 Cs 285
Cq 235 Cs 299

Os ions caracteristicos das alquil-dibenzoquinolinas apresentados no
diagrama C da Figura 31 estdo também presentes em hidrocarbonetos
poliaromaticos (PAH, polyaromatic hydrocarbon) estruturados na regiao ligeiramente
abaixo das alquil-dibenzoquinolinas. Por essa razao, ndao é possivel detectar ou
quantificar esses compostos utilizando-se esses ions por 1D-GC. Os espectros de
massas das alquil-dibenzoquinolinas sao relativamente pobres, no que diz respeito a
ions caracteristicos da classe, o que impossibilitou a substituicdo destes ions por
outros caracteristicos apenas destes compostos.

Dos 2256 picos detectados com S/N superior a trés, apenas os compostos
tentativamente identificados como nitrogenados com valores de similaridade
superiores a 800, e que apresentaram uma localizacdo no espaco bidimensional
coerente com a estruturagdo observada para as diferentes classes quimicas, estao
listados na Tabela XIX. Apesar da diferenca de tempo de retengdo com relagdo a
mistura de padrdes, provavelmente devido a grande complexidade da matriz, o pico
sete pode ser identificado como 7,8-benzoquinolina, e o pico 12 como 5,6-
benzoquinolina (diferenca de 't de 90 s para os dois compostos). Além disso,
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compostos, cuja presenca era esperada apenas na fracdo neutra, foram também
extraidos na fracdo bdésica, tais como o carbazol e seus alquil-derivados, e
benzocarbazbis. A percepcao de estruturacdo dos picos cromatograficos das
indeno-piridinas Cyo e C; foi possivel nestes diagramas, embora nao tenha sido
observada por GCxGC-NPD. As posicdes dos grupamentos alquila e também dos
anéis aromaticos nao puderam ser especificados para os compostos identificados
tendo por base apenas informacgdes espectrais.

A identificacdo tentativa de 90 compostos nitrogenados com valores de
similaridade acima de 800 nao pode ser considerada definitiva, devido a auséncia de
varios destes compostos (dentre eles, um grande numero de isémeros posicionais)
nas bibliotecas comerciais de espectros de massas. Situacdo semelhante foi
observada para os compostos nitrogenados presentes na fragdo neutra. Como
exemplo, na biblioteca NIST existem apenas 4 compostos com férmula estrutural
CooHi7N, dos quais nenhum é alquil-dibenzoquinolina Cs, enquanto que para a
férmula estrutural Co1H1gN, existem 4 compostos na biblioteca, sendo que dois deles
sdo dietil-benzoquinolinas, e os demais, uma benzonitrila e um pirrol. Apesar de
existirem essas dietil-benzoquinolinas na biblioteca, a diferenca encontrada entre os
espectros de massas de referéncia obtidos com outros detectores de massas
(quadrupolo) e o espectro obtido experimentalmente por TOFMS foi significativa
para que o pico ndo fosse identificado como pertencente a essa classe de
compostos. A Figura 32 apresenta o espectro de massas obtido experimentalmente
com TOFMS, e o espectro de uma dietil-dibenzoquinolina presente na biblioteca.
Nesses casos, a estruturacao apresentada no diagrama de cores quando 0s ions
caracteristicos foram selecionados foi a informagdo analitica que permitiu a
identificacdo tentativa de varios compostos, mesmo sem a confirmacao pela
biblioteca de espectros de massa. Os compostos tentativamente identificados dessa
maneira estao listados na Tabela XX, e os espectros de massas obtidos para os
mesmos estdo agrupados no Anexo 2. Entretanto, essa identificacdo deve ser
futuramente confirmada com padrdes analiticos, ja& que existem varios compostos
aromaticos nesse tipo de amostra, os quais também apresentam esse tipo de
fragmentacao caracteristica, além dos espectros de massas apresentarem poucas
informacgdes sobre a fragmentacao da estrutura basica das moléculas.
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Tabela XIX. Compostos nitrogenados tentativamente identificados na fracao basica
do GOP.

N° "tr(s) “tr(s) nome S R P
1 750 4,42 dimetilquinolina 902 921 7344
2 930 4,94 trimetilquinolina 902 902 6874
3 942 4,97 trimetilquinolina 892 892 5002
4 1158 0,39 indenopiridina 918 918 7181
5 1290 0,39 metilindenopiridina 840 848 5340
6 1458 0,89 metilindenopiridina 839 870 6187
7 1524 1,47 7,8-benzoquinolina* 961 965 7648
8 1554 1,49 benzoquinolina 964 969 6501
9 1560 1,91 fenantrolina 849 886 6690
10 1584 0,78 dimetilcarbazol 838 849 1974
11 1614 1,78 5,6-benzoquinolina* 933 939 4199
12 1644 2,17 carbazol* 899 919 4127
13 1662 1,22 metilbenzoquinolina 878 886 6300
14 1686 1,92 benzoquinolina 909 910 3734
15 1704 1,15 metilbenzoquinolina 895 904 6284
16 1710 1,96 benzoquinolina 901 903 5164
17 1734 1,99 benzoisoquinolina 862 880 2300
18 1776 1,64 metilbenzoquinolina 851 858 4816
19 1800 1,70 metilbenzoquinolina 863 873 6722
20 1818 1,60 metilbenzoquinolina 871 880 6461
21 1848 3,32 indenopiridinona 805 817 9014
22 1866 1,68 metilbenzoquinolina 914 924 7524
23 1872 1,83 metilbenzoquinolina 829 850 5354
24 1884 1,75 metilbenzoquinolina 800 800 6363
25 1902 1,87 metilbenzoquinolina 876 884 5173
26 1914 2,17 metilcarbazol 854 871 2848
27 1920 1,75 metilbenzoquinolina 869 879 5945
28 1926 1,25 dimetilbenzoquinolina 827 840 5812
29 1926 2,14 metilcarbazol 861 884 3111
30 1944 1,45 dimetilcarbazol 904 922 2071
31 1956 1,32 dimetilbenzoquinolina 832 834 5306
32 1962 2,59 metilcarbazol 913 914 4593
33 1974 2,19 metilbenzoquinolina 824 828 3439
34 1986 1,84 etilcarbazol 811 861 4406
35 1998 2,30 metilbenzoquinolina 813 813 3942
36 2010 1,44 dimetilbenzoquinolina 810 835 6416
37 2022 1,61 dimetilbenzoquinolina 887 887 7730
38 2058 1,59 dimetilbenzoquinolina 849 859 7282
39 2058 2,08 fenilisoquinolina 877 896 4965
40 2070 1,94 dimetilcarbazol 903 915 2385
41 2082 1,95 dimetilcarbazol 896 913 2067
42 2094 2,02 fenilisoquinolina 806 825 2237
43 2100 1,79 dimetilcarbazol 903 925 1785
44 2130 1,89 metilfenilindol 834 844 6609
45 2130 2,22 dimetilcarbazol 917 929 1709
46 2142 2,34 fenilisoquinolina 820 878 2089
47 2154 2,20 etilcarbazol 826 872 6947

Carin von Miihlen 89



Tese de Doutorado

48 2184 0,89 trimetilbenzoquinolina 819 820 3701
49 2202 2,38 dimetilcarbazol 877 885 1743
50 2208 2,01 dimetilcarbazol 824 858 1449
51 2208 2,49 fenilisoquinolina 802 835 4348
52 2214 1,39 trimetilcarbazol 877 886 2606
53 2232 2,36 dimetilcarbazol 914 919 2592
54 2244 2,35 dimetilcarbazol 917 925 1874
55 2250 1,29 trimetilbenzoquinolina 811 811 3891
56 2262 1,58 trimetilcarbazol 856 864 1922
57 2262 2,75 indenoisoquinolina 923 923 3653
58 2328 1,68 trimetilcarbazol 878 900 1548
59 2340 1,85 trimetilcarbazol 883 889 2051
60 2340 2,93 indenoisoquinolina 906 906 3565
61 2358 1,75 trimetilcarbazol 892 904 1729
62 2406 1,96 trimetilcarbazol 857 864 1935
63 2424 3,15 fenilisoquinolina 801 882 8481
64 2460 3,21 indenoisoquinolina 859 890 4929
65 2466 2,11 trimetilcarbazol 860 870 2210
66 2466 2,17 trimetilcarbazol 800 848 2011
67 2466 3,37 dibenzoquinolina 929 929 6739
68 2472 3,49 dibenzoquinolina 900 900 3244
69 2478 2,01 trimetilcarbazol 869 885 2265
70 2490 2,34 trimetilcarbazol 882 905 3671
71 2508 2,14 trimetilcarbazol 818 840 1645
72 2514 2,34 trimetilcarbazol 858 874 1710
73 2556 3,53 dibenzoquinolina 864 864 3366
74 2646 2,93 benzocarbazol 823 846 3648
75 2658 3,10 benzocarbazol 878 884 4536
76 2670 3,29 benzocarbazol 821 841 4253
77 2718 3,07 benzocarbazol 839 846 5217
78 2772 3,16 benzocarbazol 830 898 2916
79 2796 3,44 benzocarbazol 843 854 4482
80 2814 3,25 indenoquinolina 831 880 3798
81 2868 3,42 benzocarbazol 819 849 4056
82 3054 3,49 dibenzoquinolina 862 883 7802
83 3162 3,68 dibenzoquinolina 915 936 9797
84 3180 3,9 dibenzoquinolina 818 851 9230
85 3198 3,79 dibenzoquinolina 874 895 7796
86 3276 3,91 dibenzoquinolina 867 899 9704
87 3300 3,9 dibenzoquinolina 883 906 9666
88 3312 4,21 dibenzoquinolina 840 886 9611
89 3630 3,51 dimetilindenoquinolina 803 822 8223
90 4602 2,25 tribenzoquinolina 911 937 5976

* identidade confirmada através de inje¢ao de padrdes analiticos, nas mesmas condi¢des de andlise.

No presente estudo, 118 compostos nitrogenados foram identificados
tentativamente, os quais estdo incluidos nas classes de alquil-quinolinas de C; e Cg,
alquil-indeno-piridinas de Co e C4, alquil-benzoquinolinas de Cy a Cs, e alquil-
dibenzoquinolinas de Cy a Cs. No estudo realizado por Oliveira' para a mesma
amostra, empregando o mesmo método de fracionamento, porém com as analises
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dos extratos realizadas por 1D-GC/gMS, foram detectados picos contendo ions
caracteristicos de alquil-quinolinas C7 e Cg, alquil-benzoquinolinas C4, Cs € C7, além
de alquil-tetrahidrodibenzoquinolinas C, e C;. De acordo com a estruturacao
observada nos diagramas de cores obtidos neste trabalho, as regidées sugeridas no
cromatograma 1D para os picos desses compostos ndo seriam as regides provaveis

para a presenca dos mesmos, tomando-se por base as informagdes contidas na
referéncia citada'.

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 2115, at 4050 , 2,560 sec , sec (Spec # 381256)
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Figura 32. Espectros de massas experimental (A) e obtido da biblioteca NIST para
uma dietil-dibenzoquinolina (B).

Quando os mesmos ions caracteristicos das trés classes foram selecionados
no diagrama de cores, a presenca destas classes foi observada em outras regides
do espaco bidimensional, que nao aquelas originalmente apontadas pela anélise por
1D-GC'. Este fato sugere que a andlise feita por 1D-GC detectou outras classes de
compostos com 0s mesmos ions caracteristicos. Esses resultados indicam a
impossibilidade de separar e identificar esses compostos utilizando-se apenas
informacgdes de 1D-GC, para o fracionamento adotado.
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Tabela XX. Compostos nitrogenados tentativamente identificados na fracdo basica
de GOP com base na estruturacdo dos diagramas e nos espectros de massas

caracteristicos de benzoquinolinas e dibenzoquinolinas.

benzoquinolinas dibenzoquinolinas
N° 'ta (s) “ta N° 'ta (s) *tr (s)
(s)
Cc3 c1
1 2136 0,84 9 3198 2,83
2 2160 1,40 10 3342 3,51
C4 11 3390 3,33
3 2382 0,77 12 3408 3,50
4 2412 0,77 C2
5 2460 0,82 13 3492 2,73
C5 14 3522 2,89
6 2598 0,72 15 3588 3,40
7 2694 0,77 16 3636 2,99
8 2862 1,19 17 3642 3,33
18 3684 3,49
C3
19 3744 2,48
20 3870 3,22
21 3900 3,13
22 3966 3,22
C4
23 3848 2,28
24 4050 2,56
25 4104 2,89
26 4140 2,83
27 4230 3,17

4.1.2.2 Residuo da destilacao a pressao atmosférica — RAT

4.1.2.2.1 Fracao neutra

Para a fracdo neutra de RAT, o TID e a selecao das classes estruturadas no
espaco de separagdo estdo apresentados na Figura 33. De forma semelhante ao
observado para o GOP, varios compostos nao nitrogenados também estéo
presentes nessa fracdo. Na Figura 34 estdo apresentados os efeitos telhado nos
diagramas de ions selecionados para as classes quimicas dos alquil-inddis (A),
alquil-carbazéis (B) e alquil-benzocarbazéis (C). Foram detectados 14.124 picos com
S/N superior a 3, dos quais 89 compostos foram tentativamente identificados,
utilizando-se comparagdes com espectros de massas da biblioteca NIST, que
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resultaram em similaridade superior a 800. Os compostos identificados desta
maneira estao detalhados na Tabela XXI. Os compostos assinalados com a letra “a”
foram também tentativamente identificados na fracao neutra de GOP.

Masses: TIC

tempo de retencao na segunda dimensao (s)

240 2240 4240
tempo de retengdo na primeira dimenséo (s)

Masses: TIC

4

2

tempo de retenc@o na segunda dimenséo (s)

o i i
240 2240 4240
tempo de retencé@o na primeira dimensao (s)

Figura 33. (A) TID obtido para a fragdo neutra de RAT, (B) TID idéntico ao
mostrado em (A), mas com identificacdo das classes estruturadas no espacgo
bidimensional: alquil-inddis entre Cy e Cgs, alquil-carbazois entre Cy e Cq2, € alquil-

benzocarbazobis entre Cy e Cs.
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tempo de retencéo na primeira dimenséo (s)

Masses: 167+181+195+208+223+237+251 +295+279+293+307+321 +335

tempo de retengdo na segunda dimensao (s)

1104 2104 3104 4104
tempo de retencdo na primeira dimensao (s)

Masses: 217+231+245+259+273+287+301

543

4,43

’_'w:azr,u-siJ E-

Iy

3,43

bl |
,'.;!‘.Iw\'j:r;l |

tempo de retengdo na segunda dimenséo (s)
2,43

886 3386 3886 4386 4886
tempo de retencao na primeira dimenséo (s)

Figura 34. Diagramas de cores de ions selecionados obtidos para uma amostra
da fracdo neutra de RAT: A — alquil-indéis; B — alquil-carbazois, C — alquil-

benzocarbazois.

Carin von Miihlen 94



Tese de Doutorado

Tabela XXI. Compostos nitrogenados tentativamente identificados na fragdo neutra
do RAT.

N° 'tr(s) g (S) nome S R P
1 348 2,15 benzonitrila 944 953 5235
2 426 2,80 formilmorfolina 955 970 9840
3 462 3,01 acetilmorfolina 955 955 9761
4 924 5,24 trimetilindol 864 914 6991
5 1644 2,12 carbazol* 930 935 5007
6 1806 1,99 metilcarbazol a 909 932 3215
7 1908 2,24 metilcarbazol a 917 919 3501
8 1926 2,11 metilcarbazol a 923 924 3794
9 1962 2,56 metilcarbazol a 917 917 3806
10 1986 1,85 etilcarbazol a 907 945 6489
11 1986 1,87 etilcarbazol a 907 939 6815
12 1986 2,18 bifenil-dicarbonitrila 886 893 5866
13 2070 1,96 dimetilcarbazol a 942 950 2490
14 2082 2,01 dimetilcarbazol a 951 963 1988
15 2100 1,84 dimetilcarbazol a 956 956 1738
16 2106 1,88 dimetilcarbazol 954 961 2445
17 2124 2,25 dimetilcarbazol a 911 918 2417
18 2130 2,29 dimetilcarbazol 894 906 1974
19 2130 2,41 dimetilcarbazol 918 925 1878
20 2136 2,67 etilcarbazol a 850 903 7267
21 2154 2,22 etilcarbazol a 872 907 7205
22 2154 2,25 etilcarbazol 850 906 6491
23 2184 2,16 dimetilcarbazol a 918 918 2940
24 2190 2,19 dimetilcarbazol 950 950 1523
25 2190 2,22 dimetilcarbazol 925 925 1876
26 2190 2,28 dimetilcarbazol 917 921 3005
27 2196 2,08 dimetilcarbazol 940 940 2398
28 2202 2,50 dimetilcarbazol a 953 959 2249
29 2208 1,42 trimetilcarbazol 900 900 2007
30 2208 1,46 trimetilcarbazol 927 927 2386
31 2208 2,06 dimetilcarbazol a 947 953 3495
32 2232 2,40 dimetilcarbazol a 954 954 2724
33 2232 2,44 dimetilcarbazol a 956 956 2480
34 2244 1,15 etil-metoxipiridoindol 818 820 6927
35 2244 2,41 dimetilcarbazol 952 958 2694
36 2262 1,67 trimetilcarbazol a 952 952 2706
37 2262 1,81 trimetilcarbazol 952 952 2503
38 2286 2,26 trimetilcarbazol 881 887 5128
39 2292 1,99 dihidro-dimetilbenzocarbazol 829 831 2986
40 2292 2,05 trimetilcarbazol a 854 864 4791
41 2292 2,31 dimetilcarbazol a 925 925 2830
42 2292 2,35 dimetilcarbazol 946 949 2608
43 2322 1,80 fenil-metilpirrolo-pirazina 805 805 2323
44 2322 1,98 dihidro-dimetilbenzocarbazol a 892 892 8155
45 2334 2,83 dimetilcarbazol 924 924 3049
46 2340 1,91 trimetilcarbazol 938 938 2546
47 2346 1,95 trimetilcarbazol a 949 949 2524
48 2358 1,66 etil-metoxipiridoindol 810 810 7452
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49 2358 1,81 trimetilcarbazol a 955 955 2280
50 2358 1,91 trimetilcarbazol 946 951 2607
51 2364 2,24 trimetilcarbazol a 961 961 2394
52 2370 1,52 etil-metoxipiridoindol 831 831 7880
53 2370 2,16 trimetilcarbazol 935 935 2077
54 2406 2,13 trimetilcarbazol a 948 948 2192
55 2406 2,31 trimetilcarbazol 936 936 2211
56 2412 2,46 dihidro-dimetilbenzocarbazol 826 826 5988
57 2448 2,07 trimetilcarbazol a 869 869 4060
58 2460 2,22 trimetilcarbazol 898 898 2146
59 2460 2,28 trimetilcarbazol 932 937 1916
60 2472 2,06 trimetilcarbazol 874 874 2252
61 2472 2,38 dihidro-dimetilbenzocarbazol @ 836 836 6103
62 2478 2,16 trimetilcarbazol 942 947 2384
63 2484 2,14 trimetil-carbazol 857 857 2133
64 2490 2,42 trimetilcarbazol a 935 948 4054
65 2508 2,20 trimetilcarbazol 867 869 2006
66 2508 2,23 trimetilcarbazol 931 937 2148
67 2508 2,26 trimetilcarbazol 944 944 2150
68 2520 2,44 trimetilcarbazol 946 952 2578
69 2568 2,24 trimetilcarbazol 895 895 2272
70 2934 3,562 dimetilfenilindol a 803 803 5342
71 3036 3,67 dimetilfenilindol 808 808 6163
72 3312 3,43 difenilpiridina 830 922 6765
73 3480 3,76 difenilpiridina 833 925 5001
74 3606 3,37 dimetilindenoquinolina 854 859 8225
75 3612 3,45 dimetilindenoquinolina a 817 822 6544
76 3624 3,34 dimetilindenoquinolina 806 806 7298
77 3636 3,66 dimetilindenoquinolina 830 830 6355
78 3666 3,46 dimetilindenoquinolina a 820 820 4519
79 3756 3,69 dimetilindenoquinolina 813 813 4528
80 3768 3,72 dimetilindenoquinolina 818 818 6753
81 3768 3,75 dimetilindenoquinolina 820 820 6297
82 3786 3,86 dimetilindenoquinolina 805 805 6498
83 3798 3,21 di-p-tolilpiridina 840 840 7124
84 3858 3,28 di-p-tolilpiridina 882 882 8058
tetrahidro-dimetoxi- a
85 3900 3,32 acridanona 820 820 4492
86 3906 3,31 ditolilpiridina a 823 855 6226
87 3948 3,47 ditolilpiridina 811 811 5388
88 4044 3,79 ditolilpiridina 877 877 6659
89 4086 3,90 ditolilpiridina 852 852 7064

* identidade confirmada por inje¢cdo de padrdes analiticos, nas mesmas condigées de analise;

a) mesmos compostos tentativamente identificados no GOP.

Para essa amostra, ndo foi possivel identificar alquil-indéis, mesmo utilizando
0s ions selecionados, conforme assinalado na Figura 34 A. Os resultados
quantitativos apresentados anteriormente demonstram uma reducao em mais de 4
vezes na concentracdo de indol na amostra de RAT em relacao ao GOP (Tabelas
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XIl e XIll). A menor sensibilidade do detector TOFMS em relagdo ao NPD pode ter
resultado em concentracées de indol e alquil-derivados abaixo dos limites de
deteccdo para esse detector, impossibilitando a identificacdo dos mesmos nessa
amostra. Assim como para os compostos tentativamente identificados no GOP,
muitos dos componentes presentes no RAT nédo estéo listados nas bibliotecas de
espectros de massas. Os compostos nitrogenados que se apresentaram distribuidos
de forma regular no diagrama de ions selecionados, e cujos espectros de massas
sao caracteristicos da classe quimica em estudo, foram agrupados na Tabela XXII.
Para esta amostra, um menor numero de compostos foi agrupado através desta
sistematica (61 compostos) do que por comparacdo com a biblioteca de espectros
de massas (89 compostos).

Na fracdo neutra de RAT foram tentativamente identificados 152 compostos,
observando-se a estruturacdo do espaco de separacao obtida para alqui-carbazéis
entre Co e Cq2, e alquil-benzocarbazbis entre Cy e Cg além das comparacoes feitas
entre os espectros de massas obtidos experimentalmente e aqueles de bibliotecas
comerciais de espectros de massas . Oliveira ' empregou o método de extracdo B
para a mesma amostra, e verificou a presenca de alquil-carbazdis entre C, e Cg, €
alquil-benzocarbazdis entre Ci e Cg, por 1D-GC/gMS. Naquele trabalho, as regides
de tempos de retencdo concernentes aos ions selecionados destas classes
quimicas foram coerentes com as regides observadas por GCxGC, porém, verificou-
se a formacdo de co-eluigcdes caracteristicas de UCM, o que impossibilitou até

mesmo a identificagdo tentativa do numero de picos em uma determinada classe.
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Tabela XXII. Compostos nitrogenados tentativamente identificados na fracao neutra
de RAT com base na estruturacdo dos diagramas e nos espectros de massas
caracteristicos destas classes quimicas.

carbazois benzocarbazois
N° "tr (s) ’tr (S) N° 'tr (s) *tr (s)
c4 Co
1 2502 1,48 20 3216 4,00
2 2610 1,77 21 3378 4,93
3 2712 1,97 C1
4 2724 2,26 22 3306 3,47
5 2742 2,03 23 3384 3,74
6 2778 2,19 24 3480 3,74
c5 25 3516 4,08
7 2688 1,43 26 3594 4,61
8 2814 1,83 27 3636 4,47
9 2844 1,77 28 3690 4,73
10 2976 1,87 c2
Cc6 29 3552 3,24
11 2892 1,70 30 3606 3,42
12 2970 1,53 31 3624 3,36
13 3018 1,78 32 3636 3,70
14 3036 1,75 33 3636 3,46
15 3108 1,91 34 3660 3,91
16 3234 1,97 35 3678 3,78
17 3312 1,97 36 3726 3,96
c8 37 3756 3,73
18 3228 1,34 38 3768 3,80
19 3378 1,28 39 3786 3,91
c3
40 3792 3,25
41 3810 3,27
42 3876 3,39
43 3900 3,35
44 3954 3,46
45 3984 3,61
46 4008 3,63
47 4026 3,88
48 4050 3,77
49 4086 3,92
(o7}
50 3906 2,87
51 3948 2,99
52 4002 3,24
53 4098 3,34
54 4122 3,32
55 4170 3,32
56 4218 3,55
57 4242 3,53
58 4260 3,70
c5
59 4416 4,42
60 4452 4,81
cé6
61 4392 3,93
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4.1.2.2.2 Fracao basica

A Figura 35 ilustra os diagramas de cores obtidos para a fracdo basica de
RAT, e a estruturacao das classes quimicas observadas (B). A Figura 36 apresenta
os diagramas de cores de ions selecionados. Nesses diagramas, o0s ions
selecionados foram os picos-base das classes quimicas de interesse, tais como
alquil-quinolinas (A), alquil-benzoquinolinas (B), alquil-indeno-piridinas (C) e alquil-
dibenzoquinolinas (D). Na fracdo basica do RAT foram detectados 1048 picos com
S/N superior a 3, dos quais 65 picos foram tentativamente identificados como
compostos nitrogenados, tendo como critério, valores de similaridade entre
espectros de massas superiores a 800, e a estruturacdo observada nos diagramas
de cores. Estes compostos estdo listados na Tabela XXII. Os compostos
assinalados com a letra “a” foram também tentativamente identificados na fracao
basica do GOP.
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Masses: TIC

tempo de retencdo na segunda dimenséao (s)

240 2240 4240
tempo de reten¢éo na primeira dimenséo (s)

Masses: TIC

dibenzoquinolinas - CO

benzoquinolinas - C1

Bl benzoquinolings -
benzoquinolinas - CO q §

tempo de retencdo na segunda dimenséo (s)

& D
240 2240 4240
tempo de retenc¢éo na primeira dimenséo (s)

Figura 35. (A) Diagrama de cores obtido para a fracdo basica de RAT, (B)
Diagrama de cores apresentado em (A) com indicacdo das regides de compostos
nitrogenados: alquil-quinolinas entre Cy e Cs (vermelho), indeno-piridinas Cy e Cq
(verde), alquil-benzoquinolinas entre Gy e Cs (amarelo), e alquil-dibenzoquinolinas

entre Gy e Cs (azul).
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Masses: 143+157+171+185+198+213

5,35

4,35

3,35

tempo de retencdo na segunda dimenséo (s)

5

a4 1474
tempo de retencio na primeira dimens3o is)

3

“h76 776 1276
tempo de retengdo na primeira dimensao (s)

Masses: 179+193+207+221+235+249

benzoquinolinas - C1

benzoquinolinas -f2¢

2,39

benzoquinolinas - CO

ghzoquinolinas -C5

tempo de retengdo na segunda dimensao (s)
1,39

0,39

960 1960 2960 3960
tempo de retenc¢do na primeira dimenséo (s)

Masses: 229+243+257+271+285+299

5,03

dibenzoquinolinas - CO

dibenzoquinolinas - C1 dibenzoguinolinas - C4

4,03

tempo de retencdo na segunda dimenséo (s)
3,03

754 3754 4754
tempo de retencdo na primeira dimensao (s)

Figura 36. Diagramas de ions selecionados representando as classes
encontradas para a fracao basica de RAT, (A) alquil-quinolinas, (B) alquil-indeno-
piridinas e alquil-benzoquinolinas; (C) alquil-dibenzoquinolinas.
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Tabela XXIIl. Compostos nitrogenados tentativamente identificados na fracdo béasica
do RAT.

N°  "tr(s) 2tr(s) nome S R P
1 252 1,91 morfolina 954 970 9808
2 426 2,72 formilmorfolina 941 957 9835
3 462 2,97 acetilmorfolina 907 907 9606
4 516 3,14 quinolina* 932 933 3826
5 540 3,32 isoquinolina* 925 925 5320
6 576 3,45 metilquinolina 906 906 6132
7 630 3,91 metilquinolina 913 927 5338
8 642 3,97 metilquinolina 898 907 5171
9 666 4,20 metilquinolina 910 910 6152
10 714 4,15 dimetilquinolina 946 950 6769
11 744 4,41 dimetilquinolina 869 907 5552
12 924 4,92 trimetilquinolina 893 893 6218
13 942 4,96 trimetilquinolina 882 888 7019
14 1128 0,16 indenopiridina 805 847 4049
15 1152 0,38 indenopiridina 909 909 6727
16 1266 0,79 indenopiridina 861 875 7285
17 1452 0,90 metilindenopiridina 822 851 4826
18 1518 1,45 7,8-benzoquinolina* 959 964 7612
19 1548 1,49 benzoquinolina 949 954 6550
20 1554 1,91 fenantrolina 815 861 5934
21 1578 2,05 piridoindol 885 887 5721
22 1608 1,77 benzoquinolina 927 928 4338
23 1656 1,27 metilbenzoquinolina 870 873 6018
24 1680 1,92 5,6-benzoquinolina* 912 913 3454
25 1698 1,16 metilbenzoquinolina 882 889 5382
26 1704 1,95 benzoquinolina 918 922 5917
27 1770 1,60 metilbenzoquinolina a 841 844 4003
28 1800 1,70 metilbenzoquinolina 823 839 5108
29 1812 1,62 metilbenzoquinolina 862 868 6214
30 1860 1,65 metilbenzoquinolina 887 901 6691
31 1878 1,74 metilbenzoquinolina 856 870 6397
32 1926 1,21 dimetilboenzoquinolina 870 872 7174
33 1968 1,40 dimetilbenzoquinolina 870 870 5561
34 1992 2,31 metilbenzoquinolina 875 877 6256
35 2004 1,45 dimetilbenzoquinolina 884 885 6352
36 2022 1,56 dimetilbenzoquinolina 916 916 8328
37 2046 1,57 dimetilbenzoquinolina 899 900 8179
38 2052 2,12 fenil-isoquinolina 850 886 4139
39 2070 1,61 dimetilbenzoquinolina 837 850 6609
40 2256 1,60 trimetilcarbazol 816 854 2108
41 2256 2,75 indenoisoquinolina a 928 928 4151
42 2292 1,38 trimetilbenzoquinolina 876 876 7508
43 2310 3,02 acenaftopiridina 910 921 4836
44 2316 1,06 trimetilbenzoquinolina 803 804 6198
45 2334 2,93 indenoisoquinolina a 908 908 3216
46 2376 1,64 trimetilbenzoquinolina 855 858 5844
47 2388 1,75 trimetilbenzoquinolina 874 875 6095
48 2418 3,17 fenilisoquinolina 848 892 6397
49 2466 3,42 dibenzoisoquinolina a 920 920 6400
50 2532 2,12 trimetilbenzoquinolina 900 901 7914
51 2556 3,53 dibenzoisoquinolina a 894 911 5053
52 2604 3,01 benzocarbazol 804 810 3855
53 2640 2,95 benzocarbazol 831 884 5204
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54 2652 3,08 indenoquinolina 886 906 4053
55 2712 3,11 benzocarbazol 863 877 5161
56 2766 3,17 benzocarbazol 835 867 3294
57 3048 3,45 dibenzoquinolina a 918 942 8092
58 3156 3,69 dibenzoquinolina 915 939 9796
59 3162 3,62 dibenzoquinolina a 878 903 9539
60 3174 3,97 dibenzoquinolina 824 837 7614
61 3192 3,84 dibenzoquinolina a 833 862 5805
62 3210 4,01 dibenzoquinolina a 820 859 9411
63 3270 3,97 dibenzoquinolina 815 869 7898
64 3294 3,97 dibenzoquinolina a 859 904 9658
65 4596 2,22 tribenzoquinolina 856 929 5328

* identidade confirmada através da inje¢ao de padrdes, nas mesmas condi¢oes analiticas;
a - mesmos compostos tentativamente identificados no GOP.

A Tabela XXIV apresenta os compostos que foram agrupados segundo a
estruturacao observada para os ions selecionados no diagrama de cores, e também
de acordo com os espectros de massas caracteristicos das classes quimicas. Para
esta amostra, um menor numero de compostos foi classificado na fracdo basica,
entretanto, um maior nimero de compostos tipicos da fracao neutra foram também
identificados na fracao basica. Nos estudos realizados por Oliveira ' para uma fragdo
da mesma amostra, porém utilizando o método de fracionamento B, e analise de
cromatogramas de ions selecionados obtidos por 1D-GC/gMS, nao foi possivel
detectar nenhum composto nitrogenado nessa fragdo. Isso indica o grande aumento
de informacao analitica obtida quando GCxGC/TOFMS é empregado, uma vez que
foram tentativamente identificados 89 compostos por esse método, e as classes de
alquil-quinolinas entre Cy a Cgs, indeno-piridinas Cy e G4, alquil-benzoquinolinas entre
Co e Cs, e alquil-dibenzoquinolinas entre Cy e Cstambém foram identificadas, apesar
do método de extracdo empregado ter sido diferente do apresentado por Oliveira’,
para esta amostra.
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Tabela XXIV. Compostos nitrogenados tentativamente identificados na fracédo
basica do RAT, com base na estruturacdo dos diagramas e nos espectros de

massas caracteristicos destas classes quimicas.

benzoquinolinas dibenzoquinolinas
N° "tr (s) ’tr (S) N° "tr (s) ’tr (s)
c3 Ct
1 2250 1,35 15 3186 2,98
2 2292 1,38 16 3294 3,41
3 2286 1,77 17 3342 3,49
4 2316 1,64 18 3366 3,30
5 2676 1,64 c2
6 2388 1,75 19 3636 3,34
7 2532 2,12 20 3666 3,44
c4 c3
8 2562 1,42 21 3876 3,05
9 2628 1,82 22 3882 3,14
10 2664 1,53 23 3942 3,14
11 2670 1,97 ca
12 2838 2,12 24 4050 2,80
13 2892 2,20
C5
14 2808 1,37

4.1.3 Resumo dos resultados obtidos para amostras petroquimicas

O método desenvolvido para a analise quantitativados compostos nitrogenados
presentes em RAT e GOP utilizando GCxGC-NPD permitiu obter as informacdes
analiticas apresentadas na Tabela XXV. Por esta tabela, & possivel observar o
detalhamento da informacgédo analitica que pode ser obtida por GCxGC-NPD, além
da quantificacdo por nimero de carbonos de cada classe quimica, apresentada no
item 1.1.1.5.1. Por GCxGC/TOFMS foi possivel classificar e identificar
tentativamente um grande numero de compostos de acordo com suas classes

quimicas, conforme apresentado na Tabela XXVI.
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Tabela XXV. Resumo dos resultados obtidos com a analise quantitativade
compostos nitrogenados presentes nas amostras de GOP e RAT.

GOP RAT
concentracéo de compostos nitrogenados (mg g™) 2,35 0,745
% fracao neutra 96 94
% fracao basica 4 6
% alquil-carbazéis 62 63
% alquil-benzocarbazéis 34 30
dos alquil-carbazéis 53% Ce, 65% Cs
% alquil-quinolinas na fragdo béasica 35 62
% alquil-benzoquinolinas na fragdo bésica 26 31
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Tabela XXVI. Nomero de compostos tentativamente identificados nas principais
classes nitrogenadas nas amostras de GOP e RAT.

Compostos GOP RAT
faixa * *%k * *%k
alquil-inddis Co 1 - - -
C; 3 - - -
Co 4 - - -
Cs 3 - - -
Total alquil-inddis 11 - - -
alquil-carbazéis Co 1 - 1 -
C; 4 - 4
C. 15 - 25 -
Cs 11 - 26 -
Cy - 12 - 6
Cs 1 6 - 4
Ce - 14 - 7
C, - 3 - -
Cs - 3 - 2
Total alquil-carbazéis 32 38 56 19
alquil-benzocarbazéis Co 2 - - 2
C; - 8 - 7
C. - 14 - 11
Cs - 9 - 10
C, - 12 - 9
Cs - 1 2
Ce - - - 1
Total alquil-benzocarbazois 2 44 - 42
alquil-quinolinas Co - - 2 -
C; - - 4 -
Co 1 - 2 -
Cs 2 2 2 -
Cy - 3 - -
Cs - 3 - -
Total alquil-quinolinas 3 8 10 -
alquil-indeno-piridinas Co 1 - 3 -
C; 2 - 1 -
Total alquil-indeno-piridinas 3 - 4 -
Alquil-indeno-quinolinas Co 4 - 2 -
C. 1 - - -
Total alquil-indeno-quinolinas 5 - 2 -
alquil-benzoquinolinas Co 5 - 5 -
oF 12 - 8 -
Co 5 - 6 -
Cs 2 2 5 7
Cy - 3 - 6
Cs - 3 - 1
Total alquil-benzoquinolinas 24 8 24 14
alquil-dibenzoquinolinas Co 10 - 10 -
C; - 4 - 4
Cx - 6 - 2
Cs - 4 - 3
Cy - 5 - 1
Total alquil-dibenzoquinolinas 10 19 10 10
tribenzoquinolinas Co 1 - 1 -

* compostos tentativamente identificados pela comparacdo com espectros de massas
presentes na biblioteca NIST.

** compostos tentativamente identificados com base na estruturacdo do espaco de separagéo e
espectros de massas caracteristicos das classes quimicas, porém ausentes na biblioteca NIST.
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Comparando-se as Tabelas XXV e XXVI, verificou-se que o maior percentual
de alquil-quinolinas na fragdo basica do RAT se refletiu em um maior numero de
compostos tentativamente identificados nessa fracdo, por comparagdo com a
biblioteca NIST. Os alquil-ind6is foram tentativamente identificados apenas no GOP.
Os resultados quantitativos apresentados no item 1.1.1.5.1 indicam que a
concentragdo de indol na amostra de GOP foi mais de 4 vezes superior a
concentragdo desse composto na amostra de RAT. Os alquil-indéis podem seguir
essa tendéncia, o que justificaria a ndo deteccdo desses compostos na amostra de
RAT por GCxGC/TOFMS. Entretanto, a pequena diferenca percentual entre as
massas das demais classes quimicas nessas amostras, ndo se refletiu em
diferengas significativas em termos de numero de compostos tentativamente
identificados em cada classe. As classes de compostos alquil-indeno-quinolinas,
alquil-indeno-piridinas e alquil-dibenzoquinolinas ndo foram classificadas pelo
método que usou o NPD, porém foram identificadas tentativamente por
GCxGC/TOFMS.
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4.2 OLEOS VOLATEIS

4.2.1 Caracterizacao inicial dos 6leos volateis

A massa (m) de folhas frescas, os volumes (V) de dleo volatil obtidos em cada
hidrodestilagcdo, bem como o rendimento (1) em relacdo a massa de folhas expresso
em mililitros de 6leo por quilograma de substrato (V/m), utilizando para esse calculo
a massa de folhas frescas e de folhas secas, estao apresentados na Tabela XXVII.

Tabela XXVII. Massa de folhas frescas (m), volume de 6leo volatil obtido para cada
hidrodestilagdo (V) e rendimento (n) em mL de 6leo por kg de folhas frescas (ns) ou

folhas secas (ns).

E. dunnii P. guajava
\ s Ns v ull MNs
HD m (g) m (g)
(mL) (mLkg") (mLkg") (mL) (mLkg") (mLkg")
1 300,1 3,2 10,7 23,5 250,0 0,3 1,2 3,3
2 300,4 3,0 10,6 22,0 250,1 0,3 1,3 3,5
3 300,3 3,1 10,3 22,8 250,4 0,3 1,3 3,5

A programacgao linear de temperatura utilizada nos dois equipamentos

(GC/gMS e GC-FID) (Tabela VII) para o sistema monodimensional esta em acordo

193,206

com a rampa de aquecimento empregada por Adams , para posterior

comparacao de indices de retencgéao.
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4.2.2 Eucalyptus dunnii

4.2.2.1 Identificacao tentativa de compostos do 6leo volatil de E. dunnii por
1D-GC

Nao foram encontrados na literatura dados de indices de retencédo obtidos
para o Oleo volatil de E. dunnii que empregasse alguma fase estacionaria de
caracteristicas semelhantes a utilizada no presente trabalho. Por esse motivo, os
resultados obtidos foram comparados aos da literatura para outros tipos de 6leos

VOléteiS1 93,211,229,230

, OU a padrdes analiticos.

Os cromatogramas obtidos por GC-FID para as solucdes hexanicas dos 6leos
hidrodestilados estdo apresentados nas Figuras 37 a 39. A identificacao tentativa
dos picos dos cromatogramas do 6leo volatil de E. dunnii esta apresentada na
Tabela XXVIII, juntamente com os tempos de retencdo dos compostos (tg) no GC-
FID, o percentual de semelhanga com os espectros de massas da biblioteca Wiley
229, os LTPRI obtidos e os indices encontrados na literatura para estes compostos.

Nos casos em que néo foi possivel chegar-se a uma identificacao tentativa do
composto, este foi considerado “ndo identificado” (ni) ou o grupo quimico ao qual
pertence foi listado na Tabela XXVIII. Alguns dos compostos presentes no 6leo
volatil de E. dunnii foram anteriormente identificados por co-injecdo com padrdes?®,

0s quais estdo marcados com asterisco (*) na Tabela XXVIII.

2 34
11412
N

15 /

70

sinal (mV)
=

13 30 58

4041 - 82
0 a78|nsi 18 | p00 61 \L i B4 85 86
20 . 40 60
tempo (min)

Figura 37. Cromatograma resultante da analise por GC-FID para a separacao do
6leo volatil de E. dunnii obtido por hidrodestilacdo. As condigdes cromatograficas
constam da Tabela VII, e a identificacdo tentativa dos compostos esta apresentada
na Tabela XXVIII.
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Figura 38. Primeira parte do cromatograma apresentado na Figura 37, expandida.
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Figura 39. Segunda parte do cromatograma apresentado na Figura 37,
expandida.

Os picos majoritarios no perfil cromatografico obtido para a E. dunnii

confirmam as informagdes da literatura®®>2'22: eucaliptol, seguido de a-pineno, a-

terpinelol e globulol.
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Tabela XXVIII. Identificacao tentativa dos compostos presentes no 6leo volatil de E.
dunnii obtido por hidrodestilacdo. * Compostos co-injetados com padrées®; tg —

tempo de retencao no GC-FID.

N2 Composto tr % LTPRI LTPRI'® LTPRI?*"" LTPRI*® LTPRI*®
miny Semelhanca

1 ni 6,40 - 917 - - - -
2 oa-pineno* 6,84 98 932 939 939 939 941
3 ni 7,22 - 944 - - - -
4 canfeno 7,27 90 946 954 - 951 955
5 monoterpeno 7,42 - 950 - - - -
6 [S-pineno* 8,16 96 974 979 980 976 979
7 f-mirceno* 8,53 92 986 991 991 991 -
8 «felandreno* 9,06 86 1003 1003 1005 1003 1000
9 monoterpeno 9,51 - 1014 - - - -
10 p-cimeno* 9,79 95 1021 1025 1026 1022 1919
11 limoneno* 10,03 96 1027 1029 - 1029 1022
12 1,8-cineol* 10,17 96 1030 1031 1033 1030 1025
13 (2)- p-ocimeno* 10,24 87 1032 1037 - 1041 1029
14 (E)- p-ocimeno* 10,65 - 1042 1050 - 1051 -
15 yterpineno® 11,11 86 1054 1060 1062 1060 1053
16 monoterpeno oxigenado 11,63 - 1067 - - - -
17 monoterpeno 12,28 - 1083 - - - -
18 terpinoleno* 12,33 - 1085 1089 1088 1089 -
19 ni 12,76 - 1096 - - - -
20 sesquiterpeno 12,96 - 1101 - - - -
21 endo fenchol 13,38 80 1110 1117 1112 - -
22 ni 13,64 - 1116 - - - -
23 a-canfolenal 13,89 86 1121 1126 1125 - -
24 ni 14,26 - 1130 - - - -
25 (2)-pinocarveol 14,50 86 1135 1139 1139 - -
26 ni 14,71 - 1140 - - - -
27 ni 14,91 - 1144 - - - -
28 ni 15,19 - 1151 - - - -
29 pinocarvona 15,51 90 1158 1165 - - -
30 4-terpineol” 15,68 80 1162 1163 1177 - -
31 monoterpeno oxigenado 16,19 - 1173 - - - -
32 ni 16,54 - 1181 - - - -
33 ni 16,63 - 1183 - - - -
34 orterpineol* 16,84 92 1188 1189 1189 1190 -
35 ni 17,05 - 1192 - - - -
36 ni 17,21 - 1196 - - - -
37 ni 17,26 - 1197 - - - -
38 ni 17,57 - 1204 - - - -
39 ni 17,81 - 1209 - - - -
40 monoterpeno oxigenado 18,01 - - - - - -
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

(E)-carveol

ni

ni

ni

ni

ni

ni

ni

terpeno

ni

ni

ni

ni

(E)-cariofileno

hidrocarboneto sesquiterpénico
ni

calareno*

aromadendreno*
sesquiterpeno oxigenado

ni

alo-aromadendreno*
hidrocarboneto sesquiterpénico
hidrocarboneto sesquiterpénico
hidrocarboneto sesquiterpénico
ni

ni

sesquiterpeno oxigenado
hidrocarboneto sesquiterpénico
espatulenol”

globulol*

sesquiterpeno
(5-epi-7-epi-a)-B-eudesmol

ni

sesquiterpeno oxigenado
hidrocarboneto sesquiterpénico
ni

hidrocarboneto sesquiterpénico
ni

hidrocarboneto sesquiterpénico
ni

ni

ni

ni

ni

ni

ni

18,40 84
18,52 -

18,84 -

18,98 -

19,13 -

19,31 -

19,59 -

20,31 -

21,13 -

21,73 -

23,61 -

25,91 -

26,09 -

26,78 80
27,20

27,56 -

27,76 80
28,06 94
28,23 -

28,68 -

29,00 88
29,57 83
30,08 -

30,45 -

31,22 -

31,47 -

33,13 -

33,44 -

33,85 -

34,17 -

34,47 -

34,85 81
34,92 -

35,37 -

35,68 -

35,86 -

36,40 -

36,78 -

36,91 -

37,10 -

37,21 -

39,96 -

40,28 -

47,79 -

50,82 -

56,18 -

1222
1225
1232
1235
1238
1242
1249
1264
1282
1295
1338
1389
1393
1409
1419
1427
1432
1439
1442
1453
1460
1474
1486
1494
1513
1518
1559
1566
1576
1584
1591
1601
1603
1614
1622
1626
1640
1650
1653
1658
1661
1732
1741
1952
2043
2212
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4.2.2.2 Otimizacao da separacao dos componentes do 6leo volatil de E. dunnii
por GCxGC

Para a caracterizagdo do 6leo essencial de E. dunnii por GCxGC, inicialmente
foi utilizado o sistema GCxGC-FID, buscando-se a condi¢cdo cromatogréafica e o
conjunto de colunas mais adequado. A separacao cromatografica foi otimizada para
um conjunto convencional de colunas (conjunto 1, Tabela V), testando-se varias
rampas de temperatura. Entretanto, para essa combinacao nao foi possivel eliminar
picos fora de ciclo, nas diversas programacoes de temperatura testadas. Os picos
fora de ciclo sdo considerados indesejaveis por resultarem em alargamento da
banda cromatografica, e pela possibilidade de sobreposicdo dos mesmos com picos
eluidos no ciclo de modulagdo subsequiiente. A primeira estratégia adotada para
eliminar esse efeito foi a utilizacao de periodos de modulacdo mais longos do que 5s
(6; 7,5 e 9 s), permitindo-se que os picos modulados tivessem tempo apropriado
para a eluicdo completa dentro do seu proprio ciclo. Entretanto, o resultado atingido
foi a critica diminuicdo da razdo de modulagdo (Mg, modulation ratio) 2'. A razdo de
modulacao é definida pela razao entre a largura da base do pico primario e o Py. O
periodo de modulacdo é normalmente inferior a largura do pico primario, e
geralmente proximo a largura do pico a meia altura, o que leva a uma Mgr de
aproximadamente quatro. Quanto menor a razdo de modulagdo, maior sera o risco
de perda de resolugcéo da primeira dimensao, o que pode resultar em picos vizinhos
sendo coletados no mesmo evento de modulag&o. Por esta razdo, ndo é desejavel
que Mg seja inferior a trés ou quatro.

A segunda estratégia adotada foi a utilizagcdo de uma coluna mais curta na
segunda dimensao, visando diminuir o tempo de eluicdo dos compostos. Neste
intuito, foi testado o conjunto de colunas 2 (Tabela V), com uma coluna na segunda
dimensdo de apenas 1 m, em comparacdo a 1,5 m do conjunto de colunas
anteriormente utilizado. Além desta combinacao, foi também utilizado um conjunto
de colunas de geometria inversa, ou seja, uma coluna polar na primeira dimensao e
uma coluna apolar na segunda dimensao (conjunto 4, Tabela V). A Figura 40 ilustra
as melhores separacdes atingidas nas condi¢des testadas com os trés conjuntos de
colunas, e apresenta também um cromatograma monodimensional obtido com o
desligamento do modulador, com o conjunto de colunas 1. Esse cromatograma 1D
nao foi usado para os calculos de LTPRI, onde apenas uma coluna foi utilizada.
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Figura 40. Cromatograma 1D (A) e diagramas de cores obtidos para o éleo volatil
de E. dunnii utilizando-se os conjuntos de colunas 1 (B), 2 (C), e 4(D), apresentados
na Tabela V.
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Comparando-se os diagramas B e C, pode-se observar a diminuicdo de picos fora
de ciclo em torno de 45 min da primeira dimensdo, e abaixo de 1s na segunda
dimensdo, quando a coluna 2D mais curta foi empregada (C). Entretanto, a
diminuicdo do comprimento da coluna também comprometeu a resolugéo obtida na
segunda dimensao, especialmente para as regides dos sesquiterpenos e
sesquiterpenos oxigenados, que apresentaram 'ty acima de 25 minutos. Os picos
fora de ciclo presentes tanto nas regides de monoterpenos ('ts< 30 min), quanto na
regido dos sesquiterpenos oxigenados, aparentemente nao ficaram sobrepostos aos
picos do ciclo em questao. Além disso, ocorrendo sobreposicdo de picos fora de
ciclo com outros picos, essa sobreposicao ocorreria entre compostos oxigenados e
outros compostos que apresentam espectros de massas significativamente
diferentes, facilitando assim a deconvolugdo espectral. Por outro lado, a
sobreposicao da regido dos sesquiterpenos oxigenados obtida com o conjunto 2
(coluna mais curta na segunda dimensdo), ndao poderia ser resolvida por
deconvolucéao espectral, devido a grande semelhancga entre os espectros de massas
dessa classe. Neste caso, a impossibilidade de eliminar a pequena incidéncia de
picos fora de ciclo ndo se configura como problema, pois este efeito mostra uma
interessante utilizacdo do espaco de separagdo nado utilizado pelos picos do ciclo,
além de nao perturbar a separacao cromatografica. Por essas razdes, o conjunto de
colunas 1 foi escolhido para os estudos seguintes.

Comparando-se os diagramas de cores obtidos usando-se o conjunto
convencional (conjunto 1), ou o conjunto de colunas com geometria inversa
(conjunto 4) na Figura 40, observa-se maior resolugdo dos picos provenientes do
uso do conjunto convencional (B) do que do inverso (D). Além disso, 0 conjunto
inverso também apresentou picos fora de ciclo (Figura 40 D). Compostos polares
devem apresentar uma faixa de retencdo mais ampla em uma coluna 2D polar, de
forma que os terpenos oxigenados apresentam-se melhor distribuidos no diagrama.
Entretanto, quando uma coluna apolar é usada na ?D, esses compostos ficardo mais
comprimidos no tempo, resultando em menor resolugdo. Mesmo se a temperatura de
eluicdo da 'D tenha sido muito préxima para os dois conjuntos de colunas (mesma
velocidade linear da fase mével), a combinagédo dos efeitos de separacao por ponto
de ebulicdo e pela interacdo dos compostos polares com a primeira dimenséo
SolGel-Wax, resultou em maior co-eluicdo dos picos, diminuindo a resolugdo da

primeira dimensao.
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A resolucdo na segunda dimensao também foi comprometida por efeitos de
cauda na coluna ®D, o que aumentou a co-eluicdo dos picos nessa dimensao. Para
exemplificar esses efeitos, trés picos foram selecionados visando comparar suas
largura da base: (12) mirceno, (79) aromadendreno e (95) ledol (compostos
tentativamente identificados na Tabela XXIX). Esses trés compostos apresentaram
larguras médias de base dos picos modulados de 162, 68 e 70 ms, respectivamente,
quando o conjunto de colunas 1 foi utilizado. Os mesmos picos apresentaram
largura média da base dos picos modulados de 205, 480 e 265 ms, respectivamente,
quando o conjunto de colunas inverso foi utilizado (conjunto 4). Mondello e

colaboradores '

empregaram um conjunto inverso de colunas para amostras de
6leo volatil de limao, entretanto, ndo foram apresentados resultados comparativos ao
conjunto convencional. Isso indica que a escolha de um conjunto de colunas
preferencial para andlise de dleos volateis de diferentes origens ainda ndo é uma
regra geral.

Comparando-se as separagdes cromatograficas obtidas por 1D-GC-FID e
GCxGC-FID, foram detectados 86 picos por 1D-GC (A), e 178 por GCxGC-FID (B),
utilizando-se o mesmo tipo de coluna 1D ou na primeira dimens&o. Além disso, as
razdes S/N obtidas por GCxGC-FID foram cerca de trés vezes superiores as obtidas
por 1D-GC. Esta melhora na resolucao e na sensibilidade, caracteristica de GCxGC,
foi fundamental para aumentar o nimero de compostos identificados nas amostras
estudadas. Os tempos de retencdo dos compostos analisados por GCxGC-FID e
GCxGC/gMS nao foram os mesmos, devido ao emprego de fases méveis diferentes
(Hz2 no sistema GCxGC-FID, e He no sistema GCxGC/gMS), e a diferenca de
pressdo na saida da coluna 2D, pois enquanto um sistema opera a pressdo
atmosférica, o outro estd sob vacuo. Nenhuma modificacédo foi realizada buscando-
se a equivaléncia dos tempos de retencdo, mas a posicao relativa dos picos pode
ser mapeada pelo perfil dos diagramas obtidos.

4.2.2.3 Identificacao tentativa dos compostos do 6leo volatil de E. dunnii por
GCxGC

A identificacdo tentativa dos compostos no dleo volatil de E. dunnii foi
realizada pela combinacdo de indices de retencdo, informacado espectral e co-
injecdo de padrdes, os quais serao discutidos nos itens seguintes.
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4.2.2.3.1 indices de retencdo

A separacao 1D em experimentos que utilizam colunas convencionais do tipo
5% fenil em metil silicone, e na maioria dos experimentos GCxGC que usam fases
estacionarias de baixa polaridade na 'D, ocorre primeiramente devido a efeitos
dispersivos de componentes da amostra na fase, uma vez que esse tipo de fase
apresenta majoritariamente interagdes do tipo dipolares fracas. Compostos que co-
eluem neste tipo de coluna, apresentam pontos de ebulicido semelhantes. A rapida
analise em uma coluna 2D polar ocorre essencialmente sob condi¢des isotérmicas,
de forma que a separacao ocorrera quase exclusivamente devido a diferencas de
polaridade dos solutos. Sob tais circunstancias, existirdo dois parametros de tempo
de retencdo independentes para guiar a identificacdo dos compostos. Essa
informacao € muito util para a confirmacao de identidade dos compostos, e pode ser
utilizada para a obtencao de indices de retencao para fins de comparagao. Alguma
atencao tem sido direcionada na literatura a obtencdo de indices de retencdo para
as duas dimensdes sob condicdes de GCxGC '49:199:160.232

Para correlacionar retengdes na primeira e na segunda dimensdes, algumas
estratégias tém sido adotadas, tais como os mapas de correlacao de retencao, ou 0
célculo dos indices de retencao pela geracao de curvas de compostos de referéncia.

Bieri e Marriott 232

utilizaram duas colunas em paralelo na segunda dimensao, para a
obtencdo de indices de retencdo simultaneos em trés fases estacionarias distintas,
utilizando também mapas de correlacdo de retengcdo com séries homoélogas de
compostos polares e apolares. Estas estratégias ainda estdo em fase inicial de
estudo, e ndo se dispde de bibliotecas de indices para comparacdo com os indices
obtidos experimentalmente. Por esta razdo, no presente trabalho foram utilizados
LTPRI convencionais, calculados através da férmula de van den Dool e Kratz 2°®
para os dados obtidos por GC-FID, GCxGC-FID e GCxGC/TOFMS, para as duas
geometrias de colunas, convencional (conjunto 1) e inversa (conjunto 4). Para os
dados obtidos por GCxGC/TOFMS, apenas o conjunto de colunas convencional foi
utilizado. O calculo dos indices de retencéo para GCxGC-FID foi realizado com base
no tempo de retencéo total dos compostos, e ndo no 'tr.

A Tabela XXIX apresenta os compostos tentativamente identificados por 1D-

GC e GCxGC e os indices de retencéo calculados nos dois sistemas. As diferencas
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entre LTPRI obtidos por GCxGC e 1D-GC podem ser provenientes de varios fatores
associados, tais como a velocidade linear reduzida no final da coluna 'D, resultante
do menor diametro interno da coluna 2D, e a seletividade da coluna 2D. A Figura 41
apresenta um grafico que relaciona LTPRI de referéncia'®® (1D-GC) com LTPRI
experimentalmente obtidos por 1D-GC-FID e GCxGC-FID (conjunto de colunas 1,
Tabela V). Apesar da diferenca entre os indices obtidos por 1D-GC e GCxGC, é
possivel observar a correlacdo entre os valores experimentais e os valores de
referéncia para as duas técnicas. Nesse caso, o efeito seletivo causado pela fase da
coluna usada na segunda dimensdo ndo apresentou uma contribuigdo significativa
para os LTPRI experimentalmente obtidos para a primeira dimensao, mas agrega
informacdes quanto a polaridade dos compostos nessa coluna. A equacao da reta
obtida para os dados GCxGC, desconsiderando-se os dois pontos que se encontram
claramente fora da distribuig&o linear do conjunto de pontos foi:

LTPRI experimental = 1,002 LTPRI Adams + 11,761

Por essa equacdo podemos concluir que os indices de retencado obtidos
experimentalmente para GCxGC apresentam uma relagédo linear com os indices
registrados na literatura'® para 1D-GC, com coeficiente de determinacdo (r*) de
0,998. Além dessa informagéo ser relevante para a comparacao entre indices da
Literatura, também incorpora informac¢des com relagéo a interagdo dos compostos
com a coluna de segunda dimensdo. Os compostos menos retidos na segunda
dimensao possuem indices de retencdo mais préximos aos encontrados na
literatura, ao passo que, compostos mais retidos, apresentam maior discrepancia
entre os valores encontrados na literatura e os experimentais.
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Tabela XXIX. Identificacao tentativa dos compostos presentes no 6leo volatil de E. dunnii, utilizando-se 1D-GC e GCxGC.

GCxGC
Ref.'%® 1D-GC convencional GCxGC inverso GCxGC/TOFMS
N° composto LTPRI | LTPRI S R LTPRI S R LTPRI S R 1tR ztn LTPRI S R
1 pentanol 771 787 896 901 350 2,63 764 907 954
2 2-(2)-pentenol 774 390 4,10 787 984 989
3 2-(E)-hexenal 855 430 2,03 809 866 912
4 hexanal 802 435 1,69 812 945 993
5 Isovalerato de etila 858 872 913 913 1054 894 894 510 1,56 855 990 993
6 2-(E)-hexenal 855 525 2,45 864 996 997
7 3-(2)-hexenol* 859 525 4,45 865 988 994
8 a-pineno* 939 932 986 987 941 960 960 1016 950 950 685 1,38 941 960 979
9 canfeno* 954 959 898 900 1055 904 911 725 1,41 958 954 960
10 2,4(10)- tujadieno 960 964 900 900 1109 889 891 740 1,62 964 979 983
11 B-pineno* 979 974 981 981 989 893 893 1095 908 908 800 1,49 989 985 985
12 B-mirceno* 991 986 925 931 993 878 878 1142 888 888 810 1,68 994 982 984
13 6xido de (E)-dehidroxi linalol 993 998 894 894 820 1,86 998 923 984
14 1,8-dehidrocineol 991 1002 815 820 825 1,78 1000 910 914
15 3-(2)- acetato de hexenila 1005 1014 807 820 855 2,39 1012 481 947
16 6xido de (Z)-dehidroxi linalol 1008 1014 840 844 860 1,96 1014 880 981
17 1,3,8-p-mentatrieno 1110 1016 905 905 1224 872 872 865 1,84 1015 945 945
18 a-felandreno* 1003 | 1003 983 985 1016 918 918 1147 873 873 870 1,66 1017 964 969
19 p-cimeno 1025 | 1021 948 969 1039 911 911 1245 897 897 920 2,15 1036 976 979
20 limoneno* 1029 | 1027 918 964 1045 898 904 930 1,81 1040 955 964
21 (Z)-B-ocimeno 1037 | 1032 956 956 1049 843 852 935 1,85 1042 969 972
22 1,8-cineol* 1031 1030 974 977 1047 920 921 1192 918 919 940 1,91 1045 974 979
23 (E)-B-ocimeno* 1050 | 1042 940 940 1049 843 852 960 1,91 1051 948 960
24 y-terpineno* 1060 | 1054 946 946 1068 875 875 1221 858 858 1005 1,82 1068 910 16
25 terpinoleno 1089 1095 880 880 1258 855 855 1080 1,91 1096 945 969
26 6xido de (2)-linalol 1087 1086 924 924 1040 2,85 1082 958 958
27  a-canfolenal 1126 1100 2,63 1104 912 934
28 m-cimeneno 1085 1099 811 811 1105 2,72 1106 922 926
29 linalol 1097 1109 909 909 1115 3,54 1110 924 976
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30

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

2-metilbutanoato de isopentila
6xido de a-pineno
6-canfenol
1,3,8-p-mentatrieno
endo-fenchol
(E)-p-menta-2,8-dienol-1
a-canfolenal
(Z)-p-menta-2,8-dienol-1
ipsdienol
(E)-pinocarveol

Oxido de nerol

nopinona

(Z)-B-terpineol

hidrato de canfeno
(E)-pinocanfona
pinocarvona

o-terpineol
p-menta-1,5-dienol-8
borneol

(Z)-pinocanfona
4-terpineol

criptona
(E)-p-menta-1,[7],8-dien-2-ol
p-cimen-8-ol
a-terpineol*

mirtenol
(E)-dihidrocarvona
mirtenal*

(Z)-sabinol

acetato de endo-fenchila
verbenona*

(E)-carveol

formato de isobornila
neral

(Z)-carveol

1100

1099
1114
1110
1117
1123
1126
1138
1145
1139
1158
1140
1144
1150
1163
1165
1166
1170
1169
1175
1177
1186
1189
1183
1189
1196
1201
1196
1143
1220
1205
1217
1239
1238
1229

1096

1121

1135

1158
1162

1173

1188

1222

852

860

890

948
892

974

985

946

852

860

890

958
901

974

985

949

1110

1115
1121
1127
1137
1138
1144
1154
1155
1161
1162
1162

1177
1180
1184
1188
1190
1194
1197
1199
1207
1208
1210
1214
1219

1220

1221
1240
1241
1249
1250

854

882
847
858
894
889
900
846
816
918
900
872

842
864
879
851
861
916
830
899
809
905
880
937
844

856

834
884
827
844
882

854

882
847
858
894
889
900
846
819
918
902
873

849
866
880
857
869
916
830
899
809
905
880
937
845

857

834
884
835
844
882

1541
1587
1451

1521

1560

1743

1752

1780

893
830
883

884

880

918

839

875

893
830
883

884

880

918

839

875

1120

1135
1150
1165
1190
1190
1210
1235
1235
1255
1260
1260
1270
1300
1315
1320
1330
1280
1320
1315
1360
1395
1385
1385
1400
1410
1415
1415
1430
1445
1450
1470
1490
1510
1510

1,88
2,29
2,29
2,28
3,68
4,21
2,81
4,51
4,63
4,30
2,56
3,48
3,80
3,39
2,75
3,14
4,01
4,13
4,04
2,75
3,18
3,76
0,58
1,66
3,93
0,32
3,13
3,31
0,36
2,18
3,92
0,54
2,72
3,34
0,72

1111

1117
1122
1128
1137
1137
1144
1154
1154
1161
1162
1163
1166
1177
1182
1184
1188
1170
1185
1182
1199
1212
1207
1208
1214
1216
1219
1219
1224
1230
1232
1239
1247
1254
1253

929
953

762
719
980
973
973
960
858
994
941
894
797
967
914
995
904
888
945
858
976
692
985
929
993
980
782
987
960
792
906
974
762
959
890

Carin von Mihlen

120

929
964

956
924
980
977
974
968
918
994
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951
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984
995
930
908
945
961
976
909
985
931
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948
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955
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974
939
973
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65 (Z2)-p-menta-1,[7],8-dien-2-ol 1231 1251 922 922 | 1828 942 942 1500 1,30 1250 990
66 carvona 1243 1267 896 896 | 1677 875 875 1545 3,76 1268 963
67  carvotanacetona 1247 1272 887 887 | 1629 903 903 1555 3,24 1271 981
68 geranial 1267 | 1264 956 956 | 1286 894 895 | 1680 803 803 1590 3,51 1284 973
69 (E)- acetato de 6xido de linalila 1289 1289 823 824 1605 2,67 1289 891
70  acetato de bornila 1289 1298 802 802 1630 2,42 1299 732
71 (Z)- acetato de pinocarvila 1312 1310 850 850 1660 2,71 1310 763
72  isoledeno 1376 | 1345 827 827 | 1381 848 848 1850 1,77 1383 966
73  a-copaeno 1377 1389 908 909 1865 1,80 1389 876
74  (Z)-jasmoneno 1393 1418 877 877 1930 4,02 1415 920
75  a-gurjuneno 1410 | 1389 978 981 1421 885 885 1950 1,83 1423 898
76  (Z)-cariofileno* 1409 1437 901 902 1985 2,01 1437 980
77  (E)-cariofileno 1419 1435 937 937 2005 1,98 1445 919
78 calareno 1434 1447 930 930 2015 1,97 1449 915
79 aromadendreno* 1441 | 1439 966 969 | 1456 946 946 | 1572 905 905 2035 2,02 1457 983
80 (Z)-eudesma-6,11-dieno 1490 | 1442 891 891 1464 898 898 2025 1,95 1453 822
81 dehidro-aromadendreno 1463 1474 866 867 2050 2,00 1463 927
82  a-humuleno” 1455 1476 869 869 2080 2,10 1476 954
83  9-epi-(E)-cariofileno 1466 | 1460 985 985 | 1478 939 939 2090 2,05 1480 945
84  y-gurjuneno 1477 | 1474 807 807 | 1490 892 892 2115 2,00 1490 884
85  y-amorfeno 1496 1490 876 877 2120 2,11 1492 866
86 viridifloreno 1497 | 1494 986 986 | 1509 922 922 2160 2,10 1509 942
87  B-selineno 1490 | 1486 865 865 | 1509 937 937

88  3-metilbutanoato de feniletila 1491 1511 894 895 2160 3,51 1509 934
89 a-selineno 1498 1515 927 927

90 viridifloreno 1497 2175 2,13 1515 942
91 y-cadineno 1514 1530 890 891 2215 2,21 1532 899
92  (E)<iclo-isolongifolol 5 1514 1538 874 887

93  (Z)-calameneno 1540 1540 846 848 2235 2,45 1541 767
94  viridiflorol 1593 | 1559 905 909 | 1585 922 922 2340 3,11 1586 953
95 ledol 1569 | 1566 808 810 | 1593 909 909 | 1962 831 831 2365 2,62 1596 935
96  espatulenol 1578 | 1576 971 971 1602 912 912 | 2055 854 854 2380 3,62 1603 926
97  gleenol 1587 1604 803 819 2390 2,98 1607 880
98  Oxido de cariofileno 1583 2395 2,85 1609 846
99  viridiflorol 1593 | 1591 973 973 | 1611 925 925 | 1951 907 907 2420 3,29 1621 958
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100 B-eudesmol 1651 | 1653 924 925 | 1620 865 865 2445 3,31 1632 915 920
101  neo-intermedeol 1660 2475 3,42 1645 898 958
102 cusinol 1680 2485 3,47 1650 899 900
103 1-epi-cubenol 1629 | 1658 884 891 1638 834 835 2490 2,97 1652 939 947
104 eremoligenol 1631 2500 3,59 1656 877 953
105 a-muurolol 1646 1650 851 853 2520 3,44 1665 914 921
106  epi-a-muurolol 1642 1671 882 884 2525 3,56 1668 886 899
107 a-cadinol 1654 | 1732 944 945 | 1678 811 823 2555 3,76 1681 920 925
108 B-eudesmol 1651 1683 853 856 2560 3,72 1683 927 937
109 neo-intermedeol 1660 1690 896 896 2570 3,88 1688 976 977
110 intermedeol 1667 1934 832 832
111 carvacrol 1299 2117 822 822
112  selin-11-en-4-a-ol 1660 2175 883 883

S — similaridade

R - reverso

*confirmagao de identidade realizada com compostos padrao.
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Figura41. Relagdo entre os LTPRI de referéncia ' e os LTPRI obtidos
experimentalmente por 1D-GC-FID e GCxGC-FID, para o 6leo de E. dunnii.

Os dois picos cromatograficos tentativamente identificados como 1,3,8-p-
mentatrieno (composto 17), e (E)-sabinol (composto 58), listados na Tabela XXIX,
nao foram identificados na 1D-GC e encontram-se fora da relacao linear observada
na Figura 41. A informacéao espectral relativa a estes picos leva a uma identificagéo
tentativa incorreta, pois ambos apresentam valores altos de similaridade (S) e
reverso (R) para os compostos 1,3,8-p-mentatrieno e (E)-sabinol, respectivamente.
Entretanto, esses compostos podem ser isébmeros de posicdo nao listados na
biblioteca de espectros de massas, e por esse motivo, ndao apresentam LTPRI
corretos. Para investigar essa hipdtese, o 2t do pico 17 (Tabela XXIX) pode ser
relacionado ao pico 33, também identificado como 1,3,8-p-mentatrieno. Como os tg
desses dois picos sdo similares, e o pico 33 eluiu apds o pico 17, a pequena
diferenca entre os ?tg dos dois picos (0,16 s) foi provavelmente, decorrente da maior
temperatura de eluicdo do pico 33 da coluna 'D. Essa informagédo é uma poderosa
ferramenta para confirmacdo da identidade de isbmeros de posicdo, entretanto,
poderia ser confirmada apenas através de co-injecao de padrdes analiticos.
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A diferenca encontrada entre os indices de retencdo (Tabela XXIX) obtidos por
GCxGC-FID e por GCxGC/TOFMS esta relacionada a diferengca de pressédo na
saida da coluna ?D (atmosférica e vacuo, respectivamente).

Para os indices obtidos por GCxGC/TOFMS foi estabelecida uma relacao
idéntica a apresentada na Figura 41 (Figura 42). A equacdo da reta obtida
desconsiderando-se os dois pontos que se encontram fora da distribuicdo linear,
para os dados GCxGC/TOFMS foi:

LTPRI experimental = 1,010 LTPRI Adams - 0,079

O coeficiente de determinagéo (r?) para essa reta foi de 0,997.

1700 5

1500 | 4
5 A
T
[}]
£ 1300 - \
@
o
x
2 1100 -
oc
o
i

900 - A amostra real

O padrdes
700 | ‘ ‘ ‘
700 900 1100 1300 1500 1700

LTPRI Adams

Figura 42. Relagdo entre os LTPRI de referéncia ' e os LTPRI obtidos
experimentalmente por GCxGC/TOFMS, para o 6leo de E. dunnii e para uma

mistura de padroes.

A identificacdo tentativa do pico 3 como 2-(E)-hexenal resulta em um pequeno
desvio da linearidade da curva apresentada na Figura 42. Na biblioteca eletrénica
de espectros de massas elaborada por Adams e utilizada para fins de comparacéo,
nao existe o espectro de massas do isébmero 2-(2)-hexenal, ou informagdes sobre o
LTPRI deste composto. Devido a similaridade entre os espectros de massas deste
pico e do pico 6, também identificado como 2-(E)-hexenal, porém com LTPRI

concordante com a distribuicdo linear apresentada na Figura 42, e também devido a
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proximidade entre 2tz destes dois picos, é possivel identificar tentativamente o pico 3
como 2-(2)-hexenal. Entretanto, a confirmacdo da identidade deste composto
demanda futura comparacao de tempos de retencédo resultantes de analises com
padrdes.

O mesmo procedimento de investigacdo da relagdo existente entre LTPRI
experimentais e tedricos foi adotado para uma mistura contendo 30 padrbes de
componentes de 6leos volateis com concentragdes desconhecidas (Figura 42). A
Tabela XXX apresenta a lista destes padrbes, os LTPRI da literatura e os obtidos
experimentalmente por GCxGC/TOFMS.

Tabela XXX. LTPRI obtidos experimentalmente por GCxGC/TOFMS e da literatura
(1D-GC) '*® para uma mistura contendo 30 padrdes analiticos.

Composto LTPRI'*® LTPRI Composto LTPRI'® LTPRI
hexanal 802 808  y-terpineno 1060 1071
3-(2)-hexenol 859 863 N-octanol 1068 1081
N-hexanol 871 880 a-terpineol 1189 1218
anisol 918 931 mirtenal 1196 1223
a-pineno 939 945  citronelol 1226 1236
canfeno 954 964  verbenona 1205 1241
sabineno 975 985  geraniol 1253 1262
B-pineno 979 993  nerol 1230 1266
mirceno 991 998  carvacrol 1299 1324
N-octanol 999 1017  a-cubebeno 1351 1364
acetato de hexila 1009 1019 a- acetato de terpenila 1349 1365
a-felandreno 1003 1020 (2)-cariofileno 1409 1429
limoneno 1029 1046  a-cedreno 1412 1450
1,8-cineol 1031 1048 aromadendreno 1441 1464
(E)-B-ocimeno 1050 1053 a-humuleno 1455 1485

A equacao obtida para a relagdo entre os indices de retencdo para essa
mistura, com coeficiente de determinagéo (r?) de 0,998, foi:

LTPRI experimental = 1,033 LTPRI Adams — 20,550

Este estudo foi realizado com o mesmo conjunto de colunas empregado para
0s outros experimentos que envolveram calculos de LTPRI, entretanto, este ultimo
experimento foi realizado ap6s alguns dias e depois da retirada e instalacdo do

referido conjunto de colunas. Mesmo assim, o comportamento observado para a
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mistura de padrdes foi semelhante ao verificado anteriormente com a amostra real
(Figura 42), apesar da reta obtida relacionando os LTPRI da literatura com os
experimentais desviar um pouco das equacdes obtidas para as amostras reais. A
diferenca obtida entre as equacdes da mistura de padroes e da amostra de éleo de
E. dunnii demonstra que mesmo que a relacédo obtida tenha sido linear, a aplicacao
direta dessas equagdes na identificacao tentativa de compostos ainda exige estudos
mais detalhados. Entretanto, essa relacdo pode ser utilizada como mais uma
ferramenta para confirmacéao da identificacdo tentativa de compostos.

4.2.2.3.2 Identificacao espectral

Para que a comparagao entre os espectros de massas obtidos por GC/gMS,
GCxGC/gMS e GCxGC/TOFMS fosse valida, foi necessario utilizar o mesmo
algoritmo de comparacdo espectral, com a mesma biblioteca de referéncia. Os
softwares ChemStation (Agilent Technology), Class 5K (Shimadzu) e ChromaTof-GC
(LECO) dos equipamentos acima citados utilizam algoritmos de comparagao
espectral diferentes entre si, o que impede uma comparacdo direta dos dados
obtidos por estes equipamentos. Por esse motivo, foi necessario exportar o0s
cromatogramas para o software AMDIS 32, e exportar os espectros de massas
selecionados para o software MS Search 2.0, a fim de realizar a comparacao dos
dados obtidos experimentalmente nos diversos equipamentos com as bibliotecas de
espectros de massas. Os softwares Chemstation e ChromaTof-GC exportaram os
espectros de massas diretamente para o software MS Search 2.0, ndo sendo
necessaria a etapa de transferéncia para o AMDIS 32. Para este estudo, foi utilizada
a biblioteca disponivel no software MS Search 2.0 (mainlib) e a biblioteca ADAMS,
especifica para compostos terpendides, na op¢ao de similaridade hibrida (légica de
pesquisa normal + perdas neutras). Os valores obtidos para similaridade (S) e
reverso (R) para todas as técnicas utilizadas estdo apresentados na Tabela XXIX.
GCxGC/gMS com conjunto convencional de colunas (conjunto 1) apresentou maior
namero de compostos tentativamente identificados (94) do que GC/qgMS (34
compostos), porém com perda de qualidade espectral (resultando em menores
valores de S e R). Esta diminuicdo da qualidade espectral pode ser explicada pela
maior velocidade (maior fluxo de massa por pico) dos picos que eluem da segunda

dimensao, em comparagao com 1D-GC, o que ird introduzir erros de amostragem no
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espectrdmetro de massas, além de um menor numero de varreduras por pico.
Entretanto, a utilizacdo de espectrébmetros de massas com maior velocidade de
varredura (fast-gqMS) pode minimizar esse efeito, apesar de existirem limitacoes
fisicas quanto a taxa de aquisicao de sinal para um gMS. Para alguns compostos
identificados pelas duas técnicas, e para todos os compostos identificados apenas
por GCxGC, a diminuicdo da co-eluicdo e maior relacdo S/N, resultantes do
aumento de resolugéo e sensibilidade, foi muito importante para permitir o0 aumento
de R e S, mesmo quando os espectros de massas obtidos apresentaram menor
qualidade do que os obtidos por 1D-GC. Os compostos tentativamente identificados
como y-gurjuneno, ledol, e a-cadinol (picos 84, 95 e 107, Tabela XXIX) podem
exemplificar os melhores valores obtidos para R e S por GCxGC/qgMS, quando
comparados a 1D-GC/gMS.

Em comparacdo ao conjunto de colunas convencional, o conjunto de colunas
inverso apresentou um menor numero de compostos identificados (31 compostos)
por GCxGC/gMS, devido a baixa resolugao obtida nas duas dimensdes, conforme
discutido anteriormente. Nesse caso, 0 numero de compostos tentativamente
identificados por GCxGC/gMS (31) foi menor do que por 1D- GC/qgMS (34
compostos). Apesar disso, utilizando-se o conjunto de colunas inverso, foi possivel
identificar tentativamente compostos que néo foram detectados quando outro
conjunto de colunas foi empregado ou por 1D-GC, (intermedeol e carvacrol). Os
cromatogramas e 0s espectros de massas obtidos para esses compostos, bem
como seus espectros de referéncia, estdo apresentados na Figura 43. A
identificacdo desses dois compostos em Oéleos volateis de E. dunnii nao foi

encontrada na literatura.
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Figura43. Picos 110 e 111 (Tabela XXIX) tentativamente identificados como
intermedeol e carvacrol, respectivamente, por GCxGC/gMS utilizando-se um
conjunto de colunas inverso (conjunto 3, Tabela V). A — cromatogramas GCxGC, B
— espectros de massas experimentais; C — espectros de massas de referéncia '*
As setas indicam os picos modulados do composto de interesse.

A atividade biolégica dos Oleos volateis pode ser dependente de efeitos
sinergisticos entre varios compostos #%%* por essa razdo, a separagdo e
identificacdo de todos os compostos presentes nos Oleos é de fundamental
importancia. A possibilidade de separacao e identificacdo de novos compostos nos
Oleos volateis por GCxGC € uma grande contribuicdo para esse campo do
conhecimento. Carvacrol pode atuar como fungicida, vermifugo, bactericida,
anestésico e anti-inflamatério®®, entre outras propriedades. Intermedeol induz a
diferenciacdo de células humanas (HL-60), além de ter sido reconhecido como
repelente de mosquitos®*®

Devido ao aumento de resolucdao obtido por GCxGC, alguns picos
tentativamente identificados por 1D-GC e apresentados na Tabela XXVIII foram
identificados de forma diferente na Tabela XXIX. Exemplos disso sdo o alo-

aromadendreno, que foi identificado como deidro-aromadendreno por GCxGC, o
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globulol e o (5-epi-7-epi-a)-B-eudesmol, que nao foram identificados por GCxGC e
foram reconhecidos como um grupo de compostos com espectros semelhantes aos
dos compostos identificados por 1D-GC, tais como o éxido de cariofileno, e outros
picos proximos nao identificados, na regido do suposto globulol. A Figura 44 ilustra
0 pico obtido para o composto identificado como alo-aromadendreno por 1D-
GC/gMS, e ions selecionados que ilustram a co-eluicdo com outros compostos que
apresentam os mesmos ions, tais como o0 m/z 161 em azul que ilustra a co-eluicao
de pelo menos 3 picos. A Figura 45 apresenta o TIC e os mesmos ions
selecionados para esse pico identificado por GCxGC/gMS como deidro-
aromadendreno. Os trés picos modulados apresentam os ions selecionados com a
mesma relagdo de abundancia, e sem evidéncia de co-eluicdo. A intensidade dos
picos modulados também foi visivelmente superior ao pico obtido por 1D-GC
apresentado na Figura 44. Diferencas entre a identificagcdo dos picos por 1D-GC e
GCxGC demonstradas nas Tabelas XXVIIl e XXIX se originaram no uso dos
diferentes algoritmos empregados na comparacdo dos espectros de massas
experimentais com 0s espectros de massas da biblioteca, além das bibliotecas
empregadas terem sido diferentes. Apenas 26 compostos foram tentativamente
identificados utilizando-se o algoritmo do software Class 5K (Shimadzu), e 34
compostos utilizando-se o algoritmo do software NIST MS Search 2.0, dos quais 23
foram identificados apenas por um dos softwares, segundo os critérios adotados.
Essa diferenca na identificacdo dos picos obtidos por 1D-GC para softwares e
bibliotecas diferentes foi bastante significativa, pois os dados foram obtidos com os
mesmos espectros de massas para os algoritmos dos dois softwares. Este fato
reforca a ineficiéncia da utilizacdo da 1D-GC e a comparacgao entre bibliotecas de
espectros de massas com apenas uma coluna cromatografica para a identificacao

tentativa de compostos.
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Figura44. TIC e ions selecionados para o pico identificado como alo-

aromadendreno por 1D-GC.
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Figura45. TIC e ions selecionados para o pico identificado como dehidro-
aromadendreno por GCxGC/gMS.

Para a separacao cromatografica por GCxGC/TOFMS, foram empregadas
apenas as condi¢des que apresentaram os melhores resultados tanto na otimizacao
por GCxGC-FID, como na GCxGC/gMS, ou seja, o conjunto de colunas
convencional (conjunto 1, Tabela V), e 0 método cromatografico descrito na Tabela
VIl para GCxGC/TOFMS. Um diagrama de cores TID obtido para uma amostra de
o0leo de E. dunnii (A), o cromatograma GCxGC (B) e os cromatogramas
reconstruidos da primeira (C) e da segunda (D) dimensdes estado ilustrados na
Figura 46. Os cromatogramas reconstruidos das duas dimensées (C e D) permitem
confirmar que a separacao obtida por GCxGC nao poderia ser obtida em apenas
uma das dimensdes, devido a grande co-eluicdo dos compostos. Entretanto, o
cromatograma de alta resolugédo gerado por GCxGC (B) ndo possibilita uma clara
visualizagdo dos compostos separados. Esta visualizacédo sé é possivel no diagrama
de cores (A), ou outra representacéo tridimensional do espacgo de separagao.
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Figura 46. Representagbes da separacdo obtida por GCxGC/TOFMS para o dleo
de E. dunnii, onde: A — diagrama de cores do TID; B — cromatograma GCxGC; Ce D
— cromatogramas reconstruidos da primeira e da segunda dimensdes,

respectivamente.

Carin von Miihlen 131



Tese de Doutorado

A Figura 47 ilustra uma das separagdes obtidas por GCxGC/TOFMS, que se
refere aos picos dos compostos p-cimeno, limoneno e 1,8-cineol, que n&o sao
resolvidos por 1D-GC. Essa separacdo também mostra o aumento de resolucao
obtido por essa técnica.

Masses: TIC

2.42

p-cimeno

2.22

1,8-cineol

2.02

limoneno

1.82

tempo de retencdo na segunda dimensao (s)

1.62

880 930 980
tempo de retencido na primeira dimensio (s)

Figura 47. Separacao obtida para os compostos p-cimeno, limoneno e 1,8-cineol
por GCxGC/TOFMS.

Para o diagrama de cores A da Figura 46 foi construido um diagrama de
maximos dos picos tentativamente identificados (Tabela XXIX) por essa técnica
(Figura 48). Este diagrama auxilia na visualizagdo do agrupamento das classes
quimicas presentes, principalmente em amostras onde o efeito telhado ndo é muito
evidente. Na regido compreendida entre as duas partes do grupo E (alcoois
monoterpénicos) foi identificada uma sobreposi¢éo de classes entre hidrocarbonetos
monoterpénicos e outros monoterpenos oxigenados, tais como cetonas e aldeidos
(picos 25 a 68).

Uma maneira mais rapida de identificar a presenca de separacao por classes
quimicas, sem a necessidade de identificacdo pico a pico € a construgdo de
diagramas de cores com a selecdo de ions caracteristicos de uma determinada
classe quimica. A Figura 49 ilustra a selegdo de ions caracteristicos de terpenos
(m/z 93), sesquiterpenos (m/z 161), e sesquiterpenos oxigenados (m/z 222), a partir
do TID apresentado na Figura 46. Estas regides podem ser confirmadas no
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diagrama de apices apresentado na Figura 48, e pela tabela de identificacdo
tentativa dos compostos (Tabela XXIX).

(8]
J

N
1

—_
1

tempo de retengao na segunda dimensao (s)

o

1 i 1 i 1 N 1 i 1
500 1000 1500 2000 2500
tempo de retencdo na primeira dimensao (s)

o

Figura48. Diagrama de maximos obtido para os picos tentativamente
identificados por GCxGC/TOFMS para o 6leo de E. dunnii, com apresentacdo de
agrupamentos de compostos conforme as classes quimicas. Identificacdo tentativa
dos picos numerados esta na Tabela XXIX. A — &lcoois lineares; B — aldeidos; C-
acetatos; D — hidrocarbonetos monoterpénicos; E — alcoois monoterpénicos; F —
acetatos monoterpénicos; G — hidrocarbonetos sesquiterpénicos; H — sesquiterpenos
oxigenados.
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Figura 49. Selecao de ions caracteristicos de terpenos (m/z 93), sesquiterpenos
(m/z 161), e sesquiterpenos oxigenados (m/z 222), de diagramas de cores obtidos
por GCxGC/TOFMS para o 6leo de E. dunnii.
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4.2.3 Psidium guajava

4.2.3.1 Identificacao tentativa dos compostos do 6leo volatil de P. guajava por
1D-GC

A estratégia adotada para a identificacdo tentativa dos compostos presentes
no 6leo volatil de P. guajava foi idéntica aquela descrita para o 6leo de E. dunnii. As
Figuras 50 a 52 apresentam o cromatograma 1D obtido para o éleo de P. guajava.
A Tabela XXXI apresenta a identificacao tentativa dos compostos deste 6leo, e a
comparacdo dos LTPRI obtidos experimentalmente com aqueles da literatura 4%
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Figura 50. Cromatograma obtido por GC-FID para os compostos do éleo volatil de
P. guajava, obtido por hidrodestilacdo. Condicdes cromatograficas apresentadas na

Tabela VII. Identificacédo tentativa dos compostos esta apresentada na Tabela XXXI.
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Figura 51. Primeira parte do cromatograma apresentado na Figura 50, expandida.
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Figura 52. Segunda parte do cromatograma apresentado na Figura 50,

expandida.

Tabela XXXI. Identificacao tentativa pot GC/gMS dos compostos presentes no 6leo

volatil de P. guajava obtido por hidrodestilacdo. tg— tempo de retencado no GC-FID.

Ne Composto t %semelhanca LTPRI LTPRI'® LTPRI* LTPRI° LTPRI®
1 ni 4,76 - 864 - - -
2 ortujeno 6,59 - 923 930 - -
3 apineno 6,81 95 931 939 937 939 941
4 benzaldeido 7,50 99 953 960 963 960 -
5 mirceno 8,52 93 986 991 989 991 988
6 ni 9,01 - 1001 - - - -
7 orterpineno 9,49 85 1013 1017 - - -
8 limoneno 9,95 95 1025 1029 1029 1029 1024
9 1,8-cineol 10,05 95 1027 1031 1030 - -
10 (2)-pB-ocimeno 10,23 97 1032 1037 1037 1037 1038
11 (E)- p-ocimeno 10,64 95 1042 1050 1047 1050 -
12 jyterpineno 11,10 90 1054 1060 1063 1060 1052
13 ni 11,29 - 1059 : - - -
14 terpinoleno 12,32 89 1085 1089 1087 - 1083
15 linalol 12,71 94 1094 1097 1098 1097 -
16 ni 12,89 - 1099 : - - -
17 alo-ocimeno 14,01 81 1124 1132 1132 1132 -
18 4-terpineol 16,17 87 1173 1177 1177 1177 1165
19 (E)-3- butanoato de hexenila 16,51 96 1180 1186 1186 - -
20 orterpineol 16,75 94 1186 1189 1192 1189 1175
21 ni 24,56 - 1359 : - - -
22 ni 24,74 - 1363 - - - -
23 ni 25,05 - 1370 - - - -
24 g-copaeno 25,26 93 1374 1377 1378 - 1380
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25 felemeno

26 (2)-cariofileno

27 p-cariofileno

28 copaeno

29 ni

30 hidrocarboneto sesquiterpénico
31 arhumuleno

32 f-santaleno

33 hidrocarboneto sesquiterpénico
34 hidrocarboneto sesquiterpénico
35 p-chamigreno

36 SFselineno

37 a-selineno

38 f-bisaboleno

39 amorfeno

40 hidrocarboneto sesquiterpénico
41 y-cadineno

42 bisaboleno

43 hidrocarboneto sesquiterpénico
44 ni

45 E-nerolidol

46 Z-nerolidol

47 ni

48 ni

49 6xido de cariofileno

50 viridiflorol

51 ni

52 5-epi-7-epi-a-eudesmol

53 sesquiterpeno oxigenado

54 sesquiterpeno oxigenado

55 hidrocarboneto sesquiterpénico
56 yeudesmol

57 sesquiterpeno oxigenado

58 a-cadinol

59 torreiol

60 p-eudesmol

61 selin-11-en-4-o-ol

62 sesquiterpeno oxigenado

63 hidrocarboneto sesquiterpénico
64 f-bisabolol

65 hidrocarboneto sesquiterpénico
66 sesquiterpeno oxigenado

67 (Z,2)-farnesol

68 benzoato de benzila

69 ni

70 ni

25,95 92
26,64 90
27,32 95
27,57 85
28,15 -
28,49 -
28,70 96
28,92 81
29,19 -
29,35 -
29,61 87
30,18 95
30,56 95
30,93 93
31,23 90
31,41 -
31,59 93
31,91 86
32,33 -
32,80 -
33,21 95
33,43 94
33,55 -
33,95 -
34,09 93
34,80 88
35,15 -
35,31 83
35,48 -
35,66 -
35,88 -
36,01 93
36,20 -
36,42 85
36,60 94
36,77 85
37,05 88
37,15 -
37,52 -
37,96 87
38,05 -
38,51 -
39,34 87
40,94 92
42,24 -
52,85 -

1390
1406
1421
1427
1441
1449
1453
1458
1465
1469
1475
1488
1497
1505
1513
1517
1521
1529
1539
1551
1561
1566
1569
1579
1582
1600
1608
1612
1617
1621
1627
1630
1635
1641
1645
1650
1657
1659
1669
1680
1682
1694
1716
1759
1794
2106

Carin von Mihlen

137



Tese de Doutorado

Silva e colaboradores* estudaram a composicdo do 6leo essencial das folhas
de 4 espécies Psidium, sendo que, no 6leo volatil de P. guajava foram identificados
39 compostos. Dos compostos identificados nas 4 espécies, 31 foram também
identificados no presente trabalho. Sacchetti e colaboradores® identificaram 39
compostos no 6leo volatil de P. guajava, dos quais 21 foram 0os mesmos compostos
identificados experimentalmente no presente trabalho. No trabalho de Ogunwande e
colaboradores®, 42 compostos foram identificados em um 6éleo de P. guajava da
Nigéria. Vinte desses compostos foram os mesmos identificados no presente
trabalho. A variacdo dos indices de retencdo verificada nos diferentes trabalhos
pode ser resultante de pequenas variacdes instrumentais e da diferenca nas
dimensdes das colunas cromatograficas utilizadas, embora tenha sido empregado o
mesmo tipo de fase estacionaria de diferentes fabricantes.

4.2.3.2 Identificacao tentativa dos compostos do é6leo volatil de P. guajava por
GCxGC

Para o 6leo de P. guajava foram realizados os mesmos estudos de otimizagao
das condicdes de separacado dos componentes por GCxGC, tais como dimensdes e
geometria de colunas (conjunto convencional e conjunto inverso), comparagdes
entre detectores de massas do tipo quadrupolo e por tempo de véo, etc. Entretanto,
as observacgdes realizadas confirmaram o que ja havia sido verificado para o éleo de
E. dunnii e, portanto, ndo serdo novamente apresentadas. No caso do 6leo de P.
guajava, serdao apresentados apenas os resultados obtidos para o melhor sistema,
ou seja, GCxGC/TOFMS com geometria convencional (conjunto de colunas 1 da
Tabela V, e condigcbes cromatograficas da Tabela VII). A etapa de identificacao
tentativa, por comparacédo dos espectros de massas obtidos experimentalmente com
espectros de massas das bibliotecas NIST e Adams foi realizada com o software
ChromaTof-GC 2.2. Os diagramas de cores obtidos para essa amostra estao
ilustrados na Figura 53. Nesta figura, sdo apresentados o TID, diagramas de ions
selecionados caracteristicos de sesquiterpenos (m/z 161) e sesquiterpenos
oxigenados (m/z 222), ilustrando o agrupamento por classes semelhante ao
observado para o 6leo de E. dunnii. Na Tabela XXXIl estdo os compostos
tentativamente identificados, os LTPRI obtidos experimentalmente, LTPRI
reportados na literatura, e os valores de S, R e P obtidos na comparacdo dos
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espectros com a biblioteca de espectros de massas. Os compostos marcados com
(*) tiveram sua identidade confirmada através de injecdo de composto padréo.

A comparagao entre os LTPRI obtidos experimentalmente e os LTPRI de
referéncia'®® gerou o grafico apresentado na Figura 54. Nesta Figura também estdo
representados os padrées analiticos listados na Tabela XXX. A equacédo da reta
obtida para os dados GCxGC/TOFMS foi:

LTPRI experimental = 1,006 LTPRI Adams + 5,578
O coeficiente de determinacdo (r°) para essa reta foi de 0,996. A relacdo

obtida entre os compostos padrdo e os dados de referéncia ja foi discutida
anteriormente.
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Diagrama de ions total (TID) GCxGC/TOFMS e diagramas de ions
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Figura 53.
selecionados caracteristicos de sesquiterpenos
oxigenados (m/z 222), para o 6leo de P. guajava.
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Tabela XXXII. Identificacao tentativa dos compostos presentes no 6leo volatil de P.
guajava utilizando-se GCxGC/TOFMS.

N° g s  Composto LTPRI LTPRI'®* S R P

1 390 1,59 1,3,5-cicloheptatrieno 787 957 957 4560
2 415 1,71 2-hexanona 800 973 973 7928
3 430 3,31 hexanal* 809 802 965 965 9750
4 430 2,00 (2-3-hexenal 809 906 906 7065
5 435 1,35  2-etil-5-metil-tetrahidrofurano 812 921 921 7068
6 500 2,44  3-hexen-2-ona 849 947 947 7115
7 525 4,46  3(2)-hexenol* b 864 859 973 973 8236
8 525 2,47  2(E)-hexenal b 864 855 959 959 9495
9 535 1,69 2-metil-hexanal 869 915 942 6896
10 540 1,85 etilbenzeno 872 944 944 6274
11 540 4,81 (2)-2-hexenol 874 859 926 926 6609
12 545 3,79  n-hexanol* 875 871 979 979 9238
13 550 3,43  2-hepten-4-ol 878 874 874 6477
14 580 1,88  3-heptanona 895 945 945 8719
15 590 2,04  2-heptanona 900 892 933 933 8332
16 600 2,81 5-metil-3-hexanol 905 897 923 7274
17 610 2,22 2,4-dimetil-ciclopentanona 909 944 944 7544
18 625 2,82 ciclohexanona 916 943 943 6774
19 625 2,40  4-heptenal 915 853 853 5826
20 650 2,23  propanoato-2-buten-1-ol 926 952 952 9127
21 665 2,53  4,6-dimetil-2,7-nonadien-5-ona 932 939 997 8325
22 680 2,45  4-metil-4-hexen-3-ona 939 955 955 6464
23 685 1,32 a-pineno” ab 941 939 959 959 4680
24 695 2,67  (E)-3-hepten-2-ona 945 947 947 7016
25 705 3,07 3,4-dimetil-2-ciclopenten-1-ona 950 841 841 2955
26 745 2,62 2-metil-ciclohexanona 967 950 950 7928
27 755 2,83  3-metil-ciclohexanona 971 952 959 959 9597
28 790 0,32 benzaldeido a 985 960 970 970 9845
29 800 1,18  2,2-dimetil-decano 989 925 925 1203
30 810 1,66  mirceno* ab 994 991 956 956 8911
31 810 2,66  6-metil-5-hepten-2-ona 994 986 944 956 9380
32 820 2,30 2-octanona 998 991 929 965 4969
33 820 1,98  2-pentil-furano 998 905 905 7206
34 840 3,54  3-metil-3-ciclohexen-1-ona 1007 832 832 3538
35 850 3,78  2-metil-2-ciclohexen-1-ona 1010 802 802 1011
36 855 2,40 3-(2)- acetato de hexenila b 1012 1005 978 978 5166
37 855 3,88 (E,E)-2,4-heptadienal 1012 892 892 6435
38 865 3,48 2-metil-2-ciclohexen-1-ona 1016 915 915 6722
39 920 2,06 o-cimeno 1036 1026 961 961 6509
40 930 1,86 (Z)-B-ocimeno ab 1040 1037 952 952 6176
41 930 1,72  limoneno* ab 1040 1029 899 899 2464
42 940 1,79  1,8-cineol” ab 1044 1031 811 811 7138
43 955 2,24  2,2.6-trimetil-ciclohexanona 1049 951 951 9569
44 960 1,90 (E)-B-ocimeno® ab 1051 1050 947 947 5114
45 1000 0,95 fenil acetaldeido 1066 1042 922 922 9789
46 1005 1,82  y-terpineno” ab 1068 1060 818 818 3890
47 1065 0,55 acetofenona 1090 1065 966 966 6405
48 1080 1,85 terpinoleno ab 1096 1085 928 928 1836
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49 1085 2,25 2-(2)-butanoato de pentenila 1098 936 936 9493
50 1085 2,95 Oxido de (E)-linalol 1099 1087 931 931 5271
51 1105 2,29 (2)-propanoato de 3-hexen-1-ol 1106 908 908 5236
52 1115 3,53 linalol ab 1110 1097 943 943 8673
53 1130 2,36 nonanal 1115 1101 881 881 6100
54 1140 2,09 valerato de 4-pentenila 1118 864 864 1807
55 1175 2,29  2,3-dimetil-1,4-hexadieno 1131 921 921 3501
56 1190 2,10 alo-ocimeno a 1137 1132 961 961 5266
57 1330 4,01  oS-terpineol b 1188 1166 905 905 9427
58 1345 2,27 (E)- butanoato de 3-hexenila a 1193 974 974 5320
59 1355 0,39 (2)-1,4-hexadieno 1196 817 846 2011
60 1360 3,20 4-terpineol ab 1199 1177 937 937 9613
61 1400 3,95 a-terpineol” ab 1214 1189 928 928 8540
62 1410 0,10 salicilato de metila 1216 1192 906 906 9822
63 1420 3,40 safranal 1221 1197 953 953 9350
64 1430 2,60 3-hexen-2-ona 1225 928 975 6279
65 1465 2,12 pentanoato de 4-hexen-1-ila 1237 902 902 2698
2,6,6-trimetil-1-ciclohexeno-1-
66 1470 3,06 carboxaldeido 1240 906 906 6523
67 1490 2,79 2-butenoato de (E,Z2)-3-hexenila 1247 895 895 9136
2,6,6-trimetil-1-ciclohexeno-1-
68 1565 2,77  acetaldeido 1275 844 844 6414
69 1610 2,25 pentanoato de 4-hexen-1-ila 1291 922 922 4734
70 1730 3,67 (E,E)-2,4-decadienal 1337 1317 939 939 6812
71 1790 2,64 acetato de a-terpenila * 1360 1349 901 901 4222
72 1790 3,07  5,6-dietil-ciclohexa-1,3-dieno 1360 844 872 3264
73 1800 3,94 butanoato de benzila 1364 1347 924 924 7663
74 1805 2,73 acetato de nerila 1366 1362 861 861 1116
75 1830 2,89 1,2-didro-1,5,8-trimetil-naftaleno 1376 889 889 4122
76 1840 3,43 butanoato de 1-feniletila 1380 918 918 8494
77 1850 1,79 a-ilangeno 1383 1375 898 898 4970
78 1850 1,87 isoledeno b 1383 1376 833 833 1087
79 1860 2,79  acetato de nerila 1387 1362 933 933 4857
80 1865 2,27 hexanoato de (Z)-3-hexenila 1389 943 943 6377
81 1870 1,79 a-copaeno ab 1391 1377 930 930 5110
82 1875 2,07 hexanoato de hexila 1393 866 903 8773
83 1885 3,21 (E)-B-damascenona 1397 1385 902 902 5268
84 1900 2,08 fB-elemeno a 1402 1391 945 945 7302
85 1900 3,49 pentanoato de fenilmetila 1403 879 879 4372
86 1980 1,95 (2)-cariofileno* ab 1437 1419 965 965 5511
87 1990 3,12 (E)-a-ionona 1439 1430 918 918 7366
88 2015 1,93 a-guaieno 1449 1440 860 860 1060
89 2030 2,18 ¢éxido de cabredva A 1455 1447 925 925 6174
90 2040 2,92  geranil acetona 1460 1455 933 933 7443
91 2060 3,96 3-metil-benzoato-3-buten-1-ol 1468 908 908 7678
92 2075 2,00 pB-santaleno a 1474 1460 885 885 5868
93 2075 2,20 6xido de cabrelva B 1474 1464 866 866 3528
94 2080 2,15 a-humuleno ab 1477 1455 956 956 8815
95 2090 2,04 megastigma-7(E),9,13-trieno 1480 858 878 2832
96 2095 2,28 tujopsadieno 1482 1468 812 812 2242
97 2120 2,32  6xido de cabreuva D 1492 1480 820 820 3085
98 2130 2,13 dehidro-aromadendreno 1496 1463 872 872 2022
99 2130 2,35 curcumeno 1496 1481 842 842 6967
100 2135 3,21 (E)-B-ionona 1499 1489 906 906 9235
101 2145 3,57 Epbxido de a-ionona 1503 957 957 7699
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102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

114
115
116
117
118
119
120
121

122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147

2155
2160
2165
2180
2185
2220
2235
2240
2240
2260
2265
2290

2310
2315
2315
2360
2380
2390
2400
2405

2445
2460
2475
2485
2490
2505
2505
2510
2510
2515
2525
2525
2525
2525
2530
2545
2560
2565
2575
2580
2590
2595
2600
2610
2625
2820

2,25
2,18
2,21
2,13
0,30
2,19
2,13
2,42
2,20
2,23
2,11
2,73

3,97
3,24
3,59
3,77
3,19
3,01
2,84
0,11

3,66
3,05
3,41
3,46
3,00
3,50
3,56
3,34
4,46
3,80
4,53
2,85
3,59
3,45
0,63
3,40
3,73
3,75
3,16
3,92
3,69
4,89
3,58
3,41
3,54
1,31

B-bisaboleno a
valenceno

B-selineno a
a-selineno a
(E)-metil isoeugenol

o-amorfeno a
(E)-y-bisaboleno

(E)-calameneno b

7-epi-a-selineno

(E)-cadina-1,4-dieno

(Z)-a-bisaboleno

a-calacoreno
3,7,11-trimetil-1,6,10-dodecatrien-3-

ol

(E)-nerolidol a
(2)-nerolidol

benzoato de 3-(Z)-hexenila

cariolan-8-ol

gleenol b
6xido de cariofileno ab
(2)-asarona
1,5,5,8-tetrametil-3,7-
cicloundecadien-1-ol

epoéxido Il de humuleno
neo-intermedeol

cusinol

1-epi-cubenol

y-eudesmol

eremoligenol
1,10-di-epi-cubenol
14-hidréxi-a-humuleno
selina-3,11-dien-6-a-ol
cariofila-4(14),8(15)-dien-5-a-ol
cubenol

T-muurolol b
7-cadinol

(E)-asarona

intermedeol

a-eudesmol

B-eudesmol ab
epi-B-bisabolol a
neo-intermedeol b
intermedeol

14-hidroxi-9-epi-( E)-cariofileno

cadaleno

epi-a-bisabolol

ciclocolorenona

benzoato de benzila a

T OTOTCT

1507
1509
1512
1519
1519
1534
1541
1543
1543
1551
1553
1564

1573
1575
1575
1595
1603
1607
1612
1613

1632
1638
1645
1650
1652
1659
1659
1661
1661
1663
1668
1667
1668
1668
1668
1676
1683
1685
1690
1692
1697
1699
1701
1706
1713
1805

1506
1496
1490
1498
1492
1512
1531
1529
1522
1496
1507
1546

1563
1533
1567
1573
1587
1583
1617

1608
1660
1680
1629
1632
1631
1619
1714
1644
1641
1647
1642
1640
1676
1667
1654
1651
1672
1660
1667
1670
1677
1685
1761
1760

827
926
922
957
926
934
893
921
892
920
873
903

904
954
923
943
941
949
950
829

939
875
931
828
934
838
811
863
811
851
907
905
881
877
857
891
895
926
906
947
934
892
898
928
835
935

827
926
922
957
926
934
893
921
892
920
873
903

904
954
923
943
941
949
950
829

939
875
938
828
934
838
811
863
811
851
907
905
882
877
857
898
895
926
906
967
938
892
898
928
835
935

4663
2259
4716
4282
4942
6422
5328
5378
5327
6648
5392
7610

4669
6705
3619
9670
7550
8763
8202
3851

8850
7406
6310
2721
6336
3989
4976
3555
1458
5013
4507
3665
3562
4688
6420
4140
5018
9680
5485
5271
5512
4761
8074
4162
3474
8431

S — similaridade; R — reverso; P — probabilidade;

*

confirmacédo de identidade realizada com

compostos padrdo; a — compostos identificados tentativamente por 1D-GC;b — compostos
tentativamente identificados no 6leo de E. dunnii por GCxGC/TOFMS.
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Figura 54. Relacéo existente entre LTPRI de referéncia'®® e os LTPRI obtidos por
GCxGC/TOFMS, para o 6leo volatil de P. guajava.

Por 1D-GC foram detectados 70 picos no éleo volétil de P. guajava, dos quais
foram tentativamente identificados 43 compostos (Tabela XXXI), enquanto que por
GCxGC foram detectados 387 picos, e identificados tentativamente 147 compostos
(Tabela XXXII). Dos 147 picos tentativamente identificados, 29 também foram
identificados por 1D-GC. Entretanto, alguns picos foram tentativamente identificados
como compostos diferentes, tal como o 5-epi-7-epi-a-eudesmol (pico 52 da Tabela
XXXI), que foi identificado por 1D-GC, mas nao foi identificado por GCxGC. A regido
de eluicdo desse pico no diagrama de cores obtido por GCxGC/TOFMS esta
ilustrada na Figura 55. O pico identificado por 1D-GC como 5-epi-7-epi-a-eudesmol
poderia estar na regido do pico 125, tentativamente identificado como neo-
intermedeol (Tabela XXXII). A separacado entre os picos 125, 126 e 127 nao foi
possivel por 1D-GC. A Figura 56 apresenta os espectros de massas obtidos para
esses trés picos por GCxGC, e a Figura 57 ilustra o pico 52 obtido por 1D-GC, e
alguns ions selecionados que demonstram uma possivel co-eluicdo, e o espectro de
massas experimental. Esses ions ndo sdo abundantes no espectro de massas
desse pico, mas foram selecionados por demonstrarem a possibilidade da presenca
de mais de uma substancia. Quando os ions mais abundantes desse espectro de
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massas foram selecionados (ndo apresentado), nao apareceram evidéncias de co-
eluicdo. Como varios ions que estdo presentes nos trés espectros da Figura 56
apresentam abundancias relativas semelhantes, ndo seria possivel realizar uma
deconvolucao espectral para isolar os compostos neste pico obtido por 1D-GC. Além
disso, a presenca do ion com m/z 222 no espectro de massas obtido para esse pico,
ainda sugere uma coeluicdo com um sesquiterpeno oxigenado. Sendo assim, o
aumento da resolugédo obtida por GCxGC em comparacdo a 1D-GC permite uma
identificagdo tentativa com espectros de massas com menor numero de
interferentes, mas ndo necessariamente isentos deles, devido a possibilidade de co-
eluicdo ainda estar presente, mesmo por GCxGC. Além disso, os LTPRI obtidos em
diferentes conjuntos de colunas possibilitam um aumento na qualidade da
identificacao tentativa de compostos de 6leos volateis de plantas.

Masses: TIC

3,56

tempo de retencdo na segunda dimenséo (s)
3,06

©O
w

075 2275 2475 2675
tempo de retencdo na primeira dimensao (s)

Figura 55. Regidao do diagrama de cores do 6leo de P. guajava obtido por
GCxGC/TOFMS, correspondente a regidao do 5-epi-7-epi-a-eudesmol em 1D-GC.
Identificacao tentativa dos picos esta apresentada na Tabela XXXII.
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Espectros de massas dos picos cromatograficos 125, 126 e 127,

obtidos por GCxGC/TOFMS apresentados na Tabela XXXII.
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Figura 57.

TIC e ions selecionados para o pico 52 obtido por 1D-GC/gMS (Tabela

XXXI), e abaixo, espectro de massas obtido experimentalmente para a regiao central

desse pico.
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4.2.4 Resumo dos resultados obtidos para os déleos volateis

Foram tentativamente identificados 112 compostos no 6leo volétil de E. dunnii
por GCxGC, enquanto que por 1D-GC apenas 34 compostos foram tentativamente
identificados. De forma semelhante, no 6leo volatil de P. guajava 147 compostos
foram tentativamente identificados por GCxGC, comparativamente aos 43
tentativamente identificados por 1D-GC.

Os LTPRI obtidos por GCxGC apresentaram relagdes lineares com os LTPRI
de referéncia relativos a 1D-GC e também com LTPRI calculados
experimentalmente para compostos padrédo, tornando possivel a comparagéo direta
de dados obtidos experimentalmente para compostos desconhecidos com dados de
literatura de 1D-GC ja existentes. No processo de identificagdo tentativa foi também
empregada a selecédo de ions caracteristicos de classes quimicas e a estruturacao

destas classes no espacgo de separagao.
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5. CONCLUSOES
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5 CONCLUSOES

Amostras petroquimicas

A otimizagdo feita no detector NPD para utilizacgio em GCxGC foi
fundamental para o desenvolvimento do método, e representa um avango em termos
de obtencdo de resultados analiticos. O método desenvolvido para andlise
quantitativa dos compostos nitrogenados presentes no GOP e no RAT por GCxGC-
NPD foi eficaz, agregando informacbes analiticas, as quais ndo séo passiveis de
obter por outras técnicas. A caracterizacdo realizada por GCxGC/TOFMS foi
fundamental para uma maior compreensdo da distribuicdo das classes quimicas
nitrogenadas presentes nestas amostras. A separacdo cromatografica obtida e a
observacédo da distribuicao dos isébmeros dentro de uma mesma classe, com picos
definidos e espectros de massas caracteristicos para amostras e analitos
conhecidos por formarem misturas complexas nao resolvidas, esta sendo reportado
pela primeira vez para compostos nitrogenados dessa natureza. Entretanto, a
identificacdo tentativa realizada ndo pode ser considerada definitiva, uma vez que a
complexidade elevada das amostras (mais de 10.000 picos nos extratos ricos em
compostos nitrogenados), e a auséncia de uma biblioteca mais abrangente de
espectros de massas para esse tipo de compostos, aumentam a possibilidade da
existéncia de classes quimicas que nao foram apresentadas no presente trabalho.
Por esse estudo, foi possivel perceber a modificacdo do enfoque analitico para
amostras de grande complexidade com a utilizacdo de GCxGC, uma vez que a
informacdo analitica obtida é de tamanha riqueza, que impossibilita uma varredura
geral da amostra. Neste sentido, torna-se necessario focar a investigacdo em
classes quimicas de interesse, ou até em estudos mais especificos para
acompanhamento de processos, utilizando-se etapas de classificacao e identificacdo

de padrdes de distribuicdo de compostos no espaco de separagéo’.

Oleos volateis

A comparacéo realizada entre 1D-GC/gMS, GCxGC/gMS e GCxGC/TOFMS para
as amostras de 6leo de E. dunnii permitiu observar que a utilizagdo de GCxGC/gMS
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€ importante para o aumento da resolugcdo entre os picos, se comparado a 1D-
GC/gMS, entretanto, a qualidade dos espectros de massas obtidos foi inferior a 1D-
GC/gMS para a maior parte dos compostos deste Oleo. A utilizagcdo de
espectrometros de massas com taxas de aquisicdo superiores poderia minimizar
esse efeito. A utilizacdo de GCxGC/TOFMS apresentou melhor resultado em termos
de numero de compostos tentativamente identificados através da comparacao dos
espectros de massas dos analitos com os das bibliotecas NIST e Adams.

Para as duas amostras de 6leo estudadas (E. dunnii e P. guajava), a técnica
analitica que apresentou melhores resultados foi GCxGC/TOFMS utilizando-se um
conjunto de colunas normal. Varios picos cromatograficos apresentaram espectros
de massas de melhor qualidade (menor influéncia de interferentes) por
GCxGC/TOFMS do que pelas outras técnicas utilizadas, porém nao se verificou
similaridade destes com os espectros de referéncia. Supbe-se que 0 numero de
compostos tentativamente identificados nos dois 6leos volateis estudados poderia
ser significativamente maior se uma biblioteca de espectros de massas mais rica
fosse empregada. Um estudo futuro desses espectros de massas pode levar a
identificacdo de novos compostos quimicos nesse tipo de 6leo.

As relagbes lineares encontradas entre os LTPRI dos compostos dos 0leos
volateis e aqueles existentes na literatura para compostos padrao em 1D-GC
constituem-se em uma ferramenta muito importante no processo de identificacao
tentativa de compostos de 6leos volateis, ndo apenas por permitir a comparacao
direta com dados de referéncia obtidos por 1D-GC, mas também por agregar
informacdes quanto a retencdo dos compostos em uma coluna cromatografica com
caracteristicas diferentes da empregada na obtencéo desses indices. O aumento de
resolucdo e da sensibilidade obtidos por GCxGC e os dados de retencdo na
segunda dimensdo conduzem a um novo patamar de informacdo analitica na

investigagéo de 6leos volateis de plantas.
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7 ANEXOS

71 ANEXO 1 - ESPECTROS DE MASSAS DE COMPOSTOS
TENTATIVAMENTE IDENTIFICADOS NA FRACAO NEUTRA DO GOP.

Alquil-carbazdis com 5 carbonos alquilicos.

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 417, at 2364 , 1,280 sec , sec (Spec # 212528)

208

1000

500

120 140 160 180 200 220 240 260 280
Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 433, at 2412 , 1,470 sec , sec (Spec # 217347)

1000 208
] 223

500 4
1 191 234
s s 1o 12 165 w0 g )|

120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 449, at 2466 , 1,400 sec , sec (Spec # 222740)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 481, at 2580 , 1,660 sec , sec (Spec # 234166)

1000 233

500 208

E‘M \11\5 127 13\9 1\5\-2 16\\5 1\5\50 lﬁ\\z L1 ‘ 232
I nly i in AT uly plih Il It il Il
L B A ARana:

120 140 160 180 200 220 240 260 280
Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 489, at 2604 , 1,700 sec , sec (Spec # 236570)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 501, at 2634 , 1,760 sec , sec (Spec # 239576)

1000 223

SOOE 208

Up ogs tzz 139 1s2 168 %0 Ml
1 Iy i} I ! i b |
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 511, at 2658 , 1,860 sec , sec (Spec # 241986)

208

1000

500

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 534, at 2712 , 1,960 sec , sec (Spec # 247396)
1000 223

500 208

180
111 127 139 152 166 H“ 1\?\2 UH‘ I ‘

120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 536, at 2718 , 2,220 sec , sec (Spec # 248022)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 548, at 2760 , 2,090 sec , sec (Spec # 252209)
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500 208
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120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 553, at 2772, 2,090 sec , sec (Spec # 253409)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 570, at 2832, 2,170 sec , sec (Spec # 259417)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 480, at 2580 , 1,300 sec , sec (Spec # 2341
30)
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|| 115 157 139
120 140 160 180 200 220 240 260 280
Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 487, at 2604 , 1,120 sec , sec (Spec # 236512)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 518, at 2676 , 1,370 sec , sec (Spec # 2437
37)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 545, at 2748 , 1,830 sec , sec (Spec # 250983)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 564, at 2808 , 1,720 sec , sec (Spec # 256972)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 622, at 2982 , 1,860 sec , sec (Spec # 2743
86)

1000 237
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120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 650, at 3084 , 2,150 sec , sec (Spec # 284615)

1000 215

500
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280
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Alquil-carbazois com 6 carbonos alquilicos.

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 539, at 2730 , 0,980 sec , sec (Spec # 249098)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 550, at 2766 , 1,110 sec , sec (Spec # 252711)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 551, at 2772 , 0,990 sec , sec (Spec # 253299)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 562, at 2808 , 1,220 sec , sec (Spec # 256922)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 585, at 2886 , 1,530 sec , sec (Spec # 264753)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 594, at 2898 , 1,190 sec , sec (Spec # 265919)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 605, at 2928 , 1,370 sec , sec (Spec # 268937)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 613, at 2958 , 1,370 sec , sec (Spec # 271937)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 630, at 3006 , 1,480 sec , sec (Spec # 276748)

236

-

o

o

o
1

500

191
b 52 65

120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 633, at 3012, 1,540 sec , sec (Spec # 277354)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 669, at 3132 , 1,800 sec , sec (Spec # 289380)

1000 236

500

120 140 160 180 200 220 240 260 280
Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 672, at 3150 , 1,650 sec , sec (Spec # 291165)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 695, at 3228 , 1,840 sec , sec (Spec # 298984)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 711, at 3300, 1,920 sec , sec (Spec # 306192)
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Alquil-carbazois com 7 carbonos alquilicos.

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 626, at 2994 , 1,000 sec , sec (Spec # 275500)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 660, at 3108 , 1,190 sec , sec (Spec # 286919)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 691, at 3216 , 1,390 sec , sec (Spec # 297739)
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Alquil-carbazois com 8 carbonos alquilicos.

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 730, at 3360 , 1,200 sec , sec (Spec # 312120)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 742, at 3396 , 1,350 sec , sec (Spec # 315735)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 754, at 3450 , 1,340 sec , sec (Spec # 321134)
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Metil-benzocarbazois.

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 734, at 3372, 3,730 sec , sec (Spec # 313573)

1000+ 231
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 756, at 3450 , 3,860 sec , sec (Spec # 321386)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 761, at 3468 , 3,710 sec , sec (Spec # 323171)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 769, at 3504 , 4,070 sec , sec (Spec # 326807)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 769, at 3504 , 4,070 sec , sec (Spec # 326807)
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Library Hit - simiarity 780, "Pyridine, 3,4-dipheny}+"
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 787, at 3588 , 4,550 sec , sec (Spec # 335255)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 796, at 3624 , 4,510 sec , sec (Spec # 338851)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 817, at 3696 , 4,970 sec , sec (Spec # 346097)
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Alquil-benzocarbazbis com 2 carbonos alquilicos.

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 763, at 3480 , 3,160 sec , se
c (Spec # 324316)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 774, at 3540 , 3,170 sec , sec (Spec # 3

30317)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 793, at 3612 , 3,400 sec , sec (Spec # 3
37540)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 803, at 3654 , 3,430 sec , sec (Spec # 3
41743)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 808, at 3666 , 3,700 sec , sec (Spec # 3
42970)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 819, at 3702 , 3,430 sec , sec (Spec # 3
46543)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 820, at 3708 , 4,000 sec , sec (Spec # 3
47200)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 828, at 3732, 4,020 sec , sec (Spec # 3
49602)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 833, at 3762 , 3,940 sec , sec (Spec # 3
52594)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 850, at 3822 , 4,100 sec , sec (Spec # 3
58610)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 855, at 3834 , 4,440 sec , sec (Spec # 3
59844)
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\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\

260 280
Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05.2", peak 864, at 3858 , 4,290 sec , sec (Spec # 3
62229)
1000 245

163 176 189 20 247 \,,,,,277

240 260 280

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05.2", peak 879, at 3924 , 4,330 sec , sec (Spec # 3
68833)
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260 280

Alquil-benzocarbazdbis com 3 carbonos alquilicos.

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 844, at 3798 , 3,170 sec , sec (Spec # 3
56117)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 861, at 3852, 3,190 sec, sec (Spec # 3
61519)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 866, at 3864 , 3,340 sec , sec (Spec # 3
62734)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 876, at 3906 , 3,540 sec , sec (Spec # 3
66954)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 882, at 3936 , 3,410 sec , sec (Spec # 3
69941)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 896, at 4008 , 3,520 sec , sec (Spec # 3
77152)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 898, at 4020 , 3,580 sec , sec (Spec # 3
78358)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 900, at 4038 , 3,610 sec , sec (Spec # 3
80161)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 908, at 4074 , 3,840 sec , sec (Spec # 3
83784)
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Alquil-benzocarbazbis com 4 carbonos alquilicos.

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 887, at 3972 , 2,880 sec , sec
(Spec # 373488)

273
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120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 897, at 4020 , 2,800 sec , sec
(Spec # 378280)
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120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 902, at 4044 , 2,930 sec , sec
(Spec # 380693)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 904, at 4062 , 2,960 sec , sec
(Spec # 382496)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 911, at 4086 , 3,160 sec , sec
(Spec # 384916)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 914, at 4104 , 3,170 sec , sec
(Spec # 386717)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 930, at 4158 , 3,200 sec , sec
(Spec # 392120)

1000
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 936, at 4182 , 3,150 sec , sec
(Spec # 394515)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 941, at 4200 , 3,320 sec , sec
(Spec # 396332)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 951, at 4236 , 3,360 sec , sec
(Spec # 399936)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 956, at 4248 , 3,560 sec , sec
(Spec # 401156)
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Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 961, at 4284 , 3,730 sec , sec
(Spec # 404773)

1000 273
500

Carin von Mihlen

177



Tese de Doutorado

Alquil-benzocarbazbis com 5 carbonos alquilicos.

Peak True - sample "GNR1 6s 22/12/05:2", peak 955, at 4248 , 2,960 sec , sec (Spe
c # 401096)

1000

500
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72 ANEXO 2 - ESPECTROS DE MASSAS DE COMPOSTOS
TENTATIVAMENTE IDENTIFICADOS NA FRACAO BASICA DO GOP.

Alquil-quinolinas com 3 carbonos alquilicos.

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 532, at 2136 , 0,840 sec , sec (
Spec # 189684)
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Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 551, at 2160 , 1,140 sec , sec (
Spec # 192114)

1000
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60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Alquil-quinolinas com 4 carbonos alquilicos.

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 776, at 2382 , 0,770 sec , sec (
Spec # 214277)

1000
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60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 804, at 2412 , 0,770 sec , sec (
Spec # 217277)
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60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 845, at 2460 , 0,820 sec , sec (
Spec # 222082)

1000

500

Alquil-quinolinas com 5 carbonos alquilicos.
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Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 1017, at 2598 , 0,720 sec , sec
(Spec # 235872)

1000
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60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 1133, at 2694 , 0,770 sec , sec
(Spec # 245477)

1000
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Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 1317, at 2862 , 1,190 sec , sec
(Spec # 262319)

1000
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60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Metil-dibenzoquinolinas.

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 1648, at 3198 , 2,830 sec, sec (
Spec # 296083)
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Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 1759, at 3342, 3,510 sec, sec (
Spec # 310551)
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51 75 100 121 439 163 187 254

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 1786, at 3390 , 3,330 sec, sec (
Spec # 315333)
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Carin von Mihlen

180



Tese de Doutorado

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 1803, at 3408 , 3,500 sec , sec (
Spec # 317150)
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Alquil-dibenzoquinolinas com 2 carbonos alquilicos .

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 1850, at 3492 , 2,730 sec , sec (
Spec # 325473)
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Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 1863, at 3522, 2,890 sec , sec (
Spec # 328489)

1000 257

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 1898, at 3588 , 3,400 sec , sec (
Spec # 335140)

1000 257

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 1928, at 3636 , 2,990 sec , sec (
Spec # 339899)

1000 237

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 1931, at 3642 , 3,330 sec, sec (
Spec # 340533)
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Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 1953, at 3684 , 3,490 sec , sec (
Spec # 344749)

257

1000

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Alquil-dibenzoquinolinas com 3 carbonos alquilicos.

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 1978, at 3744 , 2,480 sec, sec (
Spec # 350648)

271

1000

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 2039, at 3870 , 3,220 sec, sec (
Spec # 363322)

1000 271

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 2051, at 3900 , 3,130 sec, sec (
Spec # 366313)

1000 271

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 2076, at 3966 , 3,220 sec, sec (
Spec # 372922)

1000 271

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
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Alquil-dibenzoquinolinas com 4 carbonos alquilicos.

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 2068, at 3948 , 2,280 sec , sec (
Spec # 371028)

1000

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 2115, at 4050 , 2,560 sec , sec (
Spec # 381256)

1000

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 2139, at 4104 , 2,890 sec , sec (

Spec # 386689)

1000

177 202 226 243

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 2152, at 4140, 2,830 sec, sec (

Spec # 390283)

1000

126 253 270

147 165

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Peak True - sample "Gbrl 6s sp1:50 22/12/05:1", peak 2180, at 4230, 3,170 sec , sec (
Spec # 399317)

1000

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
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7.3 ANEXO 3 - PRODUCAO CIENTIFICA GERADA

Artigos completos publicados em periédicos

1. von Muhlen, C., Zini, C. A., Caramao, E. B., Marriott, P. J.
Applications of comprehensive two-dimensional gas chromatography to the characterization of
petrochemical and related samples. Journal of Chromatography - A, v.1105, p.39 - 50, 2006.

2. von Mihlen, C., Zini, C. A., Caramao, E. B., Marriott, P. J.
Caracterizagao de amostras petroquimicas e derivados utilizando cromatografia gasosa bidimensional
abrangente (GCxGC). Quimica Nova, v.29, p.765 - 775, 2006.

3. von Mihlen, C., Khummueng, W., Zini, C. A., Caramao, E. B., Marriott, P. J.
Detector Technologies for Comprehensive Two-Dimensional Gas Chromatography. Journal of
Separation Science, v.29, p.1909 - 1921, 2006.

4. von Mihlen, C., Zini, C. A., Caramao, E. B., Marriott, P. J.
Nomenclatura na lingua portuguesa em Cromatografia Multidimensional Abrangente. Quimica Nova,
2007.

Artigos completos submetidos para publicacao

1. von Muhlen, C., Oliveira, E. C., Morrison, P., Zini, C. A., Caramao, E. B., Marriott, P. J.
Qualitative and Quantitative Study of Nitrogen-containing Compounds in Heavy Gas Oil using
Comprehensive Two-Dimensional Gas Chromatography with Nitrogen Phosphorus Detection. Journal

of Separation Science, 2007.

2. von Mahlen, C., Zini, C. A., Caraméao, E. B., Marriott, P. J. Comparative Study of Eucalyptus dunnii
Volatile Oil Composition Using Comprehensive Two-dimensional Gas Chromatography Coupled to a
Quadrupole Mass Spectrometer (GCxGC/qMS) and Conventional GC/gMS. Journal of
Chromatography — A, 2007.

Apresentacoes orais em eventos

1. von MUhlen, C.

Applications of Comprehensive Two-Dimensional Gas Chromatography (GCxGC) to the
Characterization of Petrochemical and Related Samples.

Simpdsio Xl — Combustiveis - Il Simposio de Cromatografia (SIMCRO), 2006, Sao Pedro, SP.
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2. Zini, C.A.

Applications of Comprehensive Two-dimensional Gas Chromatography to the Characterization of
Volatile Oils.

Simpésio VII — Oleos Essenciais, Aromas, Fragranicas - || Simpésio de Cromatografia (SIMCRO),
2006, Sao Pedro, SP.

3. Zini, C.A.

Study of Nitrogen Containing Compounds in Petrochemical Samples Using GCxGC-NPD and
GCxGC/TOFMS.

3rd GCxGC Symposium, 2006, Riva del Garda, Italia.

4. von Mihlen, C.

GCxGC-NPD optimization for nitrogen containing compounds in petroleum samples.

13"™ Annual RACI R&D Topics Meeting in Analytical and Environmental Chemistry, 2005, Mt Eliza,
VIC, Australia.

Trabalhos resumidos em eventos

1. von Muhlen, C., Oliveira, E. C., Marriott, P. J., Zini, C. A., Caramao, E. B.

Applications of Comprehensive Two-Dimensional Gas Chromatography (GCxGC) to the
Characterization of Nitrogen-Containing Compounds in Heavy Fractions of Brazilian Petroleum I
Simpésio de Cromatografia (SIMCRO), 2006, Sao Pedro, SP.

Livro de Resumos SIMCRO 2006, 2006. p.32 - 32

2. von Mihlen, C., Marriott, P. J., Zini, C. A., Caramao, E. B.

Optimization of Nitrogen and Phosphorous Detector (NPD) for Comprehensive Two-Dimensional Gas
Chromatography (GCxGC)

Il Simpodsio de Cromatografia (SIMCRO), 2006, Sao Pedro, SP.

Livro de Resumos SIMCRO 2006, 2006.

3. von Muhlen, C., Zini, C. A., Marriott, P. J., Caramao, E. B.

Study of Eucalyptus Dunnii Volatile Oil Composition Using Comprehensive Two-Dimensional Gas
Chromatography Coupled to a Quadrupole Mass Spectrometer

[l Simpdsio de Cromatografia (SIMCRO), 2006, Sao Pedro.

Livro de Resumos SIMCRO 2006, 2006. p.30 - 30

4. von Muhlen, C., Oliveira, E. C., Marriott, P. J., Zini, C. A., Caramao, E. B.
Study of Nitrogen Containing Compounds in Petrochemical Samples Using GCxGC-NPD and
GCxGC/TOFMS
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3rd GCxGC Symposium, 2006, Riva del Garda, Italia.
Book of Abstracts, 2006.

5. von Mihlen, C., Marriott, P. J., Zini, C. A., Caramaéo, E. B.

Characterization of Volatile Oils from Brazilian Plants Using GCxGC

29th International Symposium on Capillary Chromatography, 2006, Riva del Garda, Italia
Book of Abstracts, 2006.

6. von Mihlen, C., Marriott, P. J., Zini, C. A., Caramao, E. B.

GCxGC-NPD optimization for nitrogen containing compounds in petroleum samples

13th Annual RACI R&D Topics Meeting in Analytical and Environmental Chemistry, 2005, Mt Eliza,
VIC, Australia.

Book of Abstracts, v.13, 2005.
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