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LISTA DE ABREVIATURAS

PE: Ponto de Ebulicéo.

TAN: Numero de Acidez Total (do inglés total acid number).

API: escala idealizada pelo American Petroleum Institute para medir a densidade relativa de
liquidos. Esta escala varia inversamente com a densidade relativa, ou seja, quanto maior a
densidade relativa menor o grau API.

AN: Acidos Nafténicos.

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (do inglés High Performance Liquid
Chromatography).

SARA: Saturados, Aromaticos, Resinas e Asfaltenos.

SPE: Extracdo em Fase Sdlida (do inglés Solid Phase Microextraction).

SAX: Trocador Forte de Anions (do inglés strong anion exchange).

MTBE: metil-terc-butil-éter.

NMR-H: Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (do inglés nuclear magnetic
resonance hydrogen).

NMR-C: Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (do inglés nuclear magnetic resonance
carbon).

FT-IR: Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (do inglés infrared
spectroscopy Fourier transform).

MS: Espectrometria de Massas (do inglés mass spectrometry).

GC/MS: Cromatografia Gasosa com Detector de Espectrometria de Massas (do inglés Gas
Chromatography / Mass Spectrometry).

El: lonizacdo por Impacto eletrénico.

t-BDMS: terc-butildimetilsilil.

MTBDSTFA: N-metil-N-(t-butildimetilsilil) trifluoracetamida.

GC x GC: Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente.

1D-GC: Cromatografia Gasosa Monodimensional.

prepHPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Escala Preparativa (do inglés
Preparative High Performance Liquid Chromatography).

DCM: Diclorometano.(retirar pela Regina)

MeOH: Metanol. (retirar pela Regina)

PTFE: Membrana de Politetrafluoretileno.

GC/gMS: Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrométro de Massas Quadrupolar.

Vi



GCxGC-FID: Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente com Detector de lonizagéo
por Chama (do inglés Gas Chromatography x Gas Chromatography/ Flame lonization
Detector)

GCxGC/TOFMS: Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente com Detector de
Espectrospopia de Massas por Tempo de V6o (do inglés Gas Chromatography x Gas

Chromatography / Time of Fly Mass Spectrometry)
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RESUMO

Os acidos nafténicos (AN) sdo considerados 0s principais responsaveis pela corrosao
durante a fase liquida do refino de petréleo e, como os 6leos crus nacionais apresentam altos
indices de acidez, medidos pelo indice TAN (do inglés total acid number), tém recebido
especial atencdo em recentes pesquisas sobre seu conteldo e natureza. Contudo, ndo existe
um método de extracdo validado que permita extrair os AN do petréleo em quantidade
suficiente para a caracterizacdo e identificacdo estrutural. Neste trabalho foram testados varios
métodos de extracdo dos AN (cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala preparativa,
cromatografia liquida em coluna aberta e extracdo em fase solida) para duas fracdes de
petréleo brasileiro com elevada acidez. Foram avaliadas as diferentes fases estacionarias e o
melhor procedimento foi a extragdo em fase solida com fase SAX. Os extratos e uma amostra
técnica de AN foram analisados por cromatografia gasosa monodimensional e bidimensional
abrangente com detectores de ionizagdo por chama e espectrometria de massas. Para a mistura
técnica de AN também se fez uso de técnicas espectroscopicas (ressonancia magnética
nuclear e infravermelho) que se mostraram eficientes para a sua caracterizacdo, alem das
técnicas cromatograficas. Os resultados indicaram a presenca majoritaria de acidos
carboxilicos aciclicos com até Cy e de alguns AN monociclicos com até 18 atomos de

carbono.



ABSTRACT

Naphthenic acids (NA) are considered primarily responsible for corrosion in the liquid
phase of the petroleum refining, and as national crude oils presents high levels of acidity,
measured by the TAN (Total Acid Number), they have receiving special attention in recent
research about their content and nature. However, there is no validated extraction method that
allows extracting the NA oil in sufficient quantity for characterization and structural
identification. Several methods for extraction of NA were tested in this study (HPLC in
preparative scale, open column liquid chromatograhpy and solid phase extraction) for two
fractions of Brazilian oil with high acidity. Different stationary phases were evaluated and the
best procedure is the solid phase extraction with SAX phase. The extracts and a technique NA
sample were analyzed by gas chromatography mono dimensional and comprehensive two-
dimensional with detector flame ionization and mass spectrometry. For technical mixture of
NA it was also carried out spectroscopic techniques (nuclear magnetic resonance and
infrared) that have proven to be successful for this characterization, in addition to
chromatographic techniques. The results indicated the predominant presence of carboxylic

acids up to Cy alcohols and some NA monocyclic up to 18 carbon atoms.



Introducao

1. INTRODUCAO

Os oleos crus provenientes de vdrias partes do mundo freqiientemente apresentam acidos
organicos de ocorréncia natural, em sua constituicdo. No ambito nacional, o petréleo brasileiro e,
conseqiientemente, todos os seus derivados obtidos por destilacdo sdo considerados 4cidos, ja que
a Bacia de Campos — maior produtora — é responsavel pela geracdo dos cinco 6leos mais acidos
do pais.

Os 4cidos carboxilicos presentes no petréleo sdo encontrados principalmente nos 6leos crus
imaturos, biodegradados, fracdes e 6leos pesados, bem como nas dguas geradas na extracdo do
6leo cru e betume. Tais dcidos sdo denominados nafténicos por apresentarem estruturas de anéis
saturados, predominando os de cinco ou seis membros € uma Unica carboxila. Entretanto, no
setor de produgdo e refino, o termo acido nafténico corresponde a todos os tipos de 4cidos
organicos encontrados, tais como aciclicos e ciclicos saturados, além dos aromaticos.

Os é4cidos nafténicos possuem propriedades quimicas interessantes sob o ponto de vista
cientifico e comercial. Sao muito uteis na Geoquimica, j4 que podem ser considerados uma classe
de biomarcadores, os quais indicam os niveis de maturidade e biodegradag¢do de um reservatorio,
além de identificar uma possivel fonte geradora. No contexto industrial, alguns destes acidos
podem ser convertidos em sais metdlicos, muito utilizados na industria de tintas, resinas,
fungicidas e polimeros.

A presenca dos acidos nafténicos no petréleo e derivados leva a uma série de problemas e
desafios, destacando-se a corrosdo nas unidades de refino, desenvolvimento de novas tecnologias
na drea de Exploragdo & Produgdo e depreciacdo no mercado do petrdleo. Sabe-se que este grupo
de 4cidos sdo os principais responsaveis pela corrosdao em fase liquida durante o refino. Embora a
literatura registre o ataque 4cido ao ferro, o mecanismo de corrosdo nas superficies metalicas
ainda ndo é totalmente conhecido.

O aumento da demanda, aliado ao declinio das reservas de 6leos leves, levaram a descoberta
de novos campos de producdo, muito dos quais fornecem 6leos de caracteristicas diferenciadas,
como os Oleos pesados, extrapesados e dcidos em ambiente offshore (extracdo em dguas
profundas). Estes 6leos, por sua vez, necessitam de unidades de conversdo e processamento de
alta capacidade, para transformd-los em combustiveis mais nobres, implicando na geracdo de

tecnologias custo/efetivas.
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Os dcidos nafténicos integram um grupo complexo de 4cidos carboxilicos, apresentando uma
composi¢do heterogénea, constituindo uma fracdo de milhares de compostos diferentes.
Usualmente, a determinacdo do conteido de 4cidos em Oleos se dd através de titulacdo ndo
aquosa com KOH, a partir da qual se obtém o nimero de acidez total. Entretanto, este ndo € o
Unico parametro a ser considerado, visto que pesquisas mais recentes demonstraram pouca
correlagdo linear entre a corrosdo real a que as unidades estariam submetidas e o respectivo
indice de acidez. Isto indica que o conteudo total de dcidos ndo € o unico fator envolvido e,
portanto, sdo essenciais 0s esfor¢os para desenvolver métodos efetivos de isolamento e
caracterizacdo dos acidos nafténicos.

Por se apresentarem em concentragdes baixas e pertencerem a uma matriz de elevada
complexidade, a caracterizagcdo dos dcidos naft€nicos tem sido um desafio para a drea de Quimica
Analitica. Dentre os métodos de extracdo aplicaveis, constam a extracdo liquido-liquido, a
cromatografia liquida preparativa em coluna aberta e de alta eficiéncia e a extracdo em fase
sélida.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas é uma técnica analitica
amplamente utilizada para amostras petroquimicas. Embora sejam necessdrias, etapas de
isolamento e derivatizagdo dos compostos polares ainda. Contudo, nem sempre ocorre a
separacao individual dos componentes e, freqlientemente, os cromatogramas apresentam as
chamadas misturas complexas nao resolvidas, as quais tornam a andlise muito dificil. Além disso,
a extensa fragmentacdo dos interferentes acidos aciclicos — comuns nas fragdes polares € em
misturas técnicas — no espectrdmetro de massas, fornece informacgdes limitadas sobre estrutura e
massa molecular dos 4cidos nafténicos.

A cromatografia gasosa bidimensional abrangente é uma ferramenta analitica que vem sendo
aplicada com sucesso a amostras complexas, dentre as quais as petroquimicas. Algumas das
vantagens dessa técnica sdo o aumento da capacidade de picos em func¢do do espaco
bidimensional de separacdo e a estruturagdo dos compostos de acordo com a classe quimica.

O estudo dos 4cidos nafténicos se torna relevante, tanto do ponto de vista analitico como da
tecnologia de refino do petréleo, pois além de se apresentarem em concentragdes baixissimas,
pertencem a uma matriz complexa de grande interesse econdmico.

O objetivo geral desse trabalho foi utilizar métodos de extragdo e de andlise dos compostos

acidos, em especial, os 4cidos nafténicos presentes em derivados pesados do petrdleo brasileiro.
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Para tanto, foram considerados os seguintes objetivos especificos:

Avaliar o método de extracdo aplicando cromatografia liquida de alta eficiéncia em
escala preparativa com coluna de silica gel tratada termicamente e silica gel
modificada com hidréxido de potdssio em isopropanol;

Avaliar método de extrac¢do utilizando cromatografia liquida em coluna aberta e as
fases estaciondrias silica gel tratada termicamente e terra diatomécea;

Avaliar o método de extragcdo utilizando extracdo em fase solida para as fases amino-
propil-silica e cloreto de trimetil-propil-amonio-silica;

Otimizar a metodologia de andlise por cromatografia gasosa monodimensional
acoplada a espectrometria de massas usando padrdes de 4dcidos disponiveis;

Aplicar a metodologia de anédlise por cromatografia gasosa monodimensional para os
extratos obtidos;

Usar a metodologia de andlise por cromatografia bidimensional abrangente para os
extratos obtidos;

Comparar os resultados obtidos por cromatografia gasosa monodimensional com a

cromatografia gasosa bidimensional abrangente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. PETROLEO

2.1.1. Origem

A origem do petréleo estd relacionada com a existéncia de rochas geradoras, que se
formam a partir da produgdo, acumulagido e preservacdo de uma determinada fracdo de
matéria organica. Primeiramente, esta matéria é sintetizada por organismos vivos, e apds,
depositada e preservada nos sedimentos. Usualmente, pode-se identificd-la como derivados
organicos de vida terrestre e vida marinha: plantas, fitoplancton e zooplﬁnctonl.

A sucessdo dos principais estagios de evolucdo da matéria orginica - diagénese,
catagénese e metagénese - é comum a todos os tipos de sedimento. Contudo, os pardmetros
mais importantes no processo de geracdo do petrdleo sdo a natureza da matéria orgénica, a
temperatura e o tempo. A quantidade de hidrocarbonetos, sua composi¢ao e a profundidade da
geracdo de 6leo e gds podem mudar, conforme variem estes pardmetros'~.

A formacgdo de uma jazida petrolifera depende de uma configuracdo geoldgica -
arranjo espacial - de rochas selantes e rochas reservatdrios, que possibilitam a acumulagdo do
petréleo’. O petréleo é acumulado nas chamadas rochas reservatério, cujos valores de
permeabilidade e porosidade permitem a producdo de 6leo e gés até a superficie. Por sua vez,
estes s@o retidos em rochas selantes, que apresentam baixa permeabilidade associada a alta
pressdo capilar, de modo a impedir o escape do petréleo. Como as rochas reservatdrios
possuem matéria organica insuficiente para gerar uma quantidade comercialmente necessdria
de petrdleo, o papel da migracdo € relevante para a formacdo dos reservatérios ',

Na sua forma nao refinada, o petréleo é conhecido como 6leo cru’ e sua composi¢cao
pode ser influenciada por eventos ocorridos na sua formagdo, como migracdes,
biodegradagdes e transformagdes quimicas. Conseqiientemente, os constituintes do petréleo
se encontram em propor¢des variadas, resultando em 6leos de composi¢do e caracteristicas

. .. . . . . . 2,56
muito distintas, tais como cor, viscosidade, densidade, acidez e teor de enxofre””".

2.1.2. Composicao

Os compostos do petroleo e das suas fragdes podem ser classificados em dois grandes

grupos: hidrocarbonetos e heterocompostos. Os hidrocarbonetos, compostos organicos
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formados por carbono e hidrogénio, sdao um grupo majoritdrio, alcancando concentragdes que

variam de 50 até 90% em pes07’8’9

e podem ser subdivididos em:

- Alcanos ou parafinas, apresentando cadeia normal ou ramificada, também
designados como alcanos normais e isoalcanos, respectivamente'”.

- Alcanos ciclicos, também conhecidos por naftenos, que podem conter um, dois ou
mais anéis saturados e, portanto, sdo classificados como mono-, di- e policiclicos,
respectivamente. Os anéis nafténicos tém cinco ou seis dtomos de carbono normalmente,
podendo apresentar uma ou mais ramificagdes alquilicas no anel'™.

- Alcenos ou olefinas, que podem ser ramificados, normais ou ciclicos. Oleos crus e
seus derivados obtidos diretamente por destilagdo ndo apresentam olefinas, ja que estes sdo
compostos extremamente reativos que dificilmente se preservam. Os produtos processados,
especialmente aqueles obtidos por craqueamento térmico ou catalitico podem conter
quantidades significantes desses compostosl’z’lo.

- Aromiticos, contendo, pelo menos, um anel benzénico e podendo ter ramificacdes
alquilicas e nafténicas. Sdo classificados de acordo com o ndmero de anéis presentes na
estrutura, sendo denominados mono- di- ou poliaromaticos os que cont€ém um, dois ou mais
anéis aromdticos'.

Os hidrocarbonetos sdo um grupo de interesse em estudos geoquimicos e ambientais -
especialmente os alcanos normais e isoalcanos, naftenos e aromaticos - sendo conhecidos
como fdsseis moleculares ou biomarcadores. Tais compostos fornecem informagdes sobre
ambientes deposicionais, podem ser indicadores de fonte de contaminacdo de &4guas e
sedimentos, grau de maturacdo de matéria orginica em rochas geradoras e nivel de
degradacio, entre outras™' "',

Os heterocompostos se apresentam em menor propor¢do, perfazendo um total de até
15% em peso do 6leo bruto™ . Apresentam, além de carbono e hidrogénio, heterodtomo em
suas estruturas e sdo classificados de acordo com a sua presenca:

- compostos sulfurados: o enxofre € o terceiro elemento mais abundante, em média
0,65%, para uma faixa de 0,02 2 4%’. Os compostos sulfurados apresentam-se como
alifaticos, aromaticos e, mais raramente, pode-se encontrar enxofre na forma elementar>'°,

- compostos nitrogenados: suas concentragdes variam de 0,2 até 2%. Cerca de 90%
dos 6leos crus contém menos do que 0,2% em peso de nitrogénios. Podem ser subdivididos
em compostos nitrogenados neutros, basicos e dcidos™' ™",

- compostos oxigenados: o conteido de oxigenados para a maioria dos dleos crus é

baixo — de 0,1 a 1,5%. Os 4cidos carboxilicos sdo os compostos predominantes e uma grande
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diversidade tem sido identificada, dentre eles fendis, acidos nafténicos, furanos e fenil-
cetonas. Podem estar presentes na forma de sais ou de seus respectivos dcidos'®'>'.

- compostos contendo metais: o petréleo contém uma variedade de metais, destacando-
se vanddio, niquel e ferro. Apresentam-se em baixissimas concentrag¢des, que se estendem de
1000 ppm até cerca de 1 ppb, normalmente®"".

- resinas e asfaltenos: sdo moléculas com estruturas complexas que possuem alta
relacio C/H, além da presenca de enxofre, nitrogénio e oxigénio. Asfaltenos sio
freqiientemente designados na literatura como a fracio do dleo que € insolivel em heptano ou
pentano, permanecendo na forma coloidal no petréleo. As resinas, ao contrdrio, sio
facilmente soliiveis nos mesmos solventes™°. Porfirinas de vanadio e niquel fazem parte dos
asfaltenos. As estruturas moleculares exatas de asfaltenos e resinas ndo sdo bem conhecidas
devido & complexidade quimica'”'®.

Dentro da industria do petrdleo, fracdes, produtos e componentes muitas vezes sao
designados pelo modo de obtencdo ou pelos procedimentos operacionais envolvidos. Desse
modo, fracdes de petrdleo foram classificadas de acordo com suas respectivas densidades.
Uma vez que densidade e faixa de ponto de ebulicdo (PE) freqlientemente se correlacionam,
as fracdes leves sdo aquelas dentro da faixa 0 — 150 °C, as médias dentro de 150 — 370 °C, e
as pesadas, apresentam PE superiores a 370 °C. Contudo, ha fracdes leves e de alto contetddo
aromatico que s@o mais densas quando comparadas a fragdes médias e altamente
parafinicaslo. As fragdes pesadas sdo conhecidas por serem enriquecidas em compostos
polares, também denominados impurezas do petréleo, com moléculas de varidvel

. . " L. 68,1920
aromaticidade e diferentes heterodtomos e grupos funcionais™™ .

2.1.3. Oleos nao convencionais

Sob o contexto mundial da escassez de petrdleo, as previsdes sobre o fim das reservas
ha muito se repetem. Contudo, essas expectativas sdo inconsistentes, jd que ainda ocorrem
descobertas de novas jazidas petroliferas, além de excluirem as novas tecnologias que
propiciam tais descobertas. As ultimas décadas revelaram duas condi¢des bdsicas que
promovem a busca de novas concentragdes de petréleo e gis: o preco do produto e o nivel de
desenvolvimento de tecnologia de exploracdo, produgdo e transporte, que reduzem os
custos>'. Como exemplo, podemos citar o descobrimento de novos campos de dleo pesados,
extrapesados e dcidos em ambiente offshore (extragcdo em dguas profundas) que ganharam em

o . . . 1 20,22
viabilidade econdmica quando comparados aos 6leos leves normalmente comercializados™ .
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Para os 6leos nao convencionais, a distingdo é varidvel no tempo, em funcdo das
tecnologias de refino, exploragdo e produgdo de petréleo. Em linhas gerais, o 6leo
convencional é aquele cuja extracdo € tecnicamente acessivel, custo/efetiva, sendo o dleo
facilmente consumido em qualquer parque de refino. Os 6leos ndo convencionais sdo aqueles
com propriedades bem especificas, que tornam o seu consumo restrito as refinarias capazes de
processa-los de forma economicamente vidvel’.

Dentre os 6leos ndo convencionais, os 6leos dcidos vém ganhando for¢ca no mercado
internacional. Estes 6leos se caracterizam pelo seu teor de dcidos naft€nicos e orgénicos leves,
ou seu grau de acidez, medido pelo nimero de acidez total - TAN (do inglés fotal acid
number). Os acidos nafténicos sdo particularmente importantes devido aos seus efeitos
corrosivos nas refinarias, o que implica investimentos em metalurgia, como o
desenvolvimento e introducdo de ligas avancgadas resistentes a corrosdo. Por outro lado, nos
6leos acidos, a relacdo usualmente linear de densidade APT* e teor de enxofre entre diferentes
petréleos ndo é necessariamente vdlida. Isto ndo apenas indica uma peculiaridade destes
petréleos, que sdo em geral pesados, mas com baixos teores de enxofre, como indica um
potencial de valoriza¢do dos mesmos no mercado internacional’.

No ambito nacional, as conquistas tecnoldgicas, estdo na origem do expressivo
aumento da producdo petrolifera e da recente auto-suficiéncia, conseqiiéncias diretas da
exploragdo do 6leo em dguas profundas e ultraprofundas, que demandam tecnologias
avangadas23 . Conseqiientemente, o refino do petrdleo no Brasil apresenta questdes
particulares, pois os Oleos nacionais possuem caracteristicas distintas dos Oleos leves
normalmente comercializados. As reservas brasileiras fornecem, em sua maior parte, petroleo
pesado, e algumas vezes, dcido, sendo necessdrias unidades de refino de tecnologia avancada
com alta capacidade de conversdo, a fim de transforma-lo em combustiveis mais nobres!**,
Além disto, esses dleos apresentam alguns contaminantes, dentre eles os dcidos nafté€nicos,

~ P . 2526
supostos causadores de corrosdo durante a fase liquida do refino™".

2.2. ACIDOS NAFTENICOS

2.2.1. Ocorréncia

Os 4acidos nafténicos (AN) ocorrem naturalmente no O6leo cru, nas areias

16,27-29

betuminosas e também em 4guas residudrias — resultantes do processo de extragdao de

Dissertacdo de Mestrado — Liliane Dailei Almeida Gruber 7



Revisdo Bibliografica

petrdleo e betume®>*. Eles compreendem parte dos compostos dcidos do petréleo, com teores
varidveis que dependem da fonte do dleo.

Segundo a revisdo feita por Clemente e Fedorak™, a presenca de dcidos carboxilicos
no petrdleo, que incluem os dcidos nafténicos, € resultado de processos de degradacio térmica
ou biodegradagdo bacteriana insuficientes durante a sua formagdo. Acidos carboxilicos tém

35,36

sido encontrados em reservatérios degradados naturalmente e em Oleos crus

biodegradados experimentalmente® .

Os extratos de AN obtidos do petréleo podem conter impurezas. Por exemplo, andlises
por espectrometria na regido do ultravioleta e infravermelho mostraram a presenca de pirrdis,
tiofenos e fendis em 4cidos nafténicos extraidos de um 6leo cru da regido da Califérnia'®.
Adicionalmente, Seifert e Teeter”’ publicaram que a fracdo de AN do mesmo 6leo obtida por
cromatografia em camada delgada continha compostos fendlicos, nitrogenados e sulfurados.
Além dos heterocompostos contendo nitrogénio e enxofre, fracdes dcidas de petréleo muitas
vezes apresentam uma variedade de compostos oxigenados, como polifendis, dcidos graxos e

outros compostos polifuncionais™***'.

2.2.2. Estrutura dos acidos nafténicos

Inicialmente, o termo acido nafténico — ainda muito empregado na inddstria do
petréleo e refino - representava todo o conteido 4cido do petréleo, que incluia desde
estruturas com varios anéis saturados até dcidos graxos e aromaticos. Atualmente, os AN sio

29,30 .
Y com a carboxila

uma mistura de acidos saturados, predominando os monocarboxilicos
ligada a parte alquilica e contendo um ou mais anéis saturados. A Figura 1 apresenta um
esquema geral da estrutura dos AN, no qual m representa o nimero de unidades -CH;-, p o

. e - o242
ndmero de anéis e R a cadeia alquilica™™".

COOH
CH,
m
R p

Figura 1. Estrutura geral dos dcidos nafténicos (adaptada de Kirk-Othmer - 1984)%.
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As estruturas contendo anéis de cinco e seis membros sdo mais abundantes, sendo
raros os dcidos com anéis de quatro e sete membros. O nimero de anéis saturados fundidos
geralmente varia de um a seis, dos quais os cicloexanos aparecem em menor plropor(;e”lo15 .

Uma outra representacdo é através da féormula geral CnHz,,JrZOZ29’30’43’44’45

, ha qual n
indica o nimero de carbonos e Z especifica a deficiéncia de hidrogénio resultante da
formagdo do anel (ciclizagdo). O valor absoluto de Z dividido por 2 fornece o niimero de
anéis nos compostos, os quais podem ser fundidos ou ligados 2 estrutura alquilica®**. Os
componentes aciclicos sdo altamente ramificados, diferenciando-se dos acidos graxos46,
embora também se ajustem a féormula C,Hy,,70; para Z = 0.

Estes acidos carboxilicos constituem uma fragdo de milhares de compostos diferentes
e a sua composicdo é complexa, apresentando variacdes na estrutura e peso molecular 162730,
344749~ Agsim sendo, mais do que um isdmero existird para um determinado Z, e massas
moleculares podem variar de 14 unidades de massa (CH,) entre as n-séries e por 2 unidades
(2H) entre as Z-séries . Headley e colaboradores™ encontraram uma massa molecular média
de aproximadamente 260 para os AN, que pode variar de m/z 180 a 300, presentes em areias
betuminosas da regidao do Athabasca - Canadd. A Figura 2 exemplifica algumas estruturas

moleculares dos 4dcidos nafténicos, para familias de Z = 0 até Z = -6.

CH Q
3
Z=0 \fCHzl%nkOH

0O
R\'/\ )OL R\/\ (CHy) )L

Z=-2 L7 CHn " No00n L~ %™ 'COOH

(0]
e} (0]
Z=-4 2 (GHy N R— (CH )m)L .
Réﬁ GooH %/ ®M COOH g (CHZ)’“)LCOOH

(6] (0]
SRS eo VD S A
\(CHZ)mACOOH T CHan™ Nooon R o (CHZ)m)kCOOH

Figura 2. Estruturas representativas para moléculas de dcidos nafténicos nas familias Z = 0,
Z=-2,7Z=-4eZ=-6.
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2.2.3. Propriedades

Acidos nafténicos ndo destilados sdo escuros, mas os refinados sio liquidos viscosos e
transparentes. Possuem odor caracteristico atribuido as impurezas fendlicas e sulfuradas que
ainda permanecem apds o procedimento de extragdo. O tipo e a quantidade de impurezas
encontradas na mesma fragdo dos 4cidos estio relacionados a rocha geradoraz’ o132,

Os AN apresentam baixa volatilidade, sdo estdveis quimicamente e atuam como
surfactantes naturais. Possuem constante de dissociacdo variando de 10° a 10"6, valores
similares aos encontrados para 4cidos carboxilicos, como por exemplo, os 4cidos acético,

propidnico e palmitico que apresentam constante de dissociagdo de 10™*7, 10*° e 10*7,

respectivamente™. Sais de sédio de 4cidos nafténicos sdo soliiveis em dgua.
2.2.4. Aplicacoes dos acidos nafténicos

Acidos nafténicos estdo disponiveis comercialmente na forma de preparacdes e
também nas denominadas misturas técnicas. Estas ultimas sdo empregadas como padrdes de
AN em andlises e caracterizacdo de amostras, tanto na inddstria como em pesquisa, pois
constituem uma alternativa atraente a auséncia de padrdes certificados. As preparacdes de
dcidos nafténicos sdo obtidas a partir do 6leo cru ou de fragdes, sendo que a maioria dos
dcidos comerciais € oriunda dos destilados como querosene e gasdleo. Dentre os varios
processos comerciais de extragdo, o mais utilizado é a extragdo com soda caustica, porém é
possivel citar também a destilagio, extracio por troca idnica e extragdo com solventes”.

A pureza e composicdo das preparagdes comerciais dependem do método de refino e
da fonte do petrdleo utilizados. Suprimentos comerciais podem conter quantidades
substanciais de compostos fendlicos e sulfurados, dcidos graxos e aromdticos. Até mesmo
preparagdes obtidas pelo mesmo processo e matriz apresentam diferencas significantes na
composic;ﬁo“’5 3,

As diversas formulagdes de AN — misturas técnicas dos mesmos, ésteres de acidos
nafténicos e os sais metélicos destes dcidos - tém uma grande aplicabilidade na industria. Os
naftenatos (sais metalicos de dcidos nafté€nicos) sdo usados na fabricacdo de secantes de tintas,
inibidores de corrosdo, catalisadores de reacdes orgénicas e lubrificantes’. H4 um grande
interesse na habilidade dos AN em complexar cobre, formando seus respectivos naftenatos,
que atuam como preservantes de madeira ambientalmente corretos **. Também, podem ser

empregados como agentes emulsificantes na produgdo de inseticidas™.
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Freqiientemente, a degradacdo microbiana que ocorre nos reservatorios de petrdleo
tem sido associada ao aumento de acidez dos 6leos**™, Experimentos de biodegradacio de
6leos podem ser realizados em laboratério com a produgdo de quantidades significantes de
4cidos carboxilicos. O trabalho realizado por Watson et al.*® demonstrou que 4cidos de médio
peso molecular (Cj9 — Cy) foram rapidamente produzidos, fato que coincidiu com a remocao
de n-alcanos das amostras estudadas. Entre outros exemplos, pode-se citar a pesquisa feita por
Meredith et al.*® que investigaram a influéncia dos dcidos carboxilicos na acidez de 6leos
crus. A comparagdo entre os valores de acidez e andlise da fracdo dcida de 33 amostras de
6leos diferentes indicou que a biodegradacdo é um dos principais processos responsaveis
pelas altas concentracdes de acidos carboxilicos no petrdleo.

Embora os compostos polares sejam, muitas vezes, uma fracdo significante dos 6leos,
os biomarcadores obtidos de fragdes saturadas e aromdticas tém prioridade nos estudos
geoquimicos, suprindo indica¢des importantes sobre origem e maturagdo do petréleo. Os
projetos desenvolvidos por Nascimento et al.” e Galimberti et al.” propdem a utilizacdo de
compostos polares, dentre eles os AN, como biomarcadores. Estes compostos podem ser uma
fonte complementar de informacdes relevantes, pois suas propriedades ddo indicagdes mais
especificas, uma vez que os processos envolvidos recriam interagdes 6leo/dgua e 6leo/rocha,
além de dados sobre migrag@o secunddria, origem e preservagao.

Além disso, os AN podem ser tteis no caso de derramamentos de 6leos combustiveis
no meio ambiente. Eles sdo empregados na chamada andlise de impressdo digital, pois sdo
mais resistentes ao intemperismo que os hidrocarbonetos alcanos ndo polares, isoalcanos e
aquilcicloexano e com isto podem auxiliar na identificacdo da origem do 6leo derramado™.
As investigacdes realizadas por Gaines et al.”® e Rostad e Hostettler’’ no mesmo contexto ndo
mencionam o termo ‘“acido nafténico”, mas os compostos polares discutidos por estes autores

muito provavelmente continham esses acidos.
2.2.5. Problemas relacionados com os acidos nafténicos

Os danos causados pela corrosdo nos equipamentos de refino foram observados pela
primeira vez em 1920. Diversos estudos apontam os AN como os principais responsaveis pela
corrosdo em fase liquida durante o refino® %> A natureza deste tipo de corrosdo ainda nao
¢é totalmente compreendida, pois € influenciada por vérios fatores, entre estes, o tipo de
conteido dcido, a presenca de outros compostos com atividade corrosiva no cru e os

parémetros de processamento, como 0O fluxo e temperatura, entre outros. Aparentemente,
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pode-se afirmar que o mecanismo da corrosdo envolve a quelacdo do metal pelo anion
carboxilato com a formacdo de gés hidrogéniozs’%’sg.

A corrosdo nafténica é especialmente intensa nas temperaturas de operacdo que
geralmente variam entre 220 e 400°C™**. Soma-se a isto, a corrosividade crescente de um
6leo com o aumento da concentragdo de AN, embora a extensdo da corrosdo também envolva
a disponibilidade do grupo carboxila para formar o complexo metdlico e o tipo de compostos
presentes. Desse modo € desejavel determinar a distribui¢do do tipo de anel e nimero de
carbonos, j4 que a corrosividade é dependente do tamanho e estrutura dos AN*2°. O trabalho
de Turnbull et al.” demonstrou que a corrosividade é crescente para estruturas com mais de
trés grupos -CH,- na cadeia alquilica, sendo que os dcidos com longas cadeias alquilicas sio
menos COrrosivos.

Embora os AN estejam presentes em 6leos crus convencionais, ha poucos trabalhos
que discutem estes dcidos em efluentes das refinarias e sua presenca no meio ambiente,
devido as dificuldades analiticas na deteccdo destes compostos. Wong et al.* usaram uma
unidade de carbono ativado em escala piloto para analisar efluentes pré-tratados de uma
refinaria. Os AN extraidos comprovaram a presenga destes dcidos nas dguas residudrias do
refino. Além disso, o tratamento com o adsorvente carbono ativado serviu para reduzir a
toxicidade para a fauna aquatica local.

Os usos industriais dos AN, seus ésteres e sais metalicos sdo um meio de introdugio
destes compostos no ambiente, através, principalmente do descarte de dguas residudrias e
derramamentos de Oleo combustivel. Por causa de sua solubilidade em dgua — como
naftenatos — em pH neutro ou alcalino, estes dcidos podem ter mobilidade em dguas
superficiais contaminadas de petréleo™.

A baixa solubilidade em dgua (0,06 — 4,52 mg mL™) e a moderada forca de sorcio em
solos (Kow = 2,08 — 4,3) sdo fatores significantes que limitam a biodisponibilidade dos AN
em ambientes aquaticos. Contudo, estes acidos carboxilicos demonstraram ser tdxicos a
muitos seres vivos>’, especialmente em ambientes aquéticos, pois a toxicidade aquética é

associada a sua concentragdo e caracteristicas surfactantes”’.
2.3. NUMERO DE ACIDEZ TOTAL

A determinagdo dos acidos totais no 6leo cru é tradicionalmente realizada por titulacio
ndo-aquosa que fornece o “ndmero de acidez total” (TAN), expresso pela quantidade de KOH

necessdria (em mg) para neutralizar o contetido dcido de 1 g de 6leo. Historicamente, crus
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com baixos TANs seriam seguro para as refinarias, enquanto aqueles com TANs acima de
limites arbitrrios seriam prejudiciais26’47’60’61.

O ensaio de TAN ¢ regulamentado por uma medida aceita internacionalmente (ASTM
D664), baseada em métodos potenciométricos. Segundo Fuhr et al.®! 0 método ndo prioriza
petréleo bruto, 6leos pesados e betume. O escopo seria a determinagdo de compostos acidos
em produtos refinados e lubrificantes, os quais sdo soldveis na mistura tolueno/isopropanol
50:50 v/v. O método foi originalmente desenvolvido para indicar o resultado da oxidagdo de
6leos e ndo como uma medida de corrosividade.

Na tentativa de esbogar uma correlagdo entre TAN, conteddo sulfuroso e corrosividade
de Gleos crus e fracdes de gaséleo pesado, Laredo et al.** encontraram correlagdo entre
compostos sulfurosos e corrosividade somente para a amostra de dleo cru desmineralizado.
Os espectros de massas das amostras de 6leo cru indicaram que composi¢do de &4cidos
nafténicos nao tem efeito direto sobre o TAN ou a corrosividade dos écidos.

Slavcheva et al.” publicaram que 6leos com mesmo TAN diferem substancialmente
em corrosividade e, assim, a corrosdo em termos de numero de acidez € insuficiente. Portanto,
este valor ndo € o dnico pardmetro a ser considerado, uma vez que correlacdes entre TAN,
estrutura dos AN e taxas de corrosdo geralmente sdo pobresz4’26’28. Assim, andlises mais
detalhadas, visando uma especiagao dos AN sdo necessdrias para correlacionar estruturas com

o efeito acido.
2.4. CARACTERIZACAO

As tentativas de caracterizar os componentes dcidos no petréleo sdo anteriores ao ano
de 1955 e, neste periodo, resultaram na identificacio de somente dois dcidos com até dez
4tomos de carbono, exceto para os dcidos graxos'’.

Estudos anteriores indicaram a presenca de até 5%'®*"%* de 4cidos nafténicos em
amostras de petréleo bruto de varias partes do mundo. As concentracdes e composicoes dos
dcidos naft€nicos sdo muito dependentes da origem do 6leo. A baixa concentracdo destes
dcidos nas amostras petroquimicas torna necessédrio o uso de etapas de pré-concentragdo ou
sucessivas extracdes para prover quantidades suficientes para andlises futuras. Atualmente,
nio hd um método que identifique ou quantifique dcidos individuais, sendo que os métodos
analiticos utilizados tratam tais 4dcidos como um grupo, ou sub-grupos baseados na

distribuicdo de n e Z (nimero de carbonos e anéis)*.
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2.4.1. Técnicas para isolamento dos acidos nafténicos do petroleo

16’27’30’40’63, cromatografia em coluna aberta47,

41,64-66

Extragdo com solugdes alcalinas

cromatografia liquida de alta eficiéncia com silica modificada

iénica42’48’67’68

e cromatografia de troca
sdo técnicas usuais para obtencdo de fracdes acidas de petréleo. Estes
procedimentos podem envolver vdrias etapas de separacdo e grandes volumes de solventes
cujos resultados sdo misturas complexas de compostos polares.

A obtencdo de extratos 4cidos por extragdo liquido-liquido utilizando solucdes
alcalinas e amoniacais ¢ um método amplamente registrado na literatura. Os trabalhos de
Seifert e Teeter’’, Seifert et al.'®, Dzidic et al.’® ¢ Wang et al.”’ registram esquemas de
extragdo exaustivos e com grande volume de solventes. A eficiéncia no isolamento pode ser
prejudicada devido a formacdo de emulsdes e co-extracdo de impurezas dcidas como fendis e
carbazois.

A cromatografia em coluna aberta e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
em fase normal, empregando a silica como fase estaciondria, sdo os métodos preparativos de
amostras petroquimicas mais difundidos na literatura. Denomina-se andlise SARA o
isolamento que fornece fracdes de compostos saturados, aromadticos, resinas e asfaltenos,
eluidos conforme sua solubilidade em solventes de polaridade crescente® ®7°. Para o
isolamento de compostos acidos, o uso de silica é limitado. Os grupos silandis presentes na
superficie da silica podem promover a adsor¢do irreversivel dos compostos polareslg’”’n.
Como alternativa para aumentar os teores de recuperacdo dos compostos acidos, hd estudos
que utilizaram a silica impregnada com KOH?>”"* ou modificada com grupos

. : : s A1L4T.66,75
aminopropilicos e cianopropilicos™ """,

Os trabalhos desenvolvidos por Bourgund et al.*"%

aplicaram a separacdo HPLC
preparativa em fase normal com colunas ciano para obten¢do de fragdes dcidas de petréleo. O
fracionamento realizado com coluna ciano semi-preparativa obteve uma melhor resolugédo na
fracdo de dcidos carboxilicos saturados e recuperagdo em torno de 70% em peso. Estas
fragdes foram analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho e cromatografia por
permeacdo em gel, cujos resultados forneceram andlises do tipo de grupo de compostos para
as fracdes ndo polares, dcidos carboxilicos saturados, fendis e dcidos polifuncionais.

Em Green et al.”® ¢ Green'’ foram desenvolvidas metodologias por HPLC em fase
normal, especifica para dcidos carboxilicos, cujos objetivos foram rapidez de andlise (menos

de uma hora) e seletividade de separagdo com a respectiva forca dcida. Foi possivel separar os

compostos heteroatdmicos do petréleo segundo o seu carater dcido. A complexidade da fracdo
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de 4cidos carboxilicos permitiu a identificacdo e quantificagdo de apenas quatro 4cidos
triciclicos com valores de m/z 320, 334 e 376.

A extracdo em fase so6lida (SPE) é um método que pode trazer recuperagdes eficientes
de AN. Diversos estudos s@o encontrados na literatura utilizando SPE no isolamento de AN

(14 19.24.45 47,68
em amostras de petréleo'**4747%8,

As principais caracteristicas desta técnica sdo a
uniformidade da fase estaciondria, baixo consumo de solventes e capacidade de separar
compostos polares dos ndo polares.

Jones e colaboradores® extrairam AN do petréleo empregando SPE e fase de amina
quaterndria, um trocador anidnico forte também denominado SAX, seguida de eluicdo com
hexano para extrair os hidrocarbonetos apolares. Os compostos dcidos foram eluidos com a
mistura MTBE: écido férmico (98:2 v/v). O acido nafténico tetraciclico 5p colanico (Cpg) foi

0 que obteve maior recuperacdo (aproximadamente 90%). Para os 4cidos de cadeia linear a

recuperacgdo variou entre os valores de 98% para o dcido Cy4 € 37% para o Csy.

2.4.2. Técnicas de analise e caracterizaciao dos acidos nafténicos

Tradicionalmente, a drea da quimica do petréleo, emprega como técnicas de andlise
para as fracodes 4cidas, a espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono (NMR-H e NMR-C), de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)""® e a
espectrometria de massas (MS)?730-282947

O trabalho publicado por Tomczyck et al.*® relata o tipo de distribui¢io de dcidos em
amostras de 6leo cru biodegradado (TAN = 5,19 mg KOH/g 6leo). Os éacidos foram obtidos
por extracdo liquido-liquido alcalina. Como resultado foi encontrado 40% de compostos com
carater 4cido, sendo que destes somente 10% continham dois dtomos de oxigénio na estrutura
(acidos carboxilicos tipicos). Os autores explicaram a presenga dos componentes dcidos no
6leo como decorrentes da biodegradagdo por microorganismos.

Qian e colaboladores*’ empregaram a espectrometria de massas de alta resolugdo para
avaliar a fracdo dcida obtida por SPE de 6leos crus. Foi determinada a presenca de dcidos com
n variando de 15 até 55 e Z entre -2 e¢ -12 (um e seis anéis nafténicos), além de acidos
aromdticos com até 3 anéis e estruturas contendo mais de dois dtomos de oxigénio. Estes
resultados revelam a complexidade da fracdo dcida de dleos crus e sugerem a presenga
majoritdria de fendis e outros dcidos carboxilicos.

Até o presente momento, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

42444950 4 o4 - ! . . . ~ .
(GC/MS) € a técnica responsdvel pelo maior nimero de informagdes para caracterizar
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as estruturas dos 4cidos nafténicos. Contudo, a ionizagdo por impacto eletronico (EI)
apresenta como desvantagem a fragmentagdo excessiva dos compostos, gerando espectros
complexos que fornecem informacgdes limitadas sobre estrutura e massa molecular destes
acidos.

St. John et al.** desenvolveram um método simples para derivatizar AN em seus
respectivos ésteres (ferc-butildimetilsilil ou ~-BDMS) para analisd-los por GC/MS com
ionizagdo por EI, obtendo espectros de massas de mais fécil interpretacdo. Os ésteres de -
BDMS sdo obtidos pela reacdo do derivatizante N-metil-N-(z-butildimetilsilil)
trifluoracetamida, abreviado por MTBDSTFA, com o hidrogénio 4cido dos AN. A Figura 3

descreve o caminho de fragmentacdo dos ésteres de --BDMS.

r «t
(I:} {I:H§|:H3 Q CH§IJH3
CH3 C-O-si C-CHz - * . CH3\/C—0 Si-C—CHy
P 9

CH3 C-O Sli + CHy C e

N o R e
(L | | CH3 iz 75
[M-57)

Figura 3. Esquema de fragmentagéo para os fons predominantes dos derivados --BDMS dos
AN descrito por St. John et al.**

Esta estratégia de derivatizagdo € ainda hoje muito empregada, pois diminui a extensa
fragmentacdo, quando comparada a outros ésteres de acidos. O MTBDSTFA produz
fragmentos caracteristicos, onde o pico base predominante é o [M — C4;Hyg]", ou seja, [M —
57]" e o fon m/z 75. Estes fons sdo muito estdveis e permitem identificar a familia de AN,
através de Z e férmula molecular. A Figura 4 ilustra o espectro de massa tipico para um AN

derivatizado com MTBDSTFA.
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Figura 4. Espectro de massas para estruturas dos derivados --BDMS de AN monociclicas (Z = -2),
com 9 dtomos de carbono e massa do fon 213.

Ap6s a andlise via GC/MS, St. John et al.** encontraram que o perfil dos fons obtidos
era similar ao encontrado por Dzidic et al.* que empregou o método de ionizagdo branda
(ionizag¢do quimica com fluoreto).

1.4 detalhadamente, usando

Clemente e Fedorak® avaliaram o método de St. John et a
seis dcidos monocarboxilicos puros e cinco extratos de AN provenientes de amostras de dguas
e areias betuminosas. Os autores consideraram os efeitos dos isétopos naturais (CB, Si29, e
Si*%) e forneceram uma expressdao para corrigir os dados de massa espectral para estes
is6topos. Além disto, salientaram na tabela de correlacdo de n, Z e féormula C,Hj,.70,
proposta por St. John e colaboradores™* algumas massas que representavam estruturas
meramente tedricas.

Da mesma forma, Vaz de Campos et al.* empregaram a extragdo liquido-liquido,
seguida de SPE com resina de troca i6nica (Amberlyst A-27) e dessorcdo em ultra-som para
isolar a fragdo dcida do gaséleo pesado de petréleo Marlim (Bacia de Campos, Rio de Janeiro,
Brasil). Os resultados indicaram a presenca de acidos alifdticos e AN que continham até
quatro anéis saturados na estrutura molecular.

A cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GC x GC) € uma técnica analitica
adequada para o estudo de amostras complexas ou de dificil caracterizagdo por cromatografia
gasosa convencional. E relativamente recente, existindo a aproximadamente 18 anos, sendo
introduzida por Liu e Phillips78.

A GC x GC emprega duas colunas capilares seqiiencialmente, uma convencional e
outra rdpida (mais curta), de forma que todo efluente da primeira coluna — ou parte
significativa dele — passe a segunda através de um sistema de modulagﬁo79’80. A Figura 5

apresenta um esquema generalizado de um sistema GC x GC.
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Figura 5. Desenho esquematico de um sistema GC x GC: I — injetor; M — modulador; D —
detector; 'D — coluna cromatografica da primeira dimensdo; “D — coluna cromatogrifica da
segunda dimensdo (adaptado de Miihlen®").

O sistema de modulacdo tem um papel significativo em uma andlise via GC x GC. O

modulador®*®*

causa uma compressao nas bandas cromatogréficas eluidas da primeira coluna,
que seguem para a segunda, o que resulta numa separagdo extremamente rapida. Dessa
maneira os picos da segunda dimensdo serdo extremamente estreitos, tendo de 50 a 600
milissegundos de largura na linha base. A compressdo das bandas causa um incremento
significativo na sensibilidade, bem como na resolugdo, quando comparadas a cromatografia
gasosa monodimensional (1D-GC). Além disso, os detectores empregados devem ser rapidos,
acompanhando a alta taxa de aquisicio dos dados, possuindo velocidades de
aproximadamente 100 hertz™.

A Figura 6 ilustra a capacidade de separacao da GC x GC através da comparagdo de
um cromatograma monodimensional com co-eluicdo de tré€s compostos e os diagramas de
representacao grafica do espago de separacdo bidimensional: de cores 2D, de contorno e 3D,

Primeiramente, ocorre a modulagdo do efluente da primeira coluna, onde € obtida uma
série de cromatogramas rdpidos. Na segunda etapa, estes cromatogramas rapidos sao
empilhados através de programas computacionais especificos e transformados em um
diagrama bidimensional. Os eixos deste diagrama representam, respectivamente, o tempo de
retencdo da primeira coluna e o tempo de retencdo da segunda coluna. Na terceira etapa € feita
a visualizacdo dos compostos presentes.

A utilizacdo de um conjunto de colunas com mecanismo de separagdo ortogonal, ou
seja, colunas com fases estaciondrias de diferentes polaridades, resulta em aumento de

ey g 84,85 . . .,
sensibilidade™™". Normalmente, emprega-se na primeira coluna uma fase estaciondria apolar,
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ou menos polar, ocorrendo separagdo dos compostos por diferenca de volatilidade. Na
segunda coluna, utiliza-se uma fase polar, ocorrendo separagdo por polaridadego. Embora a
ortogonalidade ndo seja o objetivo especifico, através dela € possivel ordenar e agrupar as
estruturas dos compostos em um cromatograma bidimensional de GC x GC, que é decorrente

o . " o 82
das similaridades das propriedades fisico-quimicas destes compostos”.

Cromatograma 1D
{saida da 1a coluna)

Diagrama 3D
B .U. 1. Modulag 3o

RBREEEREZAE

‘ 1 %\) Diagrama de contorno
fi J | JJJJ_.L-_MJ__-&.J__

Cromatogramas 2 D ndo tratados
{saida da 2a coluna)

Diagrama de cores 2D
2. Transformacao

AN

A AT y 3. \isualizagio

Cromatogramas 2 D
colocados lado a lado

Figura 6. Esquema ilustrando os conceitos da GC x GC: (A) pico na primeira dimensdo
contendo co-eluentes; (B) amostras moduladas do pico da primeira dimensdo e injetadas na
segunda dimensdo; (C) co-eluentes sdo separados na segunda dimensio; (D) diagrama GC x
GC obtidos com detector FID nos dois seguimentos; (E) visualizagdo do diagrama 3 D, de
contorno e de cores 2 D (adaptado de Dalliige et al.®*).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. AMOSTRAS E REAGENTES

As amostras estudadas foram fornecidas pela PETROBRAS e constam de derivados
pesados de petréleo obtidos por destilacdo, denominadas Al (PE de 325 a 350°C) e A2 (PE
de 450 a 500°C). Estas amostras apresentam TAN de 6,80 e 13,94 mg KOH g'l,
respectivamente, os quais foram previamente determinados nos laboratérios do
CENPES/PETROBRAS.

Os solventes empregados nas extragdes via cromatografia liquida de alta efici€ncia
preparativa (prepHPLC), bem como aqueles utilizados para o preparo de solugdes padrio,
foram todos grau HPLC: hexano e metanol (Grupo Quimica), tolueno e diclorometano
(Tedia), isopropanol (J. T. Baker), éter etilico (Ecibra) e dcido férmico (Reagen). Para SPE,
cromatografia liquida preparativa em coluna aberta e preparo de solu¢des de padrdes, foram
utilizados os solventes hexano, tolueno, diclorometano, acetona, cloroférmio, metanol e terc-
butil éter (MTBE), todos destilados e da marca Vetec.

Para as extracoes via prepHPLC utilizou-se como recheio da coluna silica gel (Merck
20GF;s54) com diametro de particula <55 pm. Cartuchos comerciais foram utilizados para
SPE, da marca Waters e modelo Sep-Pak Vac Accell Plus QMA, recheados com as fases
amino-propil-silica e cloreto de trimetil-propil-amonio-silica, respectivamente. Além destes,
utilizou-se silica gel (silica gel 60 Merck) com tamanho de particula 0,063 — 0,200 mm e terra
diatomdcea (Celite 545, Merck) para cromatografia em coluna aberta.

Cloreto de calcio (Merck) e sulfato de sdédio (Quimex), ambos anidros, foram
empregados como agentes secantes. Antes do uso, estes secantes foram aquecidos durante 4
horas na temperatura de 150 °C e armazenados em dessecadores de vidro.

Anterior a etapa de andlise cromatografica, os extratos contendo compostos acidos
foram derivatizados com o agente derivatizante N-metil-n(ferc-butildimetilsilil)
trifluoracetamida, abreviado por MTBDSTFA (Fluka).

O gés hélio (grau 99,99 %) empregado nas andlises cromatogrificas foi fornecido pela
empresa Linde. Os gases nitrogé€nio (N;) e argdnio (Ar), ambos grau analitico 5.0, utilizados
durante o procedimento de derivatizacdo e na redugdo do volume dos extratos foram

fornecidos pela White Martins.
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3.2. PREPARACAO DOS PADROES

Para os estudos dos métodos de extracdo utilizaram-se cinco padrdes individuais de
dcidos nafténicos. As solugdes estoque destes padrdes foram preparadas em diclorometano
(DCM) e conservadas sob refrigeracdo. A partir destas solu¢des foram preparadas solucdes de
trabalho na concentragdo de 1000, 100 e 40 mg L.

Também foram preparadas solugdes estoque dos padrdoes de acidos carboxilicos
aciclicos em DCM, e a partir destas, preparou-se as solugdes de trabalho individuais dos
acidos Cg, Cjg, Ci2 e Cy4 na concentracdo de 40 mg L. Uma solugdo de trabalho, na
concentracdo de 20 mg L' de hidrocarbonetos lineares de C,; até Cyp, foi preparada a partir da
mistura padrdo de 40 mg L"'. Os 4cidos carboxilicos ciclicos e aciclicos, a mistura dos
hidrocarbonetos, a marca do fabricante e a concentragdo das solucdes estoque estdo listados
na Tabela I.

Uma mistura técnica comercialmente disponivel de AN foi cedida pela empresa
Miracema-Nuodex (Liovac ® 255, Campinas, Sao Paulo, Brasil). Para a preparacdo da
solug@o estoque, uma aliquota de aproximadamente 89,0 mg foi transferida com DCM para
um baldo volumétrico (5 mL) perfazendo uma concentracdo de 17,8 g L' A partir desta

solugd@o foram preparadas as soluc¢des de trabalho nas concentracdes de 12e 5 g L.

Tabela I: Padroes de acidos carboxilicos, marca do fabricante e a concentragdo da solucdo
estoque.

Composto Marca Concentraciao (mg LY

1- 4cido ciclopentanocarboxilico EGA-Chemie 1330
2- 4cido 1-metil-cicloexanocarboxilico Aldrich 1200
3- 4cido cicloexanocarboxilico Aldrich 1150
4- 4cido cicloeptanocarboxilico Aldrich 4780
5- écido trans-4-pentilcicloexanocarboxilico Aldrich 10800
6- 4cido siringico Aldrich 10400
7- Cg- acido octandico Aldrich 12800
8- Cyo- 4cido decandico Aldrich 1400
9- Cy»- acido dodecandico Aldrich 1600
10- Cy4- acido tetradecandico Aldrich 1500
Hidrocarbonetos lineares de C,; até Cyg Aldrich 40
3.3. DERIVATIZACAO

Todos os extratos com os compostos polares e as solu¢des padrao (40 mg L") foram

derivatizadas com MTBDSTFA, antes da andlise cromatogrifica. Com o auxilio de uma
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micro-seringa, aproximadamente 20 pL do agente derivatizante e 50 pL. de DCM foram
adicionados aos frascos que continham os extratos secos ou a solucdo padrio. Esta adicdo foi
realizada sob atmosfera de argdnio ou nitrogénio, para evitar a exposicio do MTBDSTFA ao
ar, o que levaria a uma possivel formacao de dimeros. Em seguida, os frascos foram retirados
da camara de gés inerte e transferidos para um banho de dgua mantido a 60 °C durante 15
min, a fim de garantir a formacdo dos terc-butildimetilsilil (--BDMS) ésteres dos dcidos. Apds
o banho, as tampas dos frascos foram abertas para eliminar os vapores formados e o excesso
do derivatizante. Uma vez seco, 50 ou 250 puL. de DCM bidestilado eram adicionados aos
frascos e encaminhados para andlise cromatografica. O agente derivatizante foi armazenado

em frasco hermeticamente fechado para evitar o contato com o ar e mantido sob refrigeracao.

3.4. LIMPEZA DA VIDRARIA

Considerada etapa relevante para andlise de compostos em niveis de traco, o
procedimento consistiu na lavagem da vidraria com detergente liquido diluido em &4gua,
seguida de enxdgiie com 4dgua da torneira em abundancia e, posteriormente, com &agua
destilada. Em seguida, fez-se o enxdgiie com acetona (Vetec), e apds com heptano (Vetec),
ambos de grau p.a.. ApOs evaporacdo destes solventes em capela, a vidraria foi levada ao
forno, na temperatura de 300°C durante 30 minutos. A fim de evitar possiveis contaminagdes,
a vidraria foi embalada em papel aluminio e reservada para os futuros trabalhos.

Para a vidraria volumétrica, seguiu-se a mesma seqiiéncia de lavagem: detergente
liquido diluido em dgua; enxagiie com 4dgua da torneira; enxagiie com dgua destilada; enxagiie
com acetona e com heptano. Apés evaporacdo destes solventes em capela, as vidrarias

também foram embaladas em papel aluminio e reservadas para uso posterior.

3.5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA PREPARATIVA (prepHPLC)
3.5.1. Extracio por prepHPLC com coluna de silica tratada termicamente

A extra¢do empregou um sistema de bombas de duplo pistdo (Shimadzu, modelo LC-
20AT) e valvula injetora manual (Shimadzu, modelo 77251), com alca de amostragem de 20
puL. A coluna consistiu de cartucho de aco inox com dimensdes 250 mm x 4,6 mm d.i. e

recheio de silica gel, previamente ativada por 4 horas a uma temperatura de 150°C.
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Para o empacotamento, a coluna foi acoplada a um Kkitasato através de uma rolha de
borracha, sendo submetida ao vdcuo por meio de uma bomba (GE Motors, modelo
SKC36PN435GX). Para o recheio utilizou-se aproximadamente 2 g de silica gel em
quantidade suficiente de hexano que possibilitasse sua transferéncia com pipeta Pasteur. Este
procedimento durava em média duas horas, tendo-se o cuidado para que a transferéncia do
recheio ocorresse sem a evaporacdo do solvente. Por fim, fechou-se a coluna em ambas as
extremidades e a mesma foi conectada ao HPLC para uso imediato. O desenvolvimento do
método de extracdo utilizando prep HPLC e coluna de silica gel foi baseado nos diversos
trabalhos citados na literatura que abrangem tanto o fracionamento SARA como
HPLC, 14-38:4146,64.66.71.76

A qualidade do empacotamento da coluna e as condigdes do sistema foram
monitoradas pelo controle da pressdo, o qual serviu para indicar possiveis problemas, tais
como entupimentos ou vazamentos. Durante a extragdo, manteve-se um programa de vazao de
fluxo constante de 2 mL min™ cuja seqiiéncia de solventes, tempo de extracdo, classificagdao
por grupo de compostos sdo apresentados na Tabela II. Destacam-se aqui os volumes
reduzidos para extracdo da solucdo de padrdes, quando comparados aos volumes para
extragdo das amostras, j4 que aquela ndo tinha a presenca de interferentes da matriz. O

esquema da extracdo otimizada € visualizado através da Figura 7.

Tabela II: Informacdes sobre as condi¢gdes (solventes utilizados e volumes) da extragdo por
prepHPLC com coluna de silica gel tratada termicamente, para um fluxo de 2 mL min”,
Volumes usados na eluicio

Solvente 1,25 g amostra (*)S.P. 40 ug mL"' Compostos
(M12 tentativa  (")otimizado  (")otimizado

Hexano 140 mL 140 mL 50 mL Saturados
Tolueno 140 mL 180 mL 60 mL Aromaticos
DCM/MeOH(**) (95:5 viv) 140 mL 60 mL 30 mL Polares
MeOH 140 mL 60 mL 30 mL Polares

* SP = solugdo padrdo **DCM = diclorometano; MeOH = metanol.

# yolume inicial, escolhido por tentativa antes da otimiza¢do do procedimento; # volume final otimizado

Aproximadamente 1,25 g das amostras Al e A2 e 10 ug dos padrdes — para a
fortificacdo das amostras - foram dissolvidos em 25 mL de DCM grau HPLC. Antes da
injecdo, a amostra foi filtrada, usando-se membrana de PTFE (membrana de

politetrafluoretileno), com poros de 0,45 pm (Minisart-RC/SRP) e foi mantida em frasco de
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vidro &mbar para evitar possivel degradacdo fotolitica. Cabe destacar que, para cada amostra,
foi realizado um niimero minimo de trés replicatas deste procedimento de extracéo.

Para a andlise da solug@o padrdo (mistura dos padrdes 1 a 5 da Tabela I) na coluna de
silica gel, a concentracdo empregada foi cerca de 6 mg mL™, utilizando-se 0 mesmo volume
de alca de amostragem (20 puL). A ordem de elui¢do dos solventes foi a mesma aplicada as
amostras, contudo os volumes foram reduzidos em decorréncia da auséncia de compostos

interferentes. Os solventes e volumes utilizados estao indicados na Tabela II.

Si0, tratada
termicamente

Volume injetado: 20 pL
Fluxo 2 mL min™

Amostras (1,25 g) fortificadas (10 ug)

Hexano Tolueno DCM/MeOH MeOH
v v \ 4
Compostos Compostos Compostos Compostos
saturados aromaticos polares polares
140 mL 180 mL 60 mL 60 mL
Extratos em 50 uL DCM !
Derivatizacao
Extratos em 50 pL. DCM

Andlise Cromatografica

Figura 7: Esquema geral para o procedimento de extracdo dos ANs por prepHPLC utilizando
como fase estaciondria a silica gel tratada termicamente. As amostras foram fortificadas com
solucdo dos padroes 1 a 6 da Tabela 1.

As fracdes obtidas foram secas pela primeira vez com fluxo de N,, com excecdo da
fracdo toluénica, seca em evaporador rotatério (RV 05-ST IP-H Ika-Werke), acoplado a uma
bomba de viacuo com diafragma (Vacuumbrand) e “trap” de N, liquido. Estes extratos secos
foram transferidos com DCM para frascos com capacidade de 1,5 mL e secas pela segunda

vez com fluxo de N,, em decorréncia do procedimento de derivatizagdo conforme item 3.3.

3.5.2. Extracio por prepHPLC com coluna de silica modificada com KOH em

isopropanol

A modificacdo da silica gel om KOH em isopropanol foi baseada no procedimento

. ~ 73 74 s
descrito por Caramio et al.”” e Lancas et al.”". Para o empacotamento, utilizou-se
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aproximadamente 2 g de silica gel previamente ativada a 150°C por 4 horas, que foi tratada
com uma solu¢do de KOH (Grupo Quimica) 0,1 M em 20 mL de isopropanol e 16 mL de éter
etilico. A mistura foi submetida a agitacdo magnética por 10 min e deixada em repouso por
mais 10 min. O empacotamento da coluna e a forma de inje¢cdo da amostra seguiram o
procedimento descrito no item 3.5.1. Os compostos 4cidos foram extraidos com 60 mL da
mistura dcido férmico em MeOH com diferentes concentracdes de 4cido: 0,5, 2 e 5%. A
Figura 8 ilustra o esquema geral utilizado no procedimento de extragio dos AN por

prepHPLC com coluna de silica modificada com KOH.

Si0, / KOH
Volume injetafio_:l 20 uL Amostras (1,25 g) fortificadas (10 pg)
Fluxo 2 mL min
DCM MeOH /Ac. férmico
v v
Compostos Compostos
apolares polares
140 mL 60 mL

Extratos em 50 pL !

Derivatizacao

Extratos em 50 pL v

Andlise Cromatografica

Figura 8: Esquema geral para o procedimento de extragdo dos AN por prepHPLC com
coluna de silica modificada com KOH em isopropanol. As amostras foram fortificadas com
solucdo dos padroes 1 a 5 da Tabela .

Os extratos obtidos foram levados a secura em banho de areia e temperatura
controlada de 50°C, sob fluxo de N,. Foi observada a formag@o de emulsdo para a maioria dos
extratos, o que dificultou a andlise cromatogrifica. Na tentativa de eliminar esta
“emulsdo/umidade”, foram adicionados aos extratos agentes secantes, como sulfato de sédio e
cloreto de calcio. Os extratos foram recolhidos em um novo frasco, levados a secura com N, e

redissolvidos em DCM.
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3.6. CROMATOGRAFIA LIQUIDA PREPARATIVA EM COLUNA ABERTA

3.6.1 Extraciao por cromatografia liquida preparativa com coluna aberta em fase silica

gel tratada termicamente

Utilizou-se uma coluna de vidro com dimensdes 300 mm x 20 mm d.i. A silica gel foi
previamente ativada por 4 horas a uma temperatura de 150°C. O recheio consistiu de
aproximadamente 2 g da silica em quantidade suficiente de hexano que possibilitasse sua
transferéncia para a coluna.

Aproximadamente 0,15 g da amostra A2 e 120 ug dos padrdes de acidos carboxilicos
— para fortificacdo da amostra - foram dissolvidos em quantidade suficiente de DCM para sua
transferéncia para a coluna. A ordem de eluicdo foi a mesma aplicada no item 3.5.1 e pode ser

melhor visualizada através da Figura 9, que ilustra o esquema geral deste procedimento de

extracao.
Si0O, tratada
termicamente
-l
Fluxo de 1mL min Amostra (0,15 g) fortificada (120 pg)
Hexano Tolueno DCM/MeOH MeOH
v v 4 4
Compostos Compostos Compostos Compostos
saturados aromadticos polares polares
70 mL 70 mL 30mL 30 mL

Extratos em 50 pL DCM

Derivatizagio

Extratos em 50 pL DCM

A 4

Andlise Cromatografica

Figura 9: Esquema geral para o procedimento de extracdo dos AN por cromatografia liquida
preparativa em coluna aberta com a fase estaciondria silica gel tratada termicamente. As
amostras foram fortificadas com solugdo dos padroes 1 a 5 da Tabela 1.

3.6.2. Extracao por cromatografia liquida preparativa em coluna aberta com fase terra
diatomacea para a amostra A2

Aproximadamente 2 g de Celite (com o mesmo tratamento do item 3.6.1) foram
transferidos a seco para uma coluna de vidro com didmetro interno de 1 cm. Em seguida,

percolou-se pela coluna 20 mL de KOH aquoso 0,1 M e aproximadamente 5 mL de
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cloroférmio. No topo da coluna foram adicionados 20 uL de solugdo 25,6 ug mL™" da amostra
A2. Para a eluicdo, duas seqii€ncias diferentes de solventes foram testadas:

a) 20 mL de cloroférmio, 10 mL de acetona, 5 mL da mistura acetona e MeOH (50:50
v:v) e 5 mL de MeOH. Os extratos obtidos com acetona, com a mistura acetona/MeOH e com
MeOH foram reunidos, pois poderiam potencialmente conter os compostos 4cidos, e levados
a secura, derivatizados (item 3.3) e analisados por cromatografia gasosa.

b) 50 mL de hexano, 60 mL de tolueno, 10 mL da mistura diclorometano ¢ MeOH
(95:5 v:v) e 10 mL. de MeOH . Os extratos contendo os compostos acidos foram reunidos,
levados a secura, derivatizados (item 3.3) para posterior andlise cromatogréfica.

Cabe ressaltar que este procedimento foi adaptado de um trabalho de pesquisa enviado
pela PETROBRAS, cujo objetivo era determinar o teor de AN de amostras de petréleo. O

esquema desta extragdo € melhor visualizado através da Figura 10.

Terra Diatomacea 20 mL KOH

2g
Cloroférmio (5 mL) para eliminar
excesso de KOH Amostra A2
20 mL 50 mL
| Cloroférmio i‘* » Hexano
10 mL 60 mL
l 5 mL 10 mL
| Acetona/MeOH |<7 - »| DCM:MeOH
5 mL 10 mL
| MeOH [|&— | MeOH
Extratos em 50 uL v
| Derivatizacdo |
Extratos em 50 uL

| Andlise Cromatografica |

Figura 10: Esquema da cromatografia liquida preparativa em coluna aberta com fase terra
diatomdcea para a amostra A2.
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3.7. EXTRA(;AO EM FASE SOLIDA (SPE)
3.7.1. Tratamento dos extratos acidos com terra diatomacea

Os extratos dcidos obtidos por prepHPLC com coluna de silica tratada termicamente
foram submetidos a um novo tratamento com terra diatomédcea a fim de eliminar os
hidrocarbonetos saturados que ainda se faziam presentes no extrato. Aproximadamente 0,25 g
de Celite previamente ativada a 400 °C por 4 horas foram transferidas para uma coluna de
vidro com didmetro interno de 7 mm. Em seguida, percolou-se 5 mL de KOH aquoso 0,1 M e
aproximadamente 3 mL de cloroférmio para retirar o excesso da base. No topo da coluna foi
adicionado o extrato dissolvido em 200 puL de cloroférmio cuja eluicdo foi realizada com a
seguinte seqiiéncia de solventes: 5 mL de acetona, 3 mL da mistura acetona e metanol (50:50
v:v) e 3 mL de metanol. Este extrato foi reunido, levado a secura e transferido para um frasco
para posterior derivatizacdo e andlise cromatogrifica. O esquema deste tratamento é

visualizado através da Figura 11.

Terra diatomacea

Extratos acidos
(200 pL) em cloroférmio

3mL 5 mL 3mL 3mL
v A

Cloroférmio Acetona Acetona/MeOH MeOH

Extratos em 50 uL |

Derivatizagio

Extratos em 50 uL
A

Andlise Cromatografica

Figura 11: Esquema do tratamento dos extratos obtidos por prepHPLC e fase silica gel
tratada termicamente com terra diatomécea.
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3.7.2. Extraciao utilizando cartuchos do tipo SPE com fase SAX

A extragao empregando SPE com cartuchos de fase SAX foi seguido conforme o
método descrito por Jones et al.”® Este procedimento de extracdo estd apresentado na Figura

12.

Cartucho SAX

Amostra (100 mg) fortificada (20 pg)

Hexano (80 mL) DCM (80 mL) MTBE:Ac. Férmico 98:2 (v:v)
A 4 A v
Compostos Compostos Compostos
interferentes interferentes polares
Extratos em 50 uL. DCM
Derivatizacao
Extratos em 50 uL DCM v

Andlise Cromatografica

Figura 12: Esquema geral para o procedimento de SPE com fase SAX para extracdo dos AN.
As amostras foram fortificadas com solugcdo dos padrées I a 5 da Tabela 1.

Cartuchos com fase de trocador de anions forte trimetil-propil-amonio-silica (Sep-
Pack Waters), denominados doravante SAX foram ativados com percolagdo de 40 mL de
hexano. O processo de extracdo implica na adicdo de aproximadamente 100 mg das amostras
Al ou A2 e dos padrdes dissolvidos em tolueno. Na seqiiéncia eluiu-se 80 mL de hexano e 80
mL de DCM, com o objetivo de retirar hidrocarbonetos e compostos ndo-acidos da amostra.
Em seguida, percolou-se sobre o cartucho a mistura de MTBE:4acido férmico (98:2 v/v) para
remover os compostos 4cidos. Os extratos foram levados a secura em banho de areia e
temperatura controlada de 50°C e transferidos para frascos de 1,5 mL, onde foram secos sob

fluxo de N; e redissolvidos em DCM.
3.7.3. Extracio utilizando cartuchos do tipo SPE com fase amino

A fase estaciondria amino-propil-silica ja foi empregada pela PETROBRAS em
ensaios de determinagdo de AN por infravermelho. O uso desta fase estaciondria também ¢é

citado por alguns autores, Pasadakis et al.* e Islas-Flores et al.*’, para fracionamentos de

Dissertacdo de Mestrado - Liliane Dailei Almeida Gruber 29



Experimental

amostras de petréleo via HPLC. O procedimento realizado neste trabalho pode ser visualizado

na Figura 13.

Cartucho amino

Amostra (100 mg)
P Acetona (20 mL)
J  Cloroférmio (40 mL) Acetona/MeOH (10 mL) 50:50 v/v
MeOH (10 mL)
Compostos v
interferentes Compostos
polares
Extratos em 50 uL. DCM
v
Derivatizagio
Extratos em 50 uL. DCM

Andlise Cromatografica

Figura 13: Esquema geral para o procedimento de SPE com fase amino para extragdo dos
AN.

Primeiramente, fez-se a ativag¢do dos cartuchos para SPE com fase amino-propil-silica
(Sep-Pack Waters) com 15 mL de cloroférmio. Apds, adicionou-se cerca de 100 mg da
amostra A2. Na seqiiéncia, eluiu-se 40 mL de cloroférmio (para retirada de compostos
interferentes), 20 mL de acetona, 10 mL da mistura acetona/MeOH 50:50 v/v e 10 mL de
MeOH. Os dltimos trés eluatos contém os compostos acidos, e por isso, ao final da extracdo,
foram reunidos em um tunico extrato. Os extratos foram levados a secura em banho de areia e
temperatura controlada de 50°C e transferidos para frascos de 1,5 mL, onde foram secos sob

fluxo de N, e redissolvidos em DCM.

3.8. ANALISE CROMATOGRAFICA

3.8.1. Cromatografia Gasosa Monodimensional

As andlises cromatograficas foram realizadas no cromatégrafo gasoso com detector de
espectrometria de massas GC/qMS modelo Shimadzu QP-2010, com injetor split/splitless.
Utilizou-se o método de ionizacdo por impacto eletronico (EI) com energia de ionizacio de 70
eV. A coluna capilar empregada foi uma OV-5 (metil silicone com 5% de grupos fenila) com
0,25 mm de didmetro interno, 0,25 um de espessura de filme de fase estaciondria e 30 m de

comprimento. As condi¢gdes cromatograficas estdo apresentadas na Tabela III.
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Tabela III: Condicdes utilizadas na cromatografia gasosa monodimensional.

Parametros GC/qMS

Injetor/modo de injecdo split/splitless- operando no modo splitless
Temperatura do injetor 280 °C

Volume injetado 1 uL

Fase movel/fluxo Hélio/1 mL min™

Rampa de temperatura do forno 40°C (2 min) — 10°C/min — 300°C (25 min)
Temperatura da interface 280 °C

3.8.2. Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente

As analises foram realizadas em um sistema GC x GC-FID (LECO) e GC x
GC/TOFMS (LECO Pegasus) constituido de um GC Agilent 6890N, com injetor
split/splitless, um modulador criogénico com quatro jatos (quadjet), resfriado por nitrogénio
liquido e um amostrador automdtico 7683B Agilent Technologies. O conjunto de colunas
empregado para ambos os detectores foi do tipo convencional, constituido de uma coluna
apolar na primeira dimensdo, DB-5 (5% fenil metil silicone), e uma coluna polar na segunda
dimensdo DB-17 (50% fenil metil silicone), fornecidas por Agilent Technologies (J&W
Scientific, EUA), as especificagdes das colunas e as condi¢des cromatograficas para ambos os

detectores estdo descritas na Tabela IV.

Tabela IV: Condi¢des otimizadas utilizadas na cromatografia gasosa bidimensional

abrangente.
Parametros GC x GC-FID GC x GC/TOFMS

Temperatura do injetor 280 °C 280 °C

Fase mével / vazdo Hidrogénio / 1 mL min"  Hélio / 1 mL min™

Razdo de split split 1:10 split 1:10

Coluna 1 DB-5HT (30m x DB-5 (30m x 0,25mm x

0,25mm x 0,10 pm) 0,10pum)

Coluna 2 DB-17ms (1,39m x 0,18mm x 0,18um)

Rampa de temperatura do 40°C (2 min) — 10°C/min — 120°C — 2°C/min — 180°C —

forno 1 10°C/min - 290°C (1 min)

AT entre os fornos 30 °C 5°C

Temperatura do modulador 45 °C 20 °C

Periodo de modulagdo 12s 12s

Pulso quente 4,8 s 4,8 s

Pulso frio 1,2s 1,2s

Temperatura do detector 320 °C Transfer line: 250 °C
Fonte de ions: 250 °C

Taxa de aquisi¢do de dados 100 Hz 100 Hz

Corte do solvente 180 s 300 s
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3.9. ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

3.9.1. Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio

Uma quantidade aproximada de 60 mg da mistura técnica Miracema-Nuodex, sem
qualquer tratamento prévio, foi colocada em um tubo de quartzo apropriado e dissolvida em
0,5 mL de CDClz com 1% de TMS. O espectro de NMR lH, foi obtido em espectrometro
VARIAN — VNMRS - 300 MHz, operado na freqiiéncia de 300 MHz e com uma média de 64
aquisi¢oes. Os deslocamentos quimicos (8) estdo relacionados em parte por milhdo (ppm) em
relacdo ao TMS (padrao interno). O nimero de hidrogénios deduzidos da integral relativa e a

constante de acoplamento (J) expressa em Hertz (Hz).

3.9.2. Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear de Carbono 13 no Teste dos
Hidrogénios Ligados

Para a andlise de NMR '°C foi utilizada a mesma amostra preparada para a andlise de
RMN 'H e 0o mesmo espectrometro VARIAN — VNMRS - 300 MHz. Contudo, neste
procedimento o nimero de aquisicdes foi em média 2624. Os deslocamentos quimicos (d)
estdo relacionados em parte por milhdo (ppm) em relagdo ao TMS (padrio interno). O nimero
de hidrogénios deduzidos da integral relativa e a constante de acoplamento (J) expressa em

Hertz (Hz).

3.10. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

O espectro na regido do infravermelho foi obtido em um espectrofotdmetro VARIAN
modelo 640 - IR, de janela espectral de 4000 a 200 cm™, registrados na forma de filme liquido
em cristal de brometo de potdssio (KBr). A amostra da mistura técnica foi analisada

diretamente com utiliza¢do de uma pequena gota no cristal de KBr.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

De acordo com o exposto na Parte Experimental, a Figura 14 mostra um esquema
geral da proposta de estudo realizada neste trabalho, visando facilitar a compreensio de todas

as etapas desenvolvidas e dos resultados a seguir discutidos:

Amostra A1 TAN: 6,80 mg KOH g PE: 325 -350°C
Amostra A2 TAN: 13,94 mg KOH g™ PE: 450 — 500°C
Amostra
v ' v
prepHPLC CLPCA* SPE
*fase SO, _— *~| *fase amino
*fase SiO,/KOH v v v e fase SAX
Derivatizacéo
MTBDSTFA
l *fase SiO,
*fase terra
GC/qMS diatoméacea
GC x GC-FID
GC x GC/TOFMS

" Cromatografia liquida preparativa em coluna aberta

Figura 14: Esquema geral dos métodos de extracdo, fases estaciondrias e técnicas de analise
propostos neste trabalho.

4.1. EXTRACAO POR prepHPLC COM FASE DE SILICA GEL TRATADA
TERMICAMENTE

4.1.1. Resultados das amostras A1l e A2 por cromatografia gasosa monodimensional

A Tabela V apresenta o nimero de carbonos e o Z esperados seguindo a férmula
C,H2n+70; para os AN derivatizados com o MTBDSTFA. Esta tabela foi desenvolvida por St.
John et al.*, revisada por Clemente e Fedorak® e utilizada neste trabalho para a identificagc@o

dos AN em termos de namero de carbonos e de anéis na estrutura.
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Tabela V: Numero de carbonos e Z esperados para os AN derivatizados com o MTBDSTFA

(adaptado de Clemene e Fedorak™®).

N° Carbonos Z = deficiéncia de elétrons

0 -2 -4
6 173 171 169
7 187 185 183
8 201 199 197
9 215 213 211
10 229 227 225
11 243 241 239
12 257 255 253
13 271 269 267
14 285 283 281
15 299 297 295
16 313 311 309
17 327 325 323
18 341 339 337
19 355 353 351
20 369 367 365
21 383 381 379
22 397 395 393
23 411 409 407
24 425 423 421
25 439 437 435

*As células marcadas indicam compostos que existem somente em teoria, pois ndo sio

encontradas estruturas com 6 e 7 carbonos sendo monociclicos e/ou biciclicos.

A Figura 15 apresenta os cromatogramas obtidos via GC/qMS para as amostras Al e
A2 extraidas com a mistura DCM:MeOH por prepHPLC com fase de silica gel tratada
termicamente.Os 4cidos identificados estao representados como CXX indicando o nimero de
atomos de carbono na cadeia (por exemplo, C15 corresponde a um acido com 15 atomos de
carbono) e ao lado o indice Z, lembrando que o mesmo representa a deficiéncia de hidrogénio,

conforme foi discutido na revisdo bibliografica deste trabalho. As letras F e D foram usadas

para indicar a presenca de impurezas como ftalato (F) e residuo de derivatizante (D).
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a) A
Extrato DCh:MeCOH

n

10 r 20 30
b) ~2 N 5
Extrato DT MMeOH o iy rl =
o =
]
o 20
()
=
o
a
[
ra
2 104
0

10 20 30
Solugdo Padrao [ ] =40 pgfmL

Escala de tempao 10 a 20 min
COOH HOOC

G CO0oH
3 COOH —

%23/

50+

10 15
Tempo de Retengdo {min)

Figura 15: Cromatogramas obtidos por GC/gMS dos extratos DCM:MeOH (95:5 v/v)
obtidos na prepHPLC com fase silica gel tratada termicamente para amostras: (a) Ale (b) A2
em comparagdo com a solucdo padrio (c) na concentragdo de 40 mg L"' em DCM, F = ftalato.
Condicdes cromatogrdficas apresentadas na Tabela III. As amostras foram fortificadas com
solucdo dos padroes 1 a 5 da Tabela .

A anélise desta figura permite observar os picos cromatograficos dos AN presentes nas
amostras. Contudo, pode ser notada a auséncia dos padrdes adicionados as mesmas, conforme
comparagdo com cromatograma da solugdo padrio, sugerindo uma possivel retengdo dos
padrdes dos acidos na silica gel. Ainda sob este ponto de vista, parte dos AN originais das

amostras também poderiam ter sido retidos na coluna, o que poderia explicar a presenca

majoritaria de acidos aciclicos em detrimento dos AN. Os tempos de retengdo no GC/qMS e
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os fons monitorados na espectrometria de massas apds a derivatizagdo com MTBDSTFA,

estdo apresentados na Tabela VL.

Tabela VI: Tempo de reten¢do no GC/qMS e os {ons monitorados ap0ds a derivatizagao.

Acido tr (min) fons (T-BDMS éster do dcido)
1- 4cido ciclopentanocarboxilico 11,67 171,115,775
2- acido 1-metil-cicloexanocarboxilico 12,96 199,117,97,75,55
3- 4cido cicloexanocarboxilico 13,07 185,129,75
4- 4cido cicloeptanocarboxilico 14,69 199,75,55
5- 4cido trans-4-pentilcicloexanocarboxilico 18,30  255,105,93,75,55
6- dcido siringico 18,80 255, 105, 75, 55

Os cromatogramas obtidos da andlise por GC/gMS do extrato metandlico por

prepHPLC com fase de silica gel tratada termicamente, para Al e A2 estdo apresentados na

Figura 16.
a) A1 C17 =0
Extrato MeOH
C16 L=0
F
50- £
(1]
o 0
F T T T
= 10 20 30
= b) A2
I Extrato MeOH
a0 F
0
10 20 an

Termpo de Retengdo (min)

Figura 16: Cromatogramas obtidos por GC/gMS dos extratos metandlicos obtidos na
prepHPLC com fase de silica gel tratada termicamente para amostras: (a) Al e (b) A2, F =
ftalato. Condicoes cromatogrdficas apresentadas na Tabela III..

A observagdo destes cromatogramas permitiu deduzir que a eluicdo de compostos
polares do extrato metandlico ndo apresentou resultado satisfatério para as amostras.

7z

Aparentemente, a concentracio dos compostos € muito baixa para uma andlise via
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cromatografia gasosa monodimensional. Para a amostra menos dcida (A1), tem-se somente a
eluicdo dos compostos aciclicos C;s e Cj7 para ambos os solventes extratores.

No extrato DCM:MeOH da amostra A2 foram identificados os dcidos aciclicos da
série homodloga Cg a Cig e 0os compostos monociclicos pares Cg, Cyz, Ci4, Cj6 € Ci3, dentre os
quais Cg, C» e Cig apresentam maior intensidade de pico. E possivel perceber que para esta
amostra, a mistura extratora DCM:MeOH (Figura 15-b) foi mais eficiente na eluicio dos
componentes polares com relagdo ao MeOH puro (Figura 16-b).

As intensidades dos fons referentes aos AN derivatizados com MTBDSTFA obtidos
por GC/gMS foram organizados de forma percentual segundo o método proposto por
Holowenko et al.* utilizando o programa Excel® versdo 2003. Para isto, considerou-se a
intensidade do fon [M-57]" de cada composto 4cido identificado, relacionando-o  intensidade
total dos AN presentes na amostra (100%), produzindo valores normalizados para cada
nimero de carbono e Z. Estes dados estdo apresentados nas Figuras 17 e 18 para as amostras

Al e A2, respectivamente de acordo com o solvente extrator mais eficiente (MeOH para Al e

DCM:MeOH para A2) e sumarizados nas Tabela VII.

A1l - prepHPLC fase silica gel tratada termicamente

P Extrato MeOH
. loo {
n 1 —
5 u, —
L1 b 1 /- —— "--______
ﬁ 1 --._____. .______--
S 50 B
-E I| -----"'---.
S 0 ¥t o l
-IE r--'--""r-_l__' Q'E':.--‘..____.
— 1 3 . 1--r-.r__l__1__" - ¥
7 L S -
5 e S
s, i S SN
MNumero de Carbonos Ve o, ~—/ FamiliaZ
23
75

Figura 17: Distribui¢do da intensidade dos AN da amostra Al pelo nimero de carbonos e

familia Z. A amostra foi extraida por prepHPLC com fase silica gel tratada termicamente e
estes dados sdo referentes a extracdo com MeOH.

Dissertacdo de Mestrado — Liliane Dailei Almeida Gruber 37



Resultados e Discussoes

A2 - prep HPLC fase silica gel tratada termicamente

=30 {
2\,
1
o 20
g \
o .
T 104
2 |-
_.E 0 _I{...'r'*r'-'l.'_'._-_.;::-;
— 1 T
3

11 45

Extrato DCM:MelOH

.._'_ .

=/ 2 Familia Z

Figura 18: Distribui¢do da intensidade dos AN da amostra A2 pelo nimero de carbonos e
familia Z. A amostra foi extraida por prepHPLC com fase silica gel tratada termicamente e
estes dados sao referentes a extracdo com DCM:MeOH.

Tabela VII: Relacdo da intensidade, em valores percentuais (%) dos AN nos extratos das

amostras Al e A2 utilizando prepHPLC e fase estaciondria silica gel tratada termicamente.

Amostra Al Amostra A2
(MeOH) (DCM:MeOH)
N°de C Z=0( Z=0"% |zZ2=-20
8 0 0 1,52 (1)
9 0 1,07 (1) 0
10 0 1,80 (1) 0
11 0 0,58 (1) 0
12 0 7,62 (1) | 18,17 (2)
13 0 2,19 (2) 0
14 0 13,88 (2) 0,40 (1)
15 39,12 (1) 7,75 (5) 0
16 0 20,46 (2) 1,19 (2)
17 60,88 (1) 4,36 (4) 0
18 0 15,81 (1) 3,08 (2)
Total parcial (%) 75,52 24,36
Total geral (%) 100 99,88

a . 4 . . ~
Numero de AN encontrados com o mesmo nimero de C e agrupados para a indicagdo percentual.

4.1.2. Cromatografia gasosa bidimensional abrangente

4.1.2.1. Metodologia de analise

Normalmente, em GC x GC faz-se a otimiza¢do de metodologia de andlise
empregando cromatografo com detector FID. Assim, com o objetivo de identificar a regido de

eluicdo dos compostos dcidos foram analisadas no GC x GC-FID solucdes de padrdes
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correspondendo as classes quimicas: hidrocarbonetos lineares de C,; até Cip, dcidos
carboxilicos lineares Cs, Cjo, Ci2 € Cy4 € 0s dcidos monociclicos (ciclopentanocarboxilico, 1-
metil-cicloexanocarboxilico, cicloexanocarboxilico, cicloeptanocarboxilico e frans-4-pentil-
ciclopentanocarboxilico). A Figura 19 apresenta os dados obtidos destas andlises relacionando

os tempos de retencdo da primeira e segunda dimensao.
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Figura 19: Relacdo dos tempos de retencdo da primeira e segunda dimensdo para a
caracterizacdo da regido de elui¢do dos hidrocarbonetos lineares, dcidos nafténicos ciclicos e
aciclicos quando analisados por GC x GC/FID. Condi¢des cromatogrdficas descritas na
Tabela IV.

Na primeira dimensao (eixo x) a separacdo dos compostos ocorre em fungdo do PE, e
na segunda dimensdo (eixo y) se da por diferenca de polaridade, gerando o espaco
bidimensional de separacdo. Assim, no diagrama da GC x GC tem-se ao longo do eixo x os
compostos agrupados por nimero de carbonos e ao longo do eixo y, por classes quimicas
como alcanos, cicloalcanos, aromdticos de um, dois ou multi anéis com agrupamentos
adicionais mostrando séries homélogas entre cada classe® . A menor polaridade dos dcidos
aciclicos faz com que estes compostos tenham menor retengdo em relacido aos dcidos ciclicos
na segunda coluna, conseqiientemente sua localizacdo é na parte inferior do diagrama. Os
hidrocarbonetos lineares analisados apresentam nimero de carbonos superior a 21 dtomos e

sd0 maiores que os compostos polares. Portanto, apresentam elui¢do com maior tempo de
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retencdo na primeira dimensao. Contudo, por serem apolares, ficam pouco retidos na segunda
dimensao.

Para a identificacdo dos padrdes de 4dcidos nas amostras foi desenvolvido um método
de classificacdo através da andlise da solu¢do padrdo no programa de tratamento de dados
ChromaTOF® Leco (versdo 3.25) no sistema GC x GC. Este tratamento consiste em gerar
uma tabela com os compostos sugeridos, os quais atendem aos parametros inseridos como:
menor relagdo sinal ruido, drea minima, largura do pico na primeira dimensdo e dos picos
modulados.

Na Figura 20 esta representado o diagrama de cores obtido para a anélise da mistura
de padrdes de 4cidos nafténicos, e na Tabela VIII, estdo os tempos de retencdo relacionados
aos padrdes. Verifica-se que os 4cidos cicloexanocarboxilico e metil-cicloexanocarboxilico
co-eluem na primeira dimensdo e sdo separados na segunda dimensdo. No diagrama de cores
o azul representa sinal baixo, verde estd representado sinal intermedidrio e o vermelho indica

sinal de alta intensidade.
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Figura 20: Diagrama de cores obtido para a solugcdo padrio de AN na concentragdo de
40 mg L Compostos identificados na Tabela VIII. Condi¢oes cromatogrdficas apresentadas na
Tabela IV.
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Tabela VIII: Tempos de retencdo dos padrdes de acidos utilizados no GC x GC-FID.

Acido 't min)  “tg (s)
1- 4cido ciclopentanocarboxilico 9.4 2,48
2- acido 1-metil-cicloexanocarboxilico 10,6 2,40
3- acido cicloexanocarboxilico 10,6 2,59
4- acido cicloeptanocarboxilico 12,2 2,65
5- 4cido trans-4-pentilcicloexanocarboxilico 16,8 3,13

4.1.2.2. Resultados da analise da amostra A2

Para comprovar a auséncia dos padrdes de acidos nas amostras, o extrato eluido com
DCM:MeOH da amostra A2 foi analisado por GC x GC/TOFMS. A Figura 21 apresenta o

diagrama de cores obtido.

tempo de retengao na segunda dimensao (seg.)

7.0 236 . 320 . 403
tempo de retengao da primeira dimensao (min)

Figura 21: Diagrama de cores do extrato DCM:MeOH da amostra A2 fortificada com
padrdes de acidos e obtida por prepHPLC com fase de silica gel tratada termicamente obtido
por GC x GC/TOFMS. Em destaque a série dos dcidos aciclicos (Z = 0). Condigies
cromatogrdficas apresentadas na Tabela IV.

Promovendo o monitoramento dos fons caracteristicos dos AN foi possivel identificar

os 4cidos aciclicos Cg a Cy. Observou-se um aumento significativo da sensibilidade, pois um
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nimero maior de compostos foi identificado quando comparados aos resultados fornecidos
pela cromatografia monodimensional (GC/qMS). Contudo, os padrdes de dcidos adicionados

ndo foram identificados.

4.1.3. Resultados da mistura de padroes de acidos nafténicos por cromatografia gasosa

monodimensional

A observacdo da baixa intensidade dos picos dos padrdes nas andlises por GC/gMS
para as duas amostras e a auséncia dos padrdes no diagrama de cores obtido por GC x
GC/TOFMS para a amostra A2, sugeriu uma possivel adsorcio irreversivel dos compostos
dcidos na fase estaciondria silica gel tratada termicamente. A fim de confirmar este resultado,
uma solugdo padrdo com alta concentracdo de dcidos nafténicos (6,0 mg mL™) foi extraida
por prepHPLC conforme item 3.5.1. A Figura 22 (a) e (b) apresenta os cromatogramas

obtidos por GC/gMS para os extratos: mistura DCM:MeOH (95:5 v/v) e MeOH puro.

4,0e+5
a) Padrdes extraidos por prepHPLC com silica gel tratada termicamente
Extrato DCM:MeOH

3,0e+5 —

2,0e+5 —

® 1,0e+5
O
c
«C
T
2 00
3 10 12 22
< 40es5
b) Padroes extraidos gor prepHPLC com silica gel tratada termicamente
Extrato MeOH

3,0e+5 —

2,0e+5 —

1,0e+5

00 o

10 12 14 16 18 20 22
Tempo de Retencao (min)

Figura 22: Cromatogramas obtidos por GC/qMS dos extratos (a) DCM:MeOH 95:5 (v/v) e
(b) MeOH obtidos na prepHPLC com fase de silica gel tratada termicamente com indicagdo
da localizagdo dos padrdes conforme Tabela VI. Condicdes cromatogrdficas segundo Tabela III.
As solugées foram preparadas com os padroes 1 a 6 da Tabela I.

Através dos cromatogramas verificou-se, apesar da alta concentracdo dos padrdes, a

baixa intensidade dos sinais para ambos os extratos (DCM:MeOH e MeOH puro). Cabe
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salientar, que os extratos oriundos da percolacio com hexano e tolueno também foram
analisados sendo que ndo foram observados sinais dos padrdes. Tais extratos foram
investigados com o intuito de excluir um possivel efeito de lixiviacdo dos 4cidos pela coluna
de silica gel tratada termicamente usada na prepHPLC.

Segundo Borgund et al.*' os AN podem ficar retidos irreversivelmente na silica,
resultando na baixa recuperacdo destes compostos nesta fase. Acrescentam ainda, que a fase
estaciondria octadecil-silica (C;s), comumente utilizada, seria uma op¢do interessante para
dcidos. Contudo, seria preciso considerar a problemdtica da forte interacdo dos
hidrocarbonetos, o que levaria a necessidade de freqiientes trocas de coluna, aumentando o
custo desta andlise. Os autores comentam que a silica com cardter mais basico promove o
isolamento — baseado em interacdes de troca i6nica — dos 4cidos nafténicos. Com este intuito,

partiu-se para uma modificacdo da silica com KOH em isopropanol.

4.2. EXTRACAO POR prepHPLC COM FASE DE SILICA GEL MODIFICADA COM
KOH EM ISOPROPANOL

4.2.1. Resultados da amostra A2 por cromatografia gasosa monodimensional

A Figura 23 apresenta o cromatograma da andlise por GC/gMS obtido do extrato
MeOH: écido férmico 98:2 (v/v) proveniente da extracido por prepHPLC da amostra A2 com
a fase de silica gel modificada com KOH (0,1 M) em isopropanol.

Foi possivel observar no cromatograma o insucesso do método de extracdo, pois ndo
se percebe a presenca dos compostos dcidos oriundos da amostra e, nem mesmo, os padroes
adicionados. Este resultado foi observado para todas as condi¢des de elui¢do testadas. Com
isso, conclui-se que a metodologia proposta de modificacdo da silica gel com KOH para o
empacotamento de coluna de prepHPLC e elui¢do com mistura MeOH e 4cido férmico ndo

pode ser aplicada para a andlise dos AN desta amostra.
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Figura 23: Cromatogramas obtidos por GC/qMS da amostra A2 extraida com MeOH:4cido
férmico 98:2 (v/v) por prepHPLC com fase de silica gel modificada com KOH (0,1 M) em
isopropanol em comparacio com a solu¢io padrio de dcidos (40 ug mL' em DCM), D =
residuo do derivatizante. Condicdes cromatogrdficas apresentadas na Tabela I1I.

4.2.2. Resultados por cromatografia gasosa bidimensional abrangente

A fim de confirmar o resultado da cromatografia monodimensional, o extrato MeOH:
dcido férmico 98:2 (v/v) proveniente da extragcdo por prepHPLC da amostra A2 com a fase de
silica gel modificada com KOH (0,1 M) em isopropanol foi analisado por GC x GC/TOFMS,
cujo diagrama de cores € apresentado na Figura 24.

A andlise do diagrama de cores demonstra a presenca de trés dcidos, dos quais dois sdo
aciclicos, Cj4 € Cj6, € um 4cido monociclico Cg. Contudo, apesar da maior sensibilidade da
cromatografia bidimensional abrangente em relagio a GC/qMS, este resultado reforga

ineficiéncia do método de extrag¢do proposto.
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Figura 24: Diagrama de cores obtido por GC x GC/TOFMS para a amostra A2 extraida com
MeOH:4cido férmico 98:2 (v/v) por prepHPLC com fase de silica gel modificada com KOH
(0,1 M). Condicdes cromatogrdficas apresentadas na Tabela IV.

4.3. CROMATOGRAFIA LiQUIDA PREPARATIVA EM COLUNA ABERTA COM
FASE SILICA GEL TRATADA TERMICAMENTE

Os extratos obtidos via cromatografia liquida preparativa em coluna aberta com fase
silica gel tratada termicamente para a amostra A2, contendo os compostos polares, foram
derivatizados e ap6s analisados via GC/gMS. Os cromatogramas estio apresentados na Figura
25 (a) e (b).

Aparentemente, a mistura de solventes DCM:MeOH foi mais eficiente, observou-se a
maior intensidade dos picos referentes aos paddes adicionados e a série homdloga de dcidos
de Cg até C3, com excec¢do do aciclico Cj7. Apesar da menor intensidade de picos para todos
os padrdes e 4cidos, o solvente MeOH se mostrou mais eficiente na extragao de Cyq, Ci7 € Cys.
Os picos dos 4cidos aciclicos de Cs até C; e monociclicos ndo foram identificados no

cromatograma representado pela Figura 25 (a) devido as baixas intensidades observadas.
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Figura 25: Cromatogramas obtidos por GC/gMS dos extratos: (a) DCM:MeOH (95:5 v/v) e
(b) MeOH puro obtidos por cromatografia liquida em coluna aberta com fase silica gel tratada
termicamente para amostra A2 com a identificagdo dos padrdes de AN segundo a Tabela V, F
= ftalato. Condig¢des cromatogrdficas apresentadas na Tabela III. A amostra foi fortificada com
solucdo dos padroes 1 a 5 da Tabela .

Para uma melhor compreensdo, as intensidades dos ions referentes aos AN foram
organizadas de forma percentual considerando a razdo da intensidade individual de cada acido
identificado pela intensidade total dos AN presentes na amostra. Estes dados estio
apresentados na Figura 26 (a) e (b) e sumarizados na Tabela IX.

A comparacdo destes resultados com os obtidos por prepHPLC, indicou que a
extragdo via cromatografia liquida preparativa em coluna aberta seria mais eficiente, pois se
observou intensidades de pico até 3 vezes maiores para os dcidos majoritarios Cis e C;s. Tal
fato poderia ser explicado pela granulometria da silica gel empregada na coluna aberta, que é
maior que a utilizada na prepHPLC. Particulas com didmetros maiores poderiam limitar a

sor¢do irreversivel dos AN na silica gel.
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Figura 26: Distribuicdo percentual dos AN nos extratos obtidos por coluna aberta

considerando o nimero de carbonos e familia Z para os extratos DCM/MeOH (a) e MeOH
puro (b).
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Tabela IX: Relacdo da intensidade (%) dos AN nos extratos obtidos por cromatografia
liquida em coluna aberta com fase silica gel tratada termicamente para a amostra A2.

o DCM:MeOH MeOH puro
M€ 17200 (22202200 [2=20

5 1,45 (3) 0 0 0
6 4,49 (4) 0 3,16 (4) 0
7 2,45 (3) 0 1,94 (4) 0
8 2,66 (3) 0 2,43 (3) 0
9 9,05 (1) 0 3,81 (3) 0
10 4,83(1)| 0,25(1) | 3,78 (3) 0
11 7,90 (2) | 0,20(1) | 2,86 (3) 0
12 8,05 (3) 0 4,45 (3) 0
13 4,75 (1) 0 2,36 (2) 0
14 7,86 (1) 0 0,22 (2) 0
15 5,56 (1) 0 2,58 (2) 0
16 21,72 (1) 0 42,62 (1) 0
17 2,90 (1) 0 1,69 (1) 0
18 17,22 (2) 0 21,42 (1) 0
Total parcial (%) | 100,89 0,45 93,32 0
Total geral (%) 101,34 93,32

a , 4 . . ~
Numero de AN encontrados com o mesmo nimero de C e agrupados para a indicagdo percentual.

4.4. TRATAMENTO DOS EXTRATOS ACIDOS COM TERRA DIATOMACEA E
EXTRACAO DA AMOSTRA A2 POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
PREPARATIVA EM COLUNA ABERTA COM FASE TERRA DIATOMACEA

Os extratos obtidos empregando como fase estaciondria terra diatomdcea, descritos
nos itens 3.6.2. e 3.7.1., ndo foram analisados por apresentarem problemas de umidade.
Virias tentativas com agentes secantes ndo apresentaram resultados satisfatdrios, ja que no
momento do extrato ser levado a secura para a adicdo do derivatizante, os tracos de umidade

novamente se faziam presentes.
4.5. EXTRACAO DAS AMOSTRAS Al E A2 USANDO SPE COM FASE SAX
4.5.1. Resultados da cromatografia gasosa monodimensional
Seguindo o método proposto por Jones et al.®® no estudo dos AN, foram realizadas

extragdes das amostras Al e A2 fortificadas com padrdes, utilizando cartuchos com a fase

trocadora de anions forte (trimetil-propil-amonio-silica - SAX), eluidos com a mistura MTBE
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(éter-metil-terc-butilico) e dcido férmico (98:2 v/v) conforme o item 3.7.2. A quantidade de
amostra utilizada nestes experimentos, com cartucho SAX de 10 g, seguiu a regra:
Mymostra = 1,683 / TAN

onde TAN € o niimero de acidez total da amostra determinado pelo método ASTM D664.

A Figura 27 apresenta os cromatogramas obtidos por GC/qMS das amostras Al e A2
fortificadas com a mistura de padrdes e extraidas em cartuchos de SPE com a fase

estacionaria SAX.
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Figura 27: Cromatogramas obtidos por GC/qMS dos extratos contendo compostos polares
para as amostras Al (a) e A2 (b) oriundos do cartucho SAX com a identificacdo dos padrdes
de AN segundo a Tabela V, F = ftalato. Condig¢des cromatogrdficas segundo Tabela III. As
amostras foram fortificadas com solugdo dos padréoes 1 a 5 da Tabela 1.

A andlise desta figura permite dizer que os padrdes adicionados foram identificados
nos extratos, indicando que o mecanismo de troca idnica destes com a fase SAX e os eluentes
foi mais eficiente em relacdo aos outros métodos de extracdo testados. Na amostra Al foi
identificada a série homodloga de dcidos aciclicos Cg até Cjy e o Cig. J4 para a amostra A2 foi
identificada a série homoéloga de AN aciclicos de Cg até Cis. Os picos encontrados sob a
forma de “franjas” ao final dos cromatogramas foram identificados através do espectro de

massas como ftalatos. Provavelmente, estes contaminantes foram lixiviados do material
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plastico que constitui o cartucho. Os picos dos dcidos monociclicos ndo foram indicados nos
cromatogramas devido as baixas intensidades observadas.

O cromatograma da amostra A1 (Figura 27 a) apresenta uma elevacdo acentuada da
linha de base entre 22 e 27 min, com espectro de massas caracteristico de AN, sendo
impossivel determinar o nimero de carbonos e de anéis saturados das estruturas. Esta co-
eluicao de compostos é denominada como mistura complexa ndo resolvida - UCM - sendo
bastante comum em amostras petroquimicas.

As intensidades dos fons referentes aos AN derivatizados dos extratos polares para as
amostras Al e A2 oriundos da extracdo SPE com cartucho SAX também foram organizadas

de forma percentual. Estes dados estdo apresentados nas Figuras 28 e 29 e sumarizados na

Tabela X.
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Figura 28: Distribuicio da intensidade dos AN da amostra A1 extraida por SPE com cartucho
SAX pelo nimero de carbonos e familia Z.
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Figura 29: Distribuicio da intensidade dos AN da amostra A2 extraida por SPE com cartucho
SAX pelo nimero de carbonos e familia Z.
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Tabela X: Rela¢io da intensidade, em valores percentuais (%) dos AN nos extratos polares
das amostras Al e A2 oriundas da extrag@o por SPE com cartucho SAX

o Amostra Al Amostra A2

N°de C Z=00) Z=00)
6 0,81 (2) 0,33 (2)
7 0,27 (3) 0,10 (3)
8 1,19 (2) 0,53 (2)
9 0,40 (1) 0,42 (1)
10 0,98 (1) 0,98 (1)
11 0,16 (1) 0,74 (1)
12 2,47 (1) 1,50 (1)
13 0 0
14 12,21 (1) 6,10 (1)
15 0 1,17 (1)
16 0 36,52 (1)
17 0 2,15 (1)
18 81,41 (1) 49,42 (1)
Total geral (%) 99,91 99,96

a . . . . ~
Niimero de AN encontrados com o mesmo nimero de C e agrupados para a indica¢io percentual.

A comparacdo destes resultados, com os obtidos por prepHPLC e cromatografia
liquida preparativa em coluna aberta utilizando a fase silica gel tratada termicamente,
confirmam a maior intensidade dos écidos aciclicos Ci¢ € Ci3 na amostra A2. Os resultados
sdo discordantes para a amostra Al, pois com a fase SAX foram identificados a série
homoéloga de C¢ até Cj, e os dcidos Cj4 e Ci3, enquanto que por prepHPLC, somente foram
detectados os dcidos aciclicos Cis e Cyp7. A seletividade das fases frente aos AN estd
relacionada ndo somente com o mecanismo de intera¢do analito/fase estaciondria, mas
também com o efeito da matriz no processo de extracdo. Aparentemente, tem-se um efeito de
matriz mais acentuado para a amostra Al com relagdo a amostra A2 na comparacio destas

fases.
4.5.2. Resultados da cromatografia gasosa bidimensional abrangente
As Figuras 30 e 31 apresentam os diagramas em 3D das amostras Al e A2,

respectivamente, caracterizando a regido de elui¢do dos compostos &dcidos a partir do

conhecimento gerado no estudo das solugdes padrdes demonstradas na Figura 19 (pagina 40).
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Figura 30: Diagrama 3D ampliado do extrato MTBE:4c.férmico 98:2 (v/v) da amostra Al
obtido por GC x GC-FID com indicagdo da regido de eluicdo dos AN aciclicos e

monociclicos e os 5 padrdes de 4cidos. Em detallhe, o diagrama de cores do espaco de
separagdo bidimensional total. Condi¢des cromatogrdficas descritas na Tabela IV.

Pela andlise da solu¢do padrdo dos hidrocarbonetos lineares foi possivel constatar a
presenca de alguns destes compostos no extrato da amostra Al. Foram identificados os
compostos Cpg, C39, C33, C37 € Csg, 0s quais ndo foram identificado por GC/gMS. Na amostra

A2 nao foram identificados hidrocarbonetos lineares com numero de atomos de carbono entre
21 e 40.
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Figura 31: Diagrama 3D ampliado do extrato MTBE:4c.férmico 98:2 (v/v) da amostra A2
obtido por GC x GC-FID com indicacdo da regido de eluicdo dos AN aciclicos e
monociclicos e os 5 padrdoes de 4cidos. Em detallhe, o diagrama de cores do espaco de
separacao bidimensional total. Condicdes cromatogrdficas descritas na Tabela IV.

4.6. RESULTADOS DA CROMATOGRAFIA GASOSA MONODIMENSIONAL
PARA A AMOSTRA A2 POR SPE COM CARTUCHO AMINO

Neste trabalho, foram utilizados os cartuchos SPE com esta fase para a obtencdo de
extratos analisdveis por cromatografia gasosa. Para tanto, fez-se um estudo preliminar da
quantidade de massa a ser percolada pelo cartucho que continha 500 mg.

A Figura 32 (a), (b) e (c) apresenta os cromatogramas obtidos por GC/gMS para Al e
A2 extraidas em cartuchos de SPE com a fase amino conforme o item 3.7.3. O extrato
corresponde a seqiiéncia de eluicdo envolvendo os solventes polares: acetona, a mistura

acetona:MeOH (50:50 v/v) e MeOH.
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Figura 32: Cromatogramas obtidos por GC/gMS para as amostras: (a) Al (20 mg) e (b) A2
(20 mg) e (c) A2 (100 mg), oriundos do cartucho amino. Condi¢des cromatogrdficas segundo
Tabela I11.

A andlise desta Figura revela novamente a presenca de uma UCM formada por AN no
cromatograma da amostra Al. O mesmo s6 foi observado para A2 utilizando-se 5 vezes mais
amostra. Estes resultados preliminares ndo permitem qualquer correlacdo em termos de
capacidade de extracdo dos AN com as outras fases, jd que as diferencas de matriz entre as
amostras implicam em estudos individuais de otimizagdo relacionando o TAN com a massa a
ser percolada pelo cartucho, semelhante aos estudos que foram realizados para a fase SAX.
Contudo, € possivel dizer que a percolacdo do cloroférmio como agente de clean up foi

eficiente, nao sendo observados nos cromatogramas os interferentes saturados e aromaticos
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4.7. MISTURA TECNICA MIRACEMA-NUODEX

4.7.1. Resultados da cromatografia gasosa monodimensional

A Figura 33 apresenta o cromatograma obtido por GC/qMS para a mistura técnica

Miracema-Nuodex com concentragdo 12 g L' injetada no modo split 1:50.

Mistura técnica Miracema-Nuodex
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Figura 33: Cromatograma obtido por GC/qMS para a mistura técnica Miracema — Nuodex,
com concentragdo 12 g L' injetada em modo split 1:50, demais condi¢cdes cromatogréficas
segundo Tabela III, HC = hidrocarbonetos.

No inicio do cromatograma foi possivel identificar a presenca de alguns
hidrocarbonetos. Além disto, hd uma elevacdo da linha de base ao longo de todo o tempo,
caracterizando uma UCM de AN. Entre 40 e 46 min, a UCM tem espectro de massas com
valores de m/z tipicos para compostos com dois anéis, porém com a co-elui¢do dos compostos
ndo foi possivel especificar o nimero de carbonos na estrutura. Somente os compostos com
sinal mais intenso tiveram a identificacdo no cromatograma. Pela grande complexidade da
mistura, sugere-se a presenca de um nimero muito grande de isomeros nesta mistura.

Para uma melhor visualizagdo, as intensidades dos ions referentes aos AN
derivatizados da mistura Miracema-Nuodex em forma de percentuais, estdo apresentados na

Figura 34 e sumarizados na Tabela XI.
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Figura 34: Distribuicdo da intensidade dos AN da mistura técnica Miracema-Nuodex pelo
nimero de carbonos e familia Z.

A andlise da Figura 34 revela que todos os fons referentes aos AN derivatizados,
identificados na mistura técnica Miracema-Nuodex, apresentam valores m/z caracteristicos de
acidos de cadeia aberta (aciclicos), 4cidos monociclicos (Z = -2) e biciclicos (Z = -4), com
apenas um grupo carboxilico. Na mistura foram identificados aproximadamente 258 acidos,
muitos dos quais apresentam o mesmo nimero de dtomos de carbono, mas com diferentes

tempos de reten¢do, indicando a ocorréncia de uma grande variedade de isdmeros.

Tabela XI: Relacdo da intensidade em valores percentuais (%) dos AN na mistura técnica
fornecida pela Miracema-Nuodex determinadas por GC/qMS.

N° de Carbonos Familia 2
2=00") Z=-2() Z=-4()
7 0,1(2) 0,02 (1) 0
8 1,7 (9) 1,82 (7) 0
9 1,4 (15) | 14,13 (26) 0
10 2,35(4) | 19,95 (26) 0
11 0 21,96 31) | 1,57 (2)
12 1,15(2) | 12,28 (34) | 3,55(8)
13 1,04 (2) 3,61 (14) | 4,88 (16)
14 0,56 (3) 2,23 (12) | 3,83 (28)
15 0,3(2) 0,23 (3) 0,39
16 0,25 (1) 0 0
18 0 0,76 (1) 0
Total geral (%) 8,88 76,99 14,13

a . 4 . . ~
Numero de AN encontrados com o mesmo nimero de C e agrupados para a indicagdo percentual.

Os AN aciclicos compreendem 40 compostos, com intensidade total de 8,88% e

predominancia para estruturas contendo 10, 12 e 13 dtomos de carbono, com razdo m/z 229,
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257 e 271. Contudo, observa-se a maior ocorréncia de AN ciclicos das séries homdlogas Z = -
2 e Z = -4. Os 4cidos monociclicos representam 77% da intensidade total, distribuidos entre
155 compostos e apresentando estruturas predominantes Co, Cjy, C;; e Cys. Os fons que
representam estes compostos possuem razdo m/z 213, 227, 241 e 339, respectivamente. As
estruturas biciclicas correspondem a 14,13% da intensidade total dos acidos identificados e
estdo distribuidas em 63 compostos com até 15 dtomos de carbono. Dentre estes, o mais
abundante apresenta estrutura com 11 dtomos de carbono, com o fon caracteristico m/z 239.
Algumas propostas de estruturas dos AN identificados na amostra da mistura técnica

Miracema-Nuodex estio apresentados na Figura 35.

I=0 WD—S{\- Hjj\/?ko-%\: \d\jﬁo-e{;
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w =125 e ot
1 ]
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Figura 35: Proposta de estruturas para os AN identificados na amostra da mistura técnica
Miracema-Nuodex.

4.7.2. Cromatografia gasosa bidimensional abrangente

A andlise preliminar da distribuicdo dos compostos da mistura técnica Miracema-
Nuodex na cromatografia bidimensional foi realizada utilizando o sistema GC x GC-FID. A
Figura 36 apresenta o diagrama 3D obtido, onde é possivel verificar a presenca de um grande
nimero de picos em todo o espaco bidimensional de separacdo. Na avaliacdo dos compostos
presentes na amostra, foram considerados também os resultados obtidos por GC/qMS que

indicam a ocorréncia de AN aciclicos e ciclicos com Z = -2 e -4, bem como de pequenas
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quantidades HC. Com base nestes dados, foram destacadas no diagrama 3D as possiveis

regides de identificacdo dos AN e das demais classes quimicas.

ek oy . 3
{ f.’ L T '.;‘.!_..‘A o
r W

'AN aciclicos

AN fora de ciclo

w’

Tempo de Retencéo na 2° dimensao (s)

Tempo de Retencéo na 1° dimensao (min)

Figura 36: Diagrama 3D da mistura técnica da Miracema-Nuodex obtido por GC x GC-FID.
No detalhe, o diagrama de cores do espaco de separacdo bidimensional total. Condigdes
cromatogrdficas descritas na Tabela IV.

Para esta mistura técnica, existe uma ampla distribuicio de picos na primeira
dimensdo, indicando a presenga de compostos com grande variacdo do nimero de dtomos
carbono. Além disto, foi destacada no diagrama 3D uma regido onde os picos dos AN estdo
fora de ciclo, ou seja, foram detectados em um tempo de eluicdo na segunda coluna superior
ao periodo de modulacdo utilizado no método cromatografico. Isto decorre, provavelmente,

de um grande niimero de compostos com elevado peso molecular presentes nesta amostra.
4.7.3. Ressonancia magnética nuclear

O espectro de NMR 'H (Figura 37) apresenta sinais de ressonéncia caracteristicos de
dcidos acilicos e ciclicos saturados®’. Os hidrogénios pertencentes as ramificacdes alquilicas
dos AN possuem sinais de ressonincia entre 0,7 a 2 ppm. A regido entre 2 e 2,8 ppm estd

associada aos hidrogé€nios metilénicos vizinhos as carbonilas, e entre 11 e 13 ppm pode-se
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observar o sinal de ressonancia do hidrogénio carboxilico na forma de um singleto largo.
Além disto, a auséncia de sinais entre 6,0 a 8,0 ppm comprova que grupos arométicos nio

estdo presentes de forma significativa nesta mistura técnica.

0
R
TCHE oH
0.7-2 ppm
0
Q0
g #oH;” O
A 0H _
2-28 ppm
11-13 ppm _,/L/
N | L
T T T l .I : .! T : T : T T ppm

Figura 37: Espectro de NMR 'H e deslocamento quimico observado para as possiveis
estruturas presentes na mistura técnica da Miracema-Nuodex.

O espectro de NMR "*C em APT (Teste dos Hidrogénios Ligados) ilustrado na Figura
38 mostra os sinais dos carbonos secunddrios e quaterndrios acima da linha de base, e
primérios e tercidrios para baixo. Nao € possivel distinguir com precisdo qual o tipo de
carbono para cada sinal, mas pelo deslocamento quimico pode-se confirmar que os sinais dos
carbonos do grupo —COOH estio distribuidos entre 179 e 185 ppm. Os sinais de carbonos
metilénicos -CH,- e quaterndrios se encontram na regido entre 26 e 43 ppm. Provavelmente,
entre 11 e 23 ppm estdo os sinais referentes aos carbonos pertencentes aos grupos CHj
terminais, e entre 42 a 52 ppm, encontram-se os sinais dos carbonos ligados somente a um
hidrogénio. Assim, por este espectro, pode-se verificar a presenca de grande quantidade de
carbonos terminais e primarios, indicando ainda uma possibilidade de inumeras ramificagées

nas cadeias dos acidos.
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Figura 38: Espectro de NMR BC em APT e deslocamento quimico observado para as
possiveis estruturas presentes na mistura técnica da Miracema-Nuodex.

4.7.4. Espectroscopia no infravermelho

A Figura 39 apresenta o espectro no infravermelho da mistura técnica Miracema-
Nuodex. A indicag@o das bandas caracteristicas de dcidos organicos foi determinada através da
presenca de 4cidos carboxilicos pela deformacdo axial de O-H em torno de 3080 cm™. Além
disto, a absor¢do intensa em 1706 cm’ se refere a deformacio axial do C=0 de dimero entre os
dcidos carboxilicos devido a formacgdo de ligacdes de hidrogé€nios fortes. As absor¢des de
alcanos aciclicos e ciclicos s@o muito parecidas, sendo dificil a completa caracterizagdo dos AN
nas amostras. Contudo, uma informag¢do importante é a ocorréncia das bandas distintas dos
grupos metil e metilénicos observadas em 1377 e 1414 cm™, que podem corresponder as
estruturas ciclicas de AN®’. A auséncia de absorcdes de aromdticos e outros interferentes

confirmam as informagdes obtidas por NMR, o que confere certa pureza a essa mistura de AN.
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Figura 39: Espectro de FTIR e valores das absor¢des da mistura técnica Miracema-Nuodex.

Dissertagdo de Mestrado — Liliane Dailei Almeida Gruber

61



Conclusoes

5. CONCLUSOES

Com o trabalho desenvolvido, pode-se estabelecer as seguintes conclusdes principais:

O método de empacotamenteo da coluna de silica tratada termicamente utilizada na
prepHPLC é trabalhoso e ndo mostrou boa reprodutibilidade.

Nas condi¢des de eluicdo propostas para a prepHPLC com a fase silica gel tratada
termicamente, foram identificados por GC/gMS os 4cidos aciclicos da série homéloga Cg a
Cis e os compostos monociclicos pares Cg, Cja, Ci4, Ci6 € Cig no extrato DCM:MeOH da
amostra A2 (TAN 13,94 mg KOH g'l). Na amostra Al (TAN 6,80 mg KOH g'l), extrato
metandlico, foram identificados somente os acidos aciclicos C;5 e Cy7.

Através da GC x GC/TOFMS foi possivel identificar a série homologa dos écidos
aciclicos Cg a Cyo na amostra A2, comprovando a melhor sensibilidade da técnica.

A auséncia dos padrdes adicionados nos extratos oriundos da prepHPLC com a fase
silica gel tratada termicamente, tanto nas andlises por GC/gMS como na GC x GC, sugeriu
uma adsor¢do muito forte na silica, provavelmente relacionada a fina granulomentria, uma
vez que os padrdes foram percebidos quando a mesma fase foi utilizada em cromatografia
preparativa em coluna aberta.

A metodologia de modificacdo da silica com KOH em isopropanol para o uso em
prepHPLC ndo mostrou resultados satisfatérios para a extragdo de AN, pois ndo se percebeu a
presenca dos compostos dcidos oriundos da amostra A2.

Utilizando a cromatografia preparativa em coluna aberta para a amostra A2 foram
identificados os padrdes e a série homéloga de acidos aciclicos de Cg até Cjs, com excecdo
Cj7no extrato da mistura DCM:MeOH. Contudo o solvente metanol se mostrou mais eficiente
na extracdo de Ci¢, Cy7 e Cys.

A fase SAX, quando comparada aos outros métodos propostos, mostrou-se mais
eficiente para a andlise de compostos dcidos de amostras de fracdes pesadas de petréleo, pois
apresentou maior seletividade, possibilitando a pré-concentracio dos AN para a andlise
cromatogréfica.

Outra conclus@o importante é que a amostra mais dcida (A2) apresentou, como
esperado, a maior variedade de compostos 4cidos (ciclicos e aciclicos) para todos os métodos
de extracdo nos quais ambas as amostras foram testadas.

A mistura técnica Miracema-Nuodex é constituida em sua maioria de &cidos
nafténicos com pequena quantidade de alcanos. Foram identificados por GC/qMS

aproximadamente 258 4cidos distribuidos entre compostos de cadeia aberta (aciclicos), acidos
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monociclicos (Z = -2) e biciclicos (Z = -4), com apenas um grupo carboxilico, mas com a
possibilidade de indmeras ramificacdes nas cadeias dos &4cidos. Como destaque das
informagdes obtidas pelo FTIR estd a diferenciagdo das bandas dos grupos metil e metilénicos
0s quais comprovam a existéncia de AN ciclicos.

Em relag¢do ao procedimento analitico como um todo, concluiu-se que a derivatizagdo
empregando MTBDSTFA foi importante para a andlise cromatografica dos AN, seja pela
diminui¢do da polaridade ou mesmo pela fragmentacdo diferenciada obtida no sistema de
deteccdo por espectrometria de massas.

A extragdo com pré-concentragdo dos AN em amostra petroquimicas ainda constitui

um desafio a ser vencido.

ATIVIDADES FUTURAS

Os seguintes estudos sao sugeridos para continuidade deste trabalho:

e Repetir a extracdo utilizando SPE com a fase estaciondria SAX na tentativa de estudos
quantitativos;

e Utilizar a mistura técnica para testes de recuperacdo do método de extragdo com fase
SAX;

e Avaliar os extratos obtidos para Al e A2 por SPE com a fase SAX por GC x
GC/TOFMS;

e Otimizar a quantidade de massa das amostras para a SPE com cartuchos amino-propil-
silica;

e Realizar a cromatografia liquida preparativa em coluna aberta com silica termicamente
tratada para a amostra A1, afim de verificar o efeito da matriz no processo de extracdo
através da formacdo da UCM;

e Aprofundar a avaliagdo dos espectros de massas para a caracterizacdo estrutural dos
AN, através da espectrometria de massas (MS/MS);

e Confirmar as classes quimicas encontradas na amostra Miracema-Nuodex através de
andlise por GC x GC/TOFMS;

e Avaliar a extracdo dos AN com prepHPLC utilizando colunas comercias, tais como

amino-propil-silica e ciano-propil-silica.
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