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OBJETIVOS GERAIS

e Desenvolver as habilidades basicas e a rotina de manuseio de material
no laboratério;

e Aprendizagem das técnicas analiticas HPLC, GC/MS e GCxGC-FID;

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Fracionar amostras de fracbes pesadas de petroleo em diferentes
classes quimicas através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC);

e Analisar a fracdo de compostos saturados através da Cromatografia
Gasosa Monodimensional acoplada a Espectrometria de Massas
(GC/MS) e Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente com
Detector por lonizacdo em Chama (GCxGC-FID);

e |dentificar e caracterizar os compostos por comparacdo de tempo de

retencdo e espectro de massas.



RESUMO

O petroleo € uma mistura complexa de hidrocarbonetos e outras
substancias, resultantes de processos fisico-quimicos sofridos pela matéria
organica, que se depositou juntamente com fragmentos de rochas durante a
formacgéo de estruturas sedimentares, milhdes de anos atras. Hidrocarbonetos
parafinicos, nafténicos, aromaticos e olefinas constituem essencialmente o
petréleo. Em propor¢cbes menores, encontram-se compostos contendo
nitrogénio, oxigénio, enxofre e metais pesados.

O petréleo € um combustivel fossil, sendo classificado como uma fonte
de energia nao-renovavel cujas reservas estdo sendo esgotadas
gradativamente. O petréleo é, ao mesmo tempo, uma das mais importantes
fontes de energia e de poluigcdo ambiental.

Inimeras séo as técnicas utilizadas na caracterizacdo do petréleo. Neste
trabalho utilizou-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) no
preparo das amostras e para a identificacdo dos compostos foi empregada a
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC/MS) e a
Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente (GCxGC).

Foram fracionadas e analisadas seis amostras de fracOes pesadas de
petréleo distintas entre si pelo intervalo do ponto de ebulicdo. Estas amostras
foram classificadas em trés tipos, decorrentes do perfil cromatografico e da
presenca de mistura complexa néo resolvida obtidos.

A presenca de hidrocarbonetos alifaticos e ciclicos foram identificadas
através da analise do espectro de massas, sendo caracteristicos 0os ions com
m/z 57 e 55, respectivamente. Outro resultado observado € que a silica-gel,
empregada como fase estacionéaria pode ser reutilizada para fracionamentos de

fracOes pesadas de petréleo sem efeito de memoria.



1. PETROLEO

Do latim petra (pedra) e oleum (6leo), o petréleo no estado liquido € uma
substancia viscosa, inflamavel, menos densa que a agua, com cheiro
caracteristico e cor variando entre o negro e o castanho-claro (Campos, 2005).
E constituido de uma mistura complexa de hidrocarbonetos com uma
quantidade bastante significativa de isébmeros, além de compostos contendo
nitrogénio, oxigénio e enxofre. A origem mista desta matriz torna dificil todas as
etapas de extracdo, isolamento e caracterizacdo dos compostos que o
constituem (Oliveira, 2004). A natureza complexa do petroleo é resultado de
mais de 1200 combinagdes diferentes de hidrocarbonetos (Thomas, 2001).

As teorias sobre a origem do petréleo sdo controvertidas. Entre as
principais figuram a da origem estritamente inorganica, defendida por Dmitri I.
Mendeleiev, Marcellin Berthelot e Henri Moissan, e a teoria organica, que
postula a participacdo animal e vegetal. De acordo com a primeira, 0 petroleo
ter-se-ia formado a partir de carburetos (de aluminio, célcio e outros
elementos), que decompostos por acdo da agua (hidrélise), dariam origem a
hidrocarbonetos como metanos, alcenos, etc. Esses compostos, sob pressao,
teriam sofrido polimerizagdo (unido de moléculas idénticas para formar uma
nova molécula mais pesada) e condensacao a fim de dar origem ao petréleo.
Contra essa concepcdo mais antiga, levanta-se a teoria orgéanica, segundo a
qual a presenga no petrdleo de compostos nitrogenados, clorofilados, etc.
pressupde a participacdo de matéria organica de origem animal e vegetal. Em
sua grande maioria, 0s pesquisadores modernos tendem a reconhecer como
valida apenas a teoria organica, na qual destacam o papel representado pelos
microorganismos animais e vegetais que sob a a¢do de bactérias, formariam
uma pasta organica no fundo dos mares. Misturada a argila e a areia, essa
pasta constituiria os sedimentos marinhos que, cobertos por novas e
sucessivas camadas de lama e areia, transformar-se-iam em rochas
consolidadas, nas quais 0 gas e o petréleo seriam gerados e acumulados
(cepa.if.usp).

Segundo Campos (2005), o petréleo é encontrado em bacias
sedimentares, isto é, depressdes na superficie terrestre preenchidas por

sedimentos. As bacias petroliferas encontram-se no continente ou ao longo da



margem continental. A maioria das bacias petroliferas brasileiras se encontra

na plataforma continental.

1.1 Hist6ria do Petréleo

O petréleo é a riqueza natural, finita e ndo renovavel que modelou a
base técnica do mundo atual e configurou o tipo de civilizag&do hoje existente.

No Antigo Testamento ja se registra sua existéncia. No século XVIII o
petréleo ja era utilizado na indastria farmacéutica. Os medicamentos serviram
como tbnico cardiaco e remédio para célculos renais, e seu uso externo
combatia dores, caimbras e outras moléstias. (Oliveira, 2004). Entretanto, foi a
partir de meados do século XIX - Segunda Revolucdo Industrial, que o uso do
petréleo se ampliou. No ano de 1852, a partir do carvdo betuminoso e
substancias similares, o canadense Abraham Gesner obteve uma substancia
iluminante, incolor e de boa qualidade, a qual se chamou de querosene. A
funcdo desse Oleo perdurou apenas até as décadas de 1870/80, quando
Thomas Edison conseguiu sistematizar e desenvolver o conhecimento em
energia elétrica, suplantando qualquer outra fonte de iluminacédo (Lima 2008;
Neto, 2007).

O marco inicial da exploracao petrolifera foi a perfuracdo do famoso
poco do “coronel” Edwin Drake, na Pensilvania (Estados Unidos), em 27 de
agosto de 1859. O interesse comercial pelo petroleo teve momentos de
reducdo no final do século XIX, porém a partir da invencdo dos motores a
gasolina e a diesel no final do século XX sua importancia se consolidou.

Durante todo o século XX, foi fator decisivo na geopolitica dos mais
importantes paises e 0 é até os dias de hoje. As disputas por ele geraram
muitas guerras as mais conflagradas no Oriente Médio - local do planeta onde
h& mais petréleo. Ter 6leo ou gas em abundancia torna uma regido rica, mas
Sujeita ao pesado jogo de pressdes, disputas e intrigas (Lima 2008).

No Brasil, o Imperador Pedro Il em 1858, outorgou concessfes para
exploracdo de carvao, turfa e folheto betuminoso a José de Barros Pimentel e
Frederico Hamiltom Southworth nas margens do Rio Marau e Acarai (hoje

Céacia de Camamu, sul da Bahia). Em 30 de Novembro de 1864, o Imperador



deferiu outra concessdo a Thomas Dennys Sargent, na mesma regido. (Neto,
2007). O monopdlio estatal do petrdleo brasileiro foi concedido durante o
Governo do Presidente Getulio Vargas em trés de outubro de 1953, com a
criacdo da PETROBRAS?, que deu partida decisiva nas pesquisas de 6leos
nacionais. Desde a sua criacdo, a PETROBRAS ja descobriu petrdleo nos
estados do Amazonas, Para, Maranhédo, Ceard, Rio Grande do Norte, Alagoas,
Sergipe, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Parana, Sdo Paulo e Santa
Catarina (Lima, 2008).

1.2 Caracterizacdo do Petroleo

Conforme Saravanabhavan e colaboradores (2007) relatam, o petréleo
bruto € uma mistura complexa de produtos quimicos compostos com uma
vasta gama de polaridades e volatilidades, o que torna a sua caracterizagao
quimica uma tarefa desafiadora.

Os constituintes das fracbes do petroleo podem ser classificados em
dois grandes grupos:

a) hidrocarbonetos, que podem ser divididos em alcanos aciclicos
(parafinas-C,Hzn+2) de cadeia ramificada ou normal; alcanos ciclicos
(naftenos-C,H,,); alcenos (olefinas) com cadeia normal ou ciclica;
aromaticos (pelo menos um anel benzénico);

b) compostos contendo heteroatomos, que possuem H, C, S, N, O, V, Niou
Fe; com férmula geral: CyHan+zXaYpZc , onde X, Y, Z séo o0s
heteroatomos, z representa a deficiéncia de hidrogénio, a, b, ¢, sédo o

numero de heteroatomos.

De acordo com Oliveira (2004) os compostos contendo heteroatomos
sdo classificados de acordo com o heteroatomo presente na molécula:
compostos sulfurados, compostos nitrogenados, compostos oxigenados e

compostos contendo metais (Vanadio, Niquel, Ferro entre outros).

1 A grafia original Petrobras, acentuada na Ultima silaba, foi modificada em 1994, quando foi
retirado o acento agudo para uniformizacéo internacional.



Na tabela 1 encontram-se a composicdo quimica de um petroleo tipico
segundo Thomas (2001):

Tabela 1: Composicao quimica de um petréleo tipico (Thomas, 2001)

Compostos Quantidade em %
Parafinas normais 14
Parafinas ramificadas 16
Parafinas ciclicas (nafténicas) 30
Aromaticos 30
Resinas e asfaltenos 10

O petrdleo € normalmente separado em fracdes de acordo com a faixa
de ebulicdo dos compostos. A tabela 2 mostra as fragdes tipicas que séo
obtidas do petréleo, de acordo com sua temperatura de ebulicdo, em °C, com

sua composicao aproximada e seu principal uso (Thomas, 2001).



Tabela 2: Fracdes tipicas do petréleo (Thomas, 2001)

. Temperatura de Composicao
Fracao o _ Uso
ebulicdo (°C) aproximada
Gas residual - Ci-C; gas combustivel.
Gas liguefeito gas combustivel
de petroleo- Até 40 Cs-Cy4 engarrafado, uso
GLP domeéstico e industrial.
_ combustivel de
Gasolina 40 - 175 Cs5-Cao o
automoveis, solvente.
iluminacéo,
Querosene 175 - 235 C11-Cy2 combustivel de avides
a jato.
Gasodleo leve 235 - 305 C13-Cy7 diesel, fornos.
) combustivel, materia-
Gasoleo _
305 - 400 C15-Cys prima para
pesado N
lubrificantes.
Lubrificante 400 - 510 C26-Css Oleos lubrificantes.
i _ asfalto, piche,
Residuo Acima de 510 Cas+

impermeabilizante.




A composicdo quimica do petréleo € muito dependente da fonte.
Segundo Rudzinskie e colaboradores (2000), verificaram que na Pensilvania e
em Michigan 6leos brutos sdo em grande parte parafinicos e contém pouco ou
nenhum asfalto. Por outro lado, no Texas e na Califérnia os 6leos séo ricos em
naftalenos. Os 6leos obtidos de diferentes reservatorios de petrdleo possuem
caracteristicas diferentes. Eles podem variar em sua cor (pretos, castanhos e
bastante claros), na densidade, viscosidade e liberando muito, pouco ou
nenhum gés. Outros reservatorios podem produzir somente gas. Entretanto,
todos eles produzem analises elementares semelhantes. Os valores dos
principais constituintes num tipico Oleo cru encontram-se na tabela 3
(Rudzinski, 2000; Thomas, 2001).

Tabela 3: Analise elementar do 6leo cru tipicos (% em peso) (Thomas, 2001)

Elemento % em peso
H 11-14
C 83-87
S 0,06-8
N 0,11-1,7
@) 0,1-2
Metais <0,3

1.3 Refino do Petréleo

O refino do petréleo consiste na sua separacdo em grupos de
componentes dentro de uma faixa de destilacdo. Essa separacdo € feita
através de fracbes (tabela 2). Porém, antes dessa separacdo, o 6leo deve
passar por um processo de “dessalgacdo”. Essa etapa € necessaria para
remover 0s sais corrosivos presentes no 6leo cru, assim como minimizar o teor
de umidade do 6leo para menos de 0,3% e o teor de sedimento para menos de
0,015%.

Apéds a “dessalgacao” o Oleo segue para coluna de destilacdo vertical a
pressdo atmosférica. As formas mais leves se condensam e séo coletadas no

topo da torre de fracionamento atmosférico. As fracbes intermediarias
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condensam no meio da torre, e na base da torre fica a fracdo mais pesada,
chamada de residuo atmosférico (RAT). A figura 1 apresenta um esquema da

torre de destilagdo atmosférica (Oliveira, 2004; Szklo, 2005).
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Figura 1: Esquema da torre de destilacdo atmosférica do petrdleo, adaptado
de Szklo (2005).

A fracdo residual da unidade de destilacdo atmosférica (RAT) segue
para a unidade de tratamento a vacuo, que realiza a essa destilacdo a pressao
reduzida (0,2 a 0,7 psi ou 40 a 100 mbar). O vacuo tem como objetivo reduzir
0os pontos de ebulicdo das fracbes pesadas e permitir a separacdo a
temperaturas menores. Sao produtos dessa destilacdo: Gasoleo Leve (GOL),
Gasoleo Pesado (GOP) e Gasoleo Residual (GOR) ou Residuo de Vacuo. Na
figura 2 pode ser visualizado um esquema de uma torre de destilacdo a vacuo
(Campos, 2005; Szklo, 2005).
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gaseificacio, ou de produgao de betume

Figura 2: Esquema da torre de destilacdo a vacuo do petréleo, adaptado de

Szklo (2005).
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2. TECNICAS ANALITICAS

2.1 Cromatografia

Segundo definicdo da IUPAC (1993), a cromatografia € um método fisico
de separacao, no qual os componentes a serem separados estdo distribuidos
entre duas fases, uma sendo denominada fase estacionaria e a outra fase
movel.

A cromatografia estd fundamentada na migracao diferencial dos analitos
entre as fases movel e estacionaria. As diferentes interacfes entre as duas
fases (distribuicdo, excluséo, particdo ou adsorgéao seletiva) dos componentes
€ um processo de equilibrio dindmico, no qual os analitos podem estar retidos
em uma das fases, proporcionando a separacao (Aquino Neto, 2003).

2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € uma ferramenta
importante que consegue separar misturas com compostos similares.
Apresenta como vantagens a alta velocidade, pressdao, desempenho,
resolucao, eficiéncia e detectabilidade.

A HPLC utiliza coluna recheada com material especialmente preparado
e uma fase moével eluida sob altas pressdes, porém necessita que a amostra
seja soluvel na fase movel. Essa técnica possui uma excelente capacidade
analitica, com separacdo de até 100 componentes em uma amostra (Collins,
2006).

Existem alguns métodos de separacdo que sao considerados classicos,
pois possuem uma grande utilizacdo e aplicagcdo. Dentre esses tém-se o
método SARA (Saturados, Arométicos, Resinas e Asfaltenos), o método PONA
(parafinas, olefinas, nafténicos e aromaticos) e o método SESC (cromatografia
por eluicdo sequencial de solventes) (Luz, 1998).

Conforme lIslas-Flores (2005) relata, a separacdo de amostras de 6leo
cru usando HPLC é simples e eficaz, apresentando resultados comparaveis a

técnica tradicional de cromatografia liquida em coluna aberta.
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2.3 Cromatografia Gasosa (GC)

A cromatografia gasosa é uma das técnicas analiticas mais importantes,
sobretudo porque esteve disponivel comercialmente num periodo anterior a
HPLC e também por ser aplicada a pesquisa e analises de rotina (Braithwaite,
1999).

A GC é um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de
uma mistura através de uma fase gasosa moével por uma fase estaciondria
sorvente, que pode ser liquida ou soélida (Aquino Neto, 2003). Deve ser
utilizada para separar compostos que se volatilizam, ou seja, misturas cujos
compostos tenham pontos de ebulicdo de aproximadamente até 300°C e que
sejam termicamente estaveis nesta condigédo.

Existem dois tipos de cromatografia gasosa: a cromatografia gas-sélido,
na qual a separacdo baseia-se em mecanismo de adsorcédo e a cromatografia
gas-liquido que se baseia em mecanismos de particdo das substancias entre a
fase liquida e a estacionéaria. A cromatografia gas-liquido corresponde a cerca
de 95% do total de aplicacdes (Collins, 2006).

Um dos trabalhos mais completos sobre cromatografia aplicada ao
petréleo foi realizado por Wang (1997) que publicou uma revisdo com 132
referéncias de aplicacbes da cromatografia gasosa para caracterizagdo de
hidrocarbonetos em petroleo.

2.3.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas
(GCIMS)

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS)
€ uma ferramenta muito utilizada para identificar centenas de componentes em
misturas organicas ou bioquimicas complexas (Collins, 2006).

O espectrometro de massas usado como detector na GC, faz a
caracterizacdo dos compostos organicos através dos fragmentos i6nicos
produzidos pelo bombardeio das moléculas na fase vapor com um feixe de
elétrons de energia. Este modo de ionizacao é denominado impacto eletrdnico

(El), cuja energia de bombardeamento pode variar de 12 a 100 eV.
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Imediatamente apos a ionizacdo da amostra, as moléculas ou os seus
fragmentos ionizados entram no setor de analise do espectrébmetro de massas,
onde serdo separados de acordo com a razdo massa/carga (m/z). O analisador
mais comumente utilizado em analise ndo magnética € o analisador de
quadrupolo (figura 3). A velocidade de varredura € grande o suficiente para
permitir a obtencdo de diversos espectros de massas por pico eluido no
cromatografo (Braithwaaite, 1999; Silverstein, 1994).

Wang e colaboradores (1995) utilizaram a técnica de GC/MS para
identificar e quantificar hidrocarbonetos em amostras de 6leo bruto, de 6leo
biodegradavel, amostra ambientais de derramamento de petroleo, com
diferentes concentragbes, composi¢cdes e natureza. Os compostos analisados
incluem alcanos normais (C8-C40), isoprendides, BTEX (benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos), alquil benzeno, HPAs (hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos) e os seus homologos alquilados, e biomarcadores triterpanos e
esteranos. O autor relata que GC/MS é a técnica mais apropriada para estudo
de intemperismo, acompanhamento das mudancas da composi¢cdo quimica do
0leo derramado. Aplicada também a identificagdo da fonte do petrdleo, para um
conhecimento detalhado da composicdo, uma vez que cada tipo de Oleo

apresenta uma distribuicédo diferente de componentes.

ion ressonante
detectado

ion néo
ressonants

—

para o
detector

J =

fendas da fonte
{entrada para o placas do
quadrupolo) quadrupclo
ions originados do analito com
diferentes razdo miz

Figura 3: Esquema de um sistema quadrupolo utilizado na separacao de ions,
adaptado de Fenn (1993).

13



2.3.2 Cromatografia Bidimensional Abrangente (GCxGC)

Segundo Mihlen, a cromatografia gasosa bidimensional abrangente
(GCxGC, “Comprehensive Two-Dimensional Gas Chromatography”) é uma
poderosa ferramenta analitica que vem sendo aplicada em amostras
petroguimicas, devido ao fato de serem as mais complexas em Quimica
Analitica. Esta técnica € caracterizada pela utilizacdo sequiencial de duas
colunas cromatograficas, uma convencional e a outra de menor diametro, de
forma que todo o efluente da primeira coluna ou uma parte representativa do
mesmo é conduzido para a segunda através de um modulador.

O modulador tem a finalidade de focalizar e reinjetar os analitos em
bandas estreitas na segunda coluna utilizando gradientes térmicos. O processo
pode ocorrer por temperaturas elevadas, acelerando a eluicdo do soluto dentro
de uma banda estreita (abordagem de varredura térmica — “thermal sweeper”),
ou através de sistemas criogénicos, retardando a eluicdo dos analitos e
causando um aprisionamento “on-column”, ou estreitamento das bandas.
Esses sdo os dois moduladores mais utilizados atualmente. (Muhlen, 2006). A
figura 4 mostra uma ilustracdo do sistema GCxGC genérico, com duas colunas

(D1 e D2) e as opcbes com um ou dois fornos.

Modulador

Segunda

l : dimenséo

\
Primeira :/\

dimenséao

Forno secundadrio

Figura 4: Esquema de um sistema GCxGC, no qual é mostrado a coluna da 12
e da 22 dimensao, injetor, modulador, detector e o forno secundario.
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Neste ambito, a GCxGC apresenta inUmeras vantagens, destacando-se
o aumento da informacdo analitica, maior capacidade de picos, alta
sensibilidade e seletividade. A estruturacdo nos cromatogramas por classes
quimicas, o denominado “efeito telhado”, facilita a observacdo das classes
quimicas presentes e auxilia na identificacdo de cada composto quimico. O
aumento na resolucdo e sensibilidade, possibilita a identificacdo de centenas
de compostos antes nao caracterizados com a cromatografia monodimensional

(1D-GC), como no caso das misturas complexas néo resolvidas (UCM).

2.3.2.1 Detector por lonizacdo em Chama (FID)

O detector por ionizagdo em chama (FID) é muito usado em
cromatografia gasosa. Tal detector apresenta uma alta sensibilidade, largo
intervalo de resposta e baixo nivel de ruido, além de resistente e facil utilizacao
(Skoog, 2002).

No detector chega o gas de arraste que se mistura com o hidrogénio e
ar, produzindo uma chama. Quando compostos organicos, por exemplo,
pirolisam na temperatura da chama de hidrogénio e ar, ocorre a formacao de
ions e elétrons que podem conduzir eletricidade através da chama. Na figura 5

€ mostrado um detector de ionizacdo de chama (Collins, 2006).
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Saida

Eletrimetro
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Registro
de dados

Figura 5:
2006).

Esquema de um detector de ionizacdo de chama tipico (Collins,
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3. EXPERIMENTAL

3.1 Solventes e Reagentes

Todos os solventes utilizados para o fracionamento foram grau HPLC:
hexano (Grupo Quimica, Rio de Janeiro), tolueno (Grupo Quimica, Rio de
Janeiro), metanol (Grupo Quimica, Rio de Janeiro) e a mistura 95:5 (v:v) de
diclorometano (DCM) (Tedia, Faifield, USA) e metanol (Grupo Quimica, Rio de
Janeiro). O hexano (Vetec, Rio de Janeiro) utilizado para o preparo das
solucdes padrao e no empacotamento da coluna foi destilado em coluna do tipo
vigreux 25 cm de comprimento e a uma temperatura de 69°C. A silica-gel
(Merck, Darmstadt, Germany) 20GFzs4, com didmetro de particula <55 pm),
usada para o empacotamneto da coluna de HPLC foi previamente ativada por 4
horas a uma temperatura de 150°C.

Duas solucdes padrao de hidrocarbonetos saturados lineares (de 8 a 20
atomos de carbono e de 21 a 40 4tomos de carbono) ambas da Sigma-Aldrich,
com concentracdo de 40 mg/L de cada composto em tolueno. A partir destas
solucdes foram preparadas duas outras solucdes de trabalho na concentracéo

de 5 mg/L, em hexano.

3.2 Limpeza da Vidraria

Apés a lavagem da vidraria com agua e detergente, ela foi enxaguada
com agua destilada, seguida por acetona e, finalmente por heptano. Apds essa
sequéncia de solventes, a vidraria foi colocada em forno a 300°C por 30
minutos. Toda vidraria foi envolvida com papel aluminio para evitar

contaminagao.

3.3 Amostra

Seis amostras de fracdes pesadas de petréleo (com PE variando entre
250 a 500°C) fornecidas pela PETROBRAS foram fracionadas e analisadas.
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Cerca de 0,5 g de amostra foram dissolvidas em 25 mL de DCM grau HPLC. A
solucéo foi entdo filtrada usando membrana de PTFE RC, com poros de 0,45
um (Minisart-RC/SRP) e mantida em frasco de vidro @mbar para evitar possivel

degradacéo fotolitica.

3.4 Fracionamento por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Uma coluna de aco inox com dimensfes 250 mm x 4,6 mm d.i. foi
empacotada com aproximadamente 2 g de silica gel em quantidade suficiente
de hexano destilado possibilitando a transferéncia do recheio com pipeta
Pasteur e bomba de vacuo (GE Motors, modelo: 5KC36PN435GX). O
procedimento para o fracionamento da amostra utiliza um sistema de bombas
de duplo pistdo (Shimadzu LC-20AT) e valvula injetora manual com alca de
amostragem de 20 pL. Os solventes utilizados para o fracionamento foram:
hexano, tolueno, metanol e a mistura 95:5 (v:v) de DCM e metanol. O fluxo do
fracionamento foi mantido constante a 2 mL/min. Durante o fracionamento fez-
se o0 controle da presséo. Esse controle é importante para avaliar a qualidade
do fracionamento, uma vez que, se a pressao aumentasse significaria que
algum entupimento havia ocorrido; ou se ela diminuisse, era porque estava
acontecendo algum tipo de vazamento no sistema. Na figura 6 pode-se

observar o esquema do fracionamento.

0,5 g de amostra em 25 mL de DCM

2,0 g de silica
Hexano Tolueno DCM/MeOH MeOH
140 mL 90 + 90 mL 30 mL 30 mL
Compostos Compostos Compostos Compostos
Saturados Aromaéticos Polares Polares
(F1) (F2) (F3) (F4)

Figura 6: Esquema dos solventes utilizados no fracionamento por HPLC e
0S respectivos volumes.
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As fracBes foram secas em evaporador rotatorio (RV 05-ST IP-H Ika-
Werke) e os extratos obtidos foram transferidos para vials com capacidade de
1,5 mL e novamente levados a secura com fluxo de nitrogénio. A fracdo
contendo os compostos saturados (F1) foi dissolvida com 300 pL de hexano
destilado e encaminhada para analise GC/MS e GCxGC-FID.

3.5 Andlise Cromatografica

3.5.1 Cromatografia Gasosa Monodimensional acoplada a
Espectrometria de Massas

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo
gasoso com detector de massas, injetor split/splitless, GC/MS Shimadzu QP-
5050A, utilizando como método de ionizacdo o impacto eletrbnico (EI) com
energia de ionizagdo de 70 eV. A coluna capilar utilizada sera uma OV-5 (metil
silicone com 5% de grupos fenila) com 0,25 mm de diametro interno, 0,25 um

de espessura de filme de fase estacionaria e 30 m de comprimento.

3.5.2 Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente com
Detector por lonizagdo em Chama

Com a finalidade de comprovar os resultados obtidos por GC/MS,
realizaram-se analises no GCxGC-FID usando-se um equipamento GCxGC-
FID LECO constituido de um GC Agilent 6890N, com injetor split/splitless, um
modulador criogénico com quatro jatos (quadjet), resfriado por nitrogénio
liguido e um amostrador automatico 7683B Agilent Technologies. Os

parametros da analise encontram-se na tabela 4.
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Tabela 4: Condi¢bes utilizadas na cromatografia gasosa monodimensional e
bidimensional abrangente

Parametros GCIMS GCxGC-FID
oV5 1D: DB5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum)
- Coluna 2D: DB5-17 ms (1 m x 0,18 mm x
(30 m X 0,25 mm X 0,10 pum)
0,18 um)
- Injetor Split/splitless Split/splitless
- Temperatura do
o 280°C 280°C
injetor
- Volume injetado 1L 1L
- Modo de injecéo Splitless splitless
- Fase movel Hélio Hélio
- Vazao da fase movel 1 mL/min 1 mL/min
35°C (1 min) — 10°C/min - 1D: 35°C (1 min) — 5°C/min —
- Rampa de _ ,
150°C — 5°C/min — 300°C 300°C (30 min)
temperatura do forno _
(26 min) 2D: A=10°C

- Temperatura da
. 300°C 320°C
interface/detector
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anélise das Amostras

Inicialmente, foram injetado duas solugbes padrdao, ambas com
concentracdo de 5 mg/L. A primeira solu¢cdo padrdo consistia dos compostos
C8 (hidrocarboneto saturado nao ramificado, contendo oito carbonos em sua
estrutura) até C20, enquanto a segunda solucdo do C21 até C40 . A partir dos
tempos de retencdo fornecidos pelos padrdes e dos espectros de massas
caracteristicos dos hidrocarbonetos saturados, foi possivel identificar os
compostos nas amostras.

As figuras 7 e 8 mostram os cromatogramas obtidos por GC/MS das

solugdes padrao C8-C20 e C21-C40, respectivamente.

A figura 9 mostra o espectro de massas caracteristico de um alcano
saturado (pico predominante m/z de 57) e um cicloalcano (pico predominante

m/z de 55).

350000 |
©
g 250000 |
]
2
= 150000 - o8
S0000 ) | L‘ I|I y CJEEI
|:| T T T ]
0 5 10 15 20 25

Tempo de retencéo (min)

Figura 7: Cromatograma obtido por GC/MS do padrdao C8 a C20 (5 mg/L, em
hexano destilado). Condi¢Bes cromatograficas de acordo com a tabela 4.
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Figura 8: Cromatograma obtido por GC/MS do padrao C21 a C40 (5 mg/L, em
hexano destilado). Condi¢cdes cromatogréaficas de acordo com a tabela 4.
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Figura 9: Espectros de massas de alcanos saturados e cicloalcanos.

Os perfis cromatograficos dos hidrocarbonetos analisados nas amostras
estdo apresentados nas figuras 10 a 15. Todas as andlises foram realizadas de

acordo com as condi¢cdes cromatograficas apresentadas na tabela 4.
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Figura 10: Perfil cromatografico dos hidrocarbonetos da amostra | obtido por
GC/MS. Os compostos marcados com o (*) representam compostos ciclicos presentes na
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Figura 12: Perfil cromatogréafico dos hidrocarbonetos da amostra Il obtido por
GC/MS, com presenca de UCM de compostos ciclicos compreendida entre os
tempos de retencdo de C13 a C24. Os compostos marcados com o (*) representam
compostos ciclicos presentes na amostra.
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Figura 13: Perfil cromatogréfico dos hidrocarbonetos da amostra IV obtido por GC/MS,
com presen¢ca de UCM de compostos ciclicos compreendida entre os tempos de

retencdo de C14 a C23.
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Figura 14: Perfil cromatografico dos hidrocarbonetos da amostra V obtido por GC/MS.
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Figura 15: Perfil cromatografico dos hidrocarbonetos da amostra IV obtido por GC/MS.
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Observando as figuras de 10 a 15, nota-se que os perfis cromatograficos
sao distintos entre si. Analisando as figuras 10 e 11, pode-se perceber que as
amostras apresentam misturas complexas nao resolvidas (UCM) semelhantes,
contendo hidrocarbonetos alifaticos distribuidos ao longo do cromatograma. Ja
nas figuras 12 e 13, percebe-se uma UCM com apice no tempo de retencéo de
15 e 18 minutos, respectivamente. Nesses dois casos, além dos compostos
alifiticos, tém-se uma regido de gaussiana com grande quantidade de
compostos ciclicos, identificados a partir do espectro de massas.

Em o6leos, o numero de compostos nao identificados conhecido como
UCM, mais de 250.000 compostos, indica uma enorme quantidade de
informacdes geoquimicas ndo exploradas. Esse problema vem sendo superado
com o uso da cromatografia bidimensional (Ventura, 2008).

Nas amostras V e VI ndo ha uma regido onde se perceba
exclusivamente a eluicdo de compostos ciclicos, entretanto, percebe-se que os
componentes sao hidrocarbonetos mais pesados.

Das amostras analisadas, a de numero VI € a que possui compostos
mais pesados, fato que pode ser justificado devido ao seu alto intervalo de
ponto de ebulicdo (450-500°C). Assim, a GC/MS néao foi suficiente para fazer
uma caracterizagdo mais detalhada de seus constituintes e foi proposto a
utilizacao da cromatografia bidimensional abrangente.

Na figura, 16 tem-se a comparacdo da analise cromatografica da
amostra VI, da dimensédo (1D) e da dimensdo (2D), ambas realizadas no
mesmo equipamento. As analises foram realizadas de acordo com as

condi¢cdes cromatograficas apresentadas na tabela 4.
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tempo de retencao da primeira dimensao (min)

Figura 16: Cromatograma da amostra VI para 12 dimenséo por GC-FID (a) e
diagrama de cores por GCxGC-FID (b), analises realizadas no mesmo
equipamento.

Observa-se nesse diagrama de cores um espaco de separacao maior,
onde no eixo X a separacdo dos compostos se da pelo PE da amostra e no
eixo Y a separacdo na segunda coluna, formando assim um espaco
bidimensional.

Os compostos C9, C10, C14, Cl16, C18-C22, C28 e C37 foram
identificados na amostra pela cromatografia bidimensional abrangente. J4 os
compostos C36 e C39 identificados na analise monodimensional foram falsos
positivos, uma vez que estes compostos ndo foram confirmados na analise por
cromatografia bidimensional abrangente. Isto pode indicar a presenca de outros
compostos que coeluiriam com estes hidrocarbonetos na cromatografia
monodimensional e que sdo separados na GCxGC de forma mais completa e

eficiente.
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As figuras 17-19 mostram uma ampliacdo do diagrama de cores para
melhor visualizacao da identificacéo dos compostos.
Nesses diagramas de cores, cada ponto preto representa um composto
sugerido pelo software apds o tratamento de dados aplicado, como menor
relacdo sinal ruido, area minima, largura do pico na primeira dimensao
e dos picos modulados. Os circulos representam a exata localizacdo dos
padrées no diagrama de cores, estes foram criados através do
tratamento de dados imposto a amostra através da analise dos padrbes
de hidrocarbonetos alifaticos. Quando ha um ponto dentro do circulo,
indica que pode ser um composto de interesse, ou seja, um
hidrocarboneto alifatico. No tempo de retengdo do composto C16, por exemplo,
h4 mais de um composto o que estaria coeluindo na cromatografia
monodimensional, e fazendo uso da cromatografia bidimensional, €
possivel identificar com maior precisdo a presenca do composto C16

nesta amostra.
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Figura 17: Diagrama de cores obtido por GCxGC-FID, referente a ampliacédo
gue compreende o tempo de retencdo do C8 ao C23.
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Figura 18: Diagrama de cores obtido por GCxGC-FID, referente a ampliacao
gue compreende o tempo de retencao do C24 ao C35.

9.44

7.44

<
=
(]

tempo de retencao da segunda dimensao (s)
5.44

31.44

68.6667 77
tempo de retencao da primeira dimensao (min)

Figura 19: Diagrama de cores obtido por GCxGC-FID, referente a ampliacao
que compreende o tempo de retengéo do C36 ao C40.
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4.2 Reutilizacdo da fase estacionaria

As extracdes por HPLC foram realizadas em triplicata. Para tanto, fez-se

ensaios com o objetivo de verificar a reutilizacdo da fase estacionéria (silica-

gel). A figura 20 mostra o0 resultado cromatografico obtido nas andlises

realizadas por GC/MS da primeira, segunda e terceira extracdo, para a amostra

VI.

Percebe-se que o perfil cromatografico das trés extragcbes se manteve

semelhante, indicando que a reutilizacdo da fase é perfeitamente possivel, o

que diminui o custo total da analise.

Abundancia

(x1,000,0007

3.0

Amostra vl
1* BExtragao
27 BExtracao
3® Extracan

Tempo de retengdo (min)
Figura 20: Cromatograma obtido por

acordo com a tabela 4.

GC/MS de

trés extracdes
consecutivas da amostra de namero VI. Condi¢cdes cromatograficas de

Entre uma extracdo e outra, eluiu-se pela coluna 50 mL de DCM, a fim

de remover possiveis compostos que ainda estariam retidos na silica. Assim,

com o intuito de comprovar que ndo houve efeito de memoria, foi feita a analise

cromatografica deste DCM levado a secura sob fluxo de nitrogénio e

redissolvido a um volume de 300 pL. A figura 21 mostra os cromatogramas

obtidos da analise do DCM.
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Figura 21: Cromatograma obtido por GC/MS das lavagens com DCM, da
amostra de numero VI.

No cromatograma acima, pode-se observar que houve praticamente
uma linha de base, comprovando que a silica pode ser reutilizada, sem a

presenca do efeito de memoria.
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5. CONCLUSAO

5.1 Quanto ao fracionamento

A técnica HPLC mostrou-se eficiente quando comparada a técnica
tradicional de cromatografia liquida em coluna aberta em relacdo ao tempo de
andlise, reprodutibilidade e reducéo de erros decorrentes do operador.

A hip6tese de conter compostos saturados na primeira fracdo foi
concretizada, conforme mostraram os cromatogramas obtidos por GC/MS e
GCxGC-FID, indicando que o procedimento foi realizado de maneira

satisfatoria.

5.2 Quanto ao perfil cromatografico

O perfil cromatogréfico € dependente do PE da amostra. Quanto maior o
PE, mais compostos pesados possui a amostra. E quanto mais complexa a
estrutura molecular dos compostos, mais dificil € a identificacdo por GC/MS,
fazendo-se necessario 0 uso da cromatografia bidimensional abrangente.

A cromatografia gasosa monodimensional n&o foi suficiente para
resolver algumas misturas complexas, percebendo-se a coeluicdo de
compostos como 0 C36 e C39 na amostra VI. A confirmacao destes compostos
nao foi possivel na GCxGC.

A GCxGC foi mais eficiente na identificacdo dos compostos presentes
na amostra VI, o que era esperado, em funcdo do maior espago de separacao

e maior sensibilidade.

5.3 Quanto areutilizacao da fase estacionéaria

A fase estacionéria (silica-gel) pode ser utilizada numa sequéncia de
trés extracdes consecutivas, sem efeito de memoria. Esse fato foi comprovado
com a semelhanca do perfil cromatografico obtido para as trés extractes

realizadas com o mesmo recheio. A eluicdo de DCM entre uma extracdo e
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outra se mostrou eficiente como processo de lavagem da fase estacionaria. A
analise das lavagens da silica com DCM confirmou a auséncia de efeito de

memoria.
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