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RESUMO

APLICACOES DE MOBILIDADE IONICA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSAS PARA SEPARACAO E CARACTERIZACAO DE ISOMEROS

A espectrometria de mobilidade i0nica separa ions de diferentes tamanhos ou
formatos (secdo de choque) em fase gasosa de acordo com o tempo que levam para
atravessar uma camara preenchida com gas sob a influéncia de um campo elétrico fraco.
O acoplamento dessa técnica a espectrometria de massas (IM-MS) resulta em uma
ferramenta extremamente versatil, pois adiciona uma nova dimensao aos dados de MS
com informacdo sobre a estrutura tridimensional das espécies. Assim, a IM-MS tem
sido muito utilizada para o estudo conformacional de proteinas, separacdo de isdmeros e
andlise de misturas complexas. Neste trabalho, investigamos novas aplicacoes da IM-
MS, focando na separacdo de isdmeros. Na primeira parte, mostramos que a IM-MS ¢é
capaz de separar isOmeros posicionais de piridil porfirina mono ou multi substituida
com [Ru(bpy),CI]*. Os isdbmeros substituidos em meta mostraram ser mais compactos
do que os substituidos em para. Entretanto, os isomeros di-substituidos em cis e trans
possuem sec¢do de choque muito parecida e ndo puderam ser separados. Na segunda
parte, mostramos a separacio e caracterizacdo de protdmeros (espécies protonadas ou
desprotonadas em sitios distintos). Apesar da protona¢do (ou desprotonacdo) em sitios
diferentes ndo alterar significativamente a se¢cdo de choque da espécie, ela pode resultar
em fons com distribuicdo de cargas contrastantes, o que leva a formagdo de
heterodimeros entre os fons e as moléculas do gas (CO,) com forgas e tempo de vidas
contrastantes, assim assegurando a resolucao desses protdomeros por IM-MS. Na terceira
parte do trabalho, investigamos o potencial da técnica para o detalhamento
composicional e estrutural de compostos presentes em petroleo através da andlise de

cortes de destilacdo de alto ponto de ebulicao.
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ABSTRACT

ION MOBILITY MASS SPECTROMETRY APPLICATIONS TO ISOMER
SEPARATION AND CHARACTERIZATION

Ion mobility mass spectrometry separates ions with different size or shape
(collision cross section) in the gas phase according to the time they take to travel
through a cell filled with gas under the influence of a low electric field. The coupling of
this technique to mass spectrometry (IM-MS) results in an extremely versatile tool,
since it adds a new dimension to MS data with information about the species’ three-
dimensional structure. Therefore, IM-MS has been extensively used for protein
conformation studies, isomer separations and analysis of complex mixtures. In this
work, we investigate new applications of IM-MS, focusing on isomer separation. In the
first part, we show that IM-MS is able to separate positional isomers of pyridil-
porhyrins mono or multi-substituted wih [Ru(bpy),Cl]". The meta substituted isomers
were shown to be more compact than the para substituted isomers. On the other hand,
cis and trans di-substituted isomers display very similar collision cross sections and
could not be separated. In the second part of this work, we show the separation and
characterization of protomers (species protonated or deprotonated in different sites).
Although protonation (or deprotonation) in different sites does not change significatly
the species collision cross section, it may result in ions with contrasting charge
distribution, which leads to the formation of heterodimers between ions and gas
molecules (CO,) with contrasting strengths and life times, therefore allowing the
resolution of these protomers by IM-MS. In the third part of this work, we investigate
the potencial of this technique for the compositional and structural detailing of

compounds present in crude oil by the analysis of high boiling point distillation cuts.
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1. UM BREVE HISTORICO

A espectrometria de mobilidade i6nica (IMS)' consiste em uma técnica de
separacao de ions em fase gasosa, baseada na diferenca de mobilidade dos ions ao
atravessarem uma cela preenchida por um gas e conduzidos por um campo elétrico
fraco.

Os primeiros registros de mobilidade i6nica deram-se na década de 30, através de
experimentos que estudavam a mobilidade de citions em gases ndo reativos.”> Os
primeiros trabalhos publicados nessa drea focavam o estudo da teoria por trds da
mobilidade de diferentes ions em diferentes condi¢cdes. A partir da década de 70, a
mobilidade idnica passou a ser considerada uma técnica analitica sendo referida como
“Cromatografia de Plasma” ou “Eletrofose Gasosa”,” por se tratar de uma separagdo de
ions em fase gasosa. A possibilidade de ser usada como uma ferramenta de detec¢do e
caracterizacdo dispertou entdo um certo interesse na comunidade cientifica, devido a
rapidez na qual as separacdes ocorrem (na ordem de milissegundos), o seu baixo limite
de deteccio, baixo custo e uma possivel adequacdo para monitoramento em tempo real.’
Assim, a IMS encontrou grande aplicacdo nos campos militar e de seguranca para
andlise de tracos de vapores organicos, especialmente compostos como explosivos,
drogas e agentes de guerra quimica.”®

O acoplamento da mobilidade i06nica a espectrometria de massas foi realizado
pela primeira vez entre as décadas de 50 e 60 por McDaniel, que é hoje considerado o
pai da mobilidade iénica acoplada a espectrometria de massas (IM-MS)". Ele acoplou
uma cela de mobilidade que operava em pressoes reduzidas (0,1 a 10 torr) a um
analisador de massas do tipo setor magnético com o intuito de estudar a mobilidade de
fons e reacdes fon-molécula.” Em seguida, os analisadores de massas do tipo

quadrupolo®’ e TOF'*'* rapidamente substituiram os de tipo setor magnético para as

?_Do inglés: ion mobility spectrometry.
" Do inglés: ion mobility mass spectrometry.
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andlises de fons separados por mobilidade. Em 1971 o primeiro equipamento comercial
de IM-MS tornou-se disponivel pela empresa Franklin GNO Corporation e foi batizado
de “Alpha II PC/MS”."> A maioria dos trabalhos nessa época incluiam a identificacdo e
caracterizacdo de drogas ilicitas e de prescricdo.'*" O equipamento também era usado
para identificar ions estruturalmente diferentes que apresentam os mesmos valores de
m/z.'° Entretanto, o interesse pela técnica foi logo perdido devido principalmente ao
baixo poder de resolugdo das celas de mobilidade e as fontes de ionizagdo existentes na
época, fatores estes que limitavam as aplicacdes a compostos puros e volateis. Entre
1980 e o comeco de 1990, uma variedade de modificagdes no arranjo dos instrumentos
renovou o interesse em IMS e IM-MS, resultando em equipamentos de melhor

~ 17,1
resolucdo''®

e na sua adequacdo para o uso em uma vasta gama de aplicacdes. Este
ultimo foi conquistado principalmente pelo desenvolvimento de novas fontes de
1onizacao, que possibilitaram a analise de compostos polares ndo-volateis e de alto peso
molecular. Entre as fontes de ionizacdo desenvolvidas nessa época, destaca-se a
ionizacdo por eletrospray (ESI)""’

matriz (MALDI)."

e a ioniza¢do por dessorc¢do a laser assistida por

Assim, apesar da IM-MS ndo ser uma técnica recente, foi apenas em meados da
década de 90, especialmente apOs a demonstracdo da aplicagdo na separacdo de
conformeros de proteina por Clemmer et al.,”' que ela despertou um grande interesse na
comunidade cientifica. Desde entio, o desenvolvimento de novos arranjos instrumentais
e a busca por novas aplicacdes para a técnica de IM-MS tornaram-se uma das dreas de
crescimento mais promissoras em espectrometria de massas. Atualmente, ji existe uma
certa variedade de equipamentos de IM-MS com celas de mobilidade envolvendo
diferentes tecnologias e a utilizacdo de diferentes fontes de ionizacdo e analisadores de

massas. Com relacdo as aplicagdes da IM-MS, elas tém se diversificado recentemente,

' Do inglés: electrospray ionization
" Do inglés: matrix assisted laser desorption ionization
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porém os estudos de biomoléculas ainda constituem boa parte dos trabalhos publicados
nessa drea, devido a grande adequacdo da técnica para estudos estruturais de

confOormeros dessas moléculas tao relevantes.

2. A ESPECTROMETRIA DE MOBILIDADE IONICA

Na espectrometria de mobilidade i6nica (IMS) os fons viajam através da cela de
mobilidade preenchida por um gis em contra fluxo, e sob a influéncia de um campo
elétrico fraco (Figura 1). Durante o percurso, os fons experimentam um numero de
colisdes com as moléculas do gés, que impedem o seu progresso através da cela. Os fons
maiores (maior secdo de choque, £2) experenciam um nimero maior de colisdes do que
os fons menores e assim levam mais tempo para atravessar a cela de mobilidade. Dessa
forma ocorre a separacdo dos ions pela diferenca de tamanho ou formato (). A
velocidade com a qual um fon atravessa a cela de mobilidade é proporcional a sua

mobilidade i0nica, K, e a resultante de forca do campo elétrico, E:

v=K-E (Equacao 1)
( (\
/I

Figura 1: Esquema de uma cela de mobilidade.*
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A mobilidade de um fon é afetada por fatores como a densidade numérica dos

atomos/moléculas do gés de fluxo (), a massa reduzida do fon e do d&tomo/molécula do
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gas (u), a temperatura do gés (7), a se¢do transversal de choque do fon (QQ) e a carga do

fon (¢), todos estes expressos pela equagio de Mason-Schamp:>

1
_3.4, [l y 2_”j5 WL (Equacio 2)
16 N (u kT Q

Mantendo constante os fatores da equacdo de Mason-Schamp referentes ao gas
(N, T e massa da molécula do gas), a variavel K torna-se caracteristica para um dado ion
e € inversamente proporcional a razdo m/q (massa/carga) e a secao de choque (€2) do
ion:

K (ﬂj Q (Equacio 3)

q

Assim, nas mesmas condi¢Oes de operagdo, os ions sdao separados conforme suas
massas, cargas e se¢ao de choque ao atravessarem a cela de mobilidade. A dependéncia
da mobilidade i6nica em fun¢do da secdo de choque do ion resulta na capacidade de
separacdo de fons de mesma m/z que apresentam tamanho e formato diferentes. A
Equacao 3 também mostra que fons com mesma m/q (como exemplo isdmeros com
mesmo estado de carga) podem ser separados por IMS se tiverem tamanhos ou formatos
diferentes (€2). Ou seja, pares de isomeros em que um deles apresenta uma estrutura
mais compacta do que o outro podem ser diferenciados pela técnica por possuirem
diferentes valores de €.

Portanto, os ions com maior mobilidade idnica (menor €2, menor massa e/ou
maior carga) possuem uma velocidade de fluxo maior e chegam mais rapidamente ao
detector. Cada grupo de ions separados eluem em tempos diferentes gerando um sinal
no mobiligrama (Figura 2). O tempo que um ion (ou grupo de fons) leva para atravessar

a cela de mobilidade é chamado de drift time, e ocorre na ordem de milissegundos (ms).
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Figura 2: Esquema da separaciio de fons por IMS.**

Um equipamento de IMS apresenta basicamente quatro partes: sistema de
introducdo da amostra, fonte de ionizacdo, cela de mobilidade e detector (Figura 3). A
amostra € introduzida no equipamento, os analitos sao ionizados pela fonte de
ionizagdo, e entdo os ions formados sdo conduzidos através do equipamento pela
aplicacao de um campo elétrico. Os {ons passam pela cela de mobilidade, onde ocorre a
separacao conforme discutido acima, e entdo os grupos de ions separados sao

detectados, o sinal é processado gerando o mobiligrama.

lonisation region Drift region
- “' To data
— acquisition
JE—
Inlet
Electric >
field Electric field
lonisation Shutter Aperture | [ Faraday
source grid grid plate

Figura 3: Esquema de um equipamento de IMS. **
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3. A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica analitica que permite discriminar
ions em fase gasosa de acordo com a razdo massa/carga (m/z) de cada espécie.
Atualmente compreende uma das técnicas analiticas mais versdteis, abrangendo
diversos campos da quimica, biologia, ci€ncias médicas e tecnoldgicas, desde pesquisas
aplicadas até as mais fundamentais.

Para a andlise por MS, as amostras podem ser inseridas diretamente no
espectrometro de massas, ou através do acoplamento com uma técnica de separacao,
como a cromatografia a gas (GC), cromatografia liquida (LC) ou eletroforese capilar.
Ap6s a inser¢do do analito no espectrOmetro de massas o primeiro passo é a
1onizagdo/transferéncia para a fase gasosa dos compostos por meio de uma fonte de
ionizacdo adequada. Em seguida os ions sdo separados com base na sua razdo
massa/carga (m/z) em um analisador de massas e por fim um detector recebe os ions,
transformando a corrente i0nica em sinais elétricos. A magnitude do sinal elétrico em
fun¢do da razdo m/z € convertida por um processador de dados, o qual gera o espectro
de massas.

Os diferentes tipos de analisadores de massas funcionam baseados em diferentes
principios pela aplicacdo de campos elétricos e/ou magnéticos, mas em geral dependem

~ . : 26
da aceleracio dos ions, e por isso separam de acordo com a m/z.

Algumas
caracteristicas de andlise determinadas pelo tipo de analisador escolhido sdo: o limite de
massa, poder de resolucdo, exatiddo de massa, sensibilidade, velocidade de anilise,
faixa dindmica, potencial para experimentos de MS/MS e facilidade de operacao.

A versatilidade das andlises por MS ¢é ditada pela fonte de ionizagcdo escolhida,
pois ela determina o tipo de analito que serd analisado (de acordo principalmente com
sua massa molar e polaridade) e o tipo de matriz para qual a técnica serd adequada.

Intimeras fontes de ioniza¢ao foram desenvolvidas ao longo da histéria da MS, tornando

a técnica hoje aplicavél a praticamente todos os tipos de analitos e matrizes. Entretanto,
8
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nenhuma fonte de ionizagdo € universal, devendo ser escolhida de acordo com a anélise
desejada. Nos dois primeiros capitulos, utilizamos a fonte de ionizagao por eletrospray
(ESI), e no terceiro capitulo, além de ESI também foi utilizada a fotoionizagdo a pressao

atmosférica (APPI)'.

3.1. Ionizacdo por eletrospray (ESI)

A 1ionizagdo por eletrospray (ESI) transfere espécies em solucdo para a fase
gasosa na forma de fons livres ou agregados de forma branda e continua.”” Sua
capacidade de ionizar e transferir para a fase gasosa espécies polares e de alto peso
molecular, ndo ionizadas por outras técnicas de ionizagdo existentes até entdo, conferiu
a John Fenn o prémio Nobel em 2001. A introducao de ESI expandiu enormemente o
leque de aplicacdes da espectrometria de massas, € assim, tornou-se rapidamente a
técnica de ionizagdo primdria operada a pressdao atmosférica e a técnica de escolha para
o acoplamento da cromatografia liquida a espectrometria de massas.

A Figura 4 mostra um esquema da fonte de ESI. Solu¢des diluidas da amostra
sdo injetadas por uma bomba de seringa através de um capilar de pequeno diametro no
qual é aplicado um potencial elétrico de 2-5 kV. A diferenca de potencial induz o
acimulo de carga na superficie do liquido no final do capilar, o que causa o seu
alongamento para além da forma causada pela tensdo superficial. Quando a tensdo
superficial é quebrada, a superficie do liquido no final do capilar adquire a forma de
cone (cone de Taylor) e pequenas gotas carregadas sdo ejetadas formando o spray.
Essas gotas atravessam, entdo, uma corrente de gds quente (gds de dessolvatacdo),
fazendo com que o solvente contido nas goticulas evapore aumentando a densidade de
cargas na gota até o ponto em que as forcas Coulombicas de repulsdo superam as forgas

de coesdo, causando assim a divisdo da gota. Essas gotas passam por uma cascata de

" Do inglés: atmospheric pressure photo-ionization
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rupturas, gerando gotas cada vez menores. Quando o campo elétrico na superficie das

gotas torna-se grande o suficiente para romper a tensdo superficial da gota, ocorre a
c o~ , s 2

ejecdo de fons da superficie.”®

Placa de metal

~100V
Gotas
Voltagem do capilar  Cone de Taylor ®
@ ®
2-3 kV .. .. “ Especirometro

®e®
. de massa
I - 4

Solugéo :'..:.:.... .& .:. &.. .. ® :. -

— © et e,

\\ Redugao
Sritagho Excesso de carga na superficie @ @
C/() Solvente e espécies neutras
| Corrente (i)
+ | Voltagem da| —
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Figura 4: Esquema da fonte de ESL.”’

3.2 Fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APPI)

A fotoionizagdo a pressao atmosférica (APPI) foi introduzida por Bruins e
colaboradores em 2000 e, ao contririo da ESI, é capaz de ionizar espécies apolares
aromaticas.

Em APPI a amostra € dissolvida em um solvente, geralmente tolueno, e injetada
na fonte por uma bomba de seringa. Ao entrar na fonte de APPI, a amostra € vaporizada
com auxilio de um o gés nebulizador dentro de uma camara aquecida, e entdo deixa a
camara na forma de um jato confinado e passa perpendicularmente a uma lampada de

UV, que promove a ionizagdo das espécies a pressao atmosférica (Figura 5).

10
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O mecanismo de formagdo de fons em APPI é mostrado nas equacdes abaixo. O
principio fundamental em APPI no modo positivo de ions € a absor¢ao de um féton por
uma molécula causando a ejecdo de um elétron e a formagdo de um cétion radicalar (1).
Esse é o mecanismo de ionizagdo direta e ocorre se a energia do féton for maior do que
o potencial de ionizagdo da molécula. A probabilidade disso ocorrer € muito baixa, ja
que os fotons colidem com o gds e outras moléculas na fonte antes de atingirem o
analito. Nesse caso, a ionizacdo de um dopante (escolhido por ter baixa energia de
ionizagdo) (2) seguida pela ionizacdo do analito (3) pode aumentar a efici€ncia de
ioniza¢do do analito. Se a afinidade de préton da molécula do dopante desprotonado for
menor do que a afinidade de proton do analito, moléculas do solvente podem agir como
um intermedidrio entre os ions do dopante e o analito através de transferéncia de
prétons (4) ou reagdes de troca de carga (5). Porém, se o tolueno for usado como
solvente, ele pode agir também como dopante e sozinho entdo aumenta a efici€ncia de
ionizacao.

(1) M+hv—M*  (ionizacdo direta)
2) D+hv—D*"

3) D" +AB — D+ AB*’

4) D*"+A—>[D-H]*"+[A+H]

(5) D*"+A—->D+A*

11
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Figura 5: Esquema da fonte de APPL.>*!

4. 0 ACOPLAMENTO: IM-MS

O acoplamento da IMS com a MS é geralmente referido como IM-MS e as duas
técnicas sdo complementares e encaixam-se instrumentalmente tdo bem que podem ser
fundidas em uma tnica medida analitica. Enquanto que a MS mede primariamente a
razdo massa carga (m/z) dos ions, a IMS adiciona uma nova dimensdo aos dados
conferindo para cada valor de m/z um mobiligrama com informagdo estrutural (Q2) dos
fons. Assim, o acoplamento IM-MS gera uma técnica extremamente versitil e torna-se
uma ferramenta analitica poderosa para a investigacdo de estrutura molecular, separacao
de isdmeros e andlise de amostras complexas.’>

Ambas as técnicas (IMS e MS) necessitam que os analitos sejam primeiramente
1onizados e transferidos para a fase gasosa por uma fonte de ioniza¢cdo para que possam

ser conduzidos através do equipamento por campos elétricos, e por final um detector de

12
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fons para a geracdo do sinal analitico. Assim, a compatibilidade instrumental entre a
IMS e a MS permite que ambas as técnicas sejam acopladas dentro de um mesmo
equipamento. Basicamente, um equipamento de IM-MS deve conter 5 principais
componentes: um sistema de introdu¢do de amostra, a fonte de ionizagdo, a cela de
mobilidade, o analisador de massas e o detector de fons (Figura 6). As amostras podem
ser introduzidas em um instrumento de IM-MS por infusdo direta ou por cromatdgrafos
a gas ou liquido. Existe uma grande variedade de técnicas de ionizacdo que podem ser
utilizadas, sendo que todas as fontes usualmente disponiveis para MS sdo compativeis
com equipamentos de IM-MS. Quando fontes de ionizacdo continua sdo usadas, como
ESI, ha a necessidade de armazenar os ions antes de eles entrarem na cela de
mobilidade, e estes sdo entdo periodicamente lancados por um portdo de fons (alta
voltagem repelindo os ions) gerando pacotes estreitos de ions. Enquanto um pacote
percorre a cela, o portdo permanece fechado e parte dos ions que sdo gerados
continuamente na fonte acaba sendo perdida, prejudicando a sensibilidade. J4 em fontes
pulsadas, como o MALDI, os ions produzidos em um pulso percorrem a cela e o pulso
seguinte ocorre apenas quando o primeiro pacote deixa a cela. Dessa forma, todos os

ions da amostra produzidos na fonte sdo analisados, ndo havendo perda de sensibilidade.
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Figura 6: Esquema de um equipamento de IM-MS.

Com relacdo as celas de mobilidade, existe hoje uma certa variedade de arranjos
diferentes, sendo a grande maioria desenvolvida por grupos de pesquisa e construidas
em laboratério (lab built). Os diferentes tipos de cela de mobilidade variam
principalmente na forma e intensidade em que o campo elétrico € aplicado. As celas de
mobilidade convencionais apresentam um campo elétrico constante e tem sido
construidas por diversos grupos de pesquisa. Outro tipo bastante conhecido, € a FAIMS
(high-field asymmetric ion mobility spectrometry) introduzida em 1993.” Nessa
tecnologia os fons sdo separados enquanto sdo carregados por um fluxo de gas entre
dois eletrodos planares, expostos a campos elétricos fraco e forte alternativamente na
direcdo perpendicular ao fluxo do gés.”* Por fim, a tecnologia TWIM (travelling wave
ion mobility) também € uma das mais utilizadas hoje e serd discutida em detalhe adiante
na secdo 5 uma vez que € o tipo de cela utilizada nos experimentos deste trabalho.

Diversos analisadores de massas ja foram acoplados a celas de mobilidade, como
TOF, quadrupolo, ion trap e setor magnético. Entretanto, o analisador do tipo TOF € o
que se adequa melhor para a analise dos compostos separados por IMS devido a sua
rapidez de aquisi¢do dos espectros de massas. Como os mobiligramas sdo adquiridos na

ordem de milissegundos e os espectros de massas obtidos pelo TOF sao adquiridos na
14
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ordem de microssegundos, milhares de espectros de massas podem ser obtidos para cada
grupo de fons separados que eluem da cela de mobilidade, produzindo um arranjo
tridimensional no qual tanto a mobilidade quanto o espectro de massas sdo registrados
para os ions (Figura 6). Assim, uma forma convencional de apresentar os dados gerados
por IM-MS ¢ plotar o drift time (ou a se¢ao de choque) em func¢ido da m/z. Nesses

gréaficos tridimensionais a intensidade € plotada no terceiro eixo (Figura 7).

s

™ L1 y mfz

oy

drift time

Figura 7: Exemplo de um grafico 3D de mobilidade: m/z vs drift time.”

Os analisadores de massas de menor frequéncia de aquisicdo apresentam uma
certa dificuldade de serem acoplados a celas de mobilidade. No caso do quadrupolo, por
exemplo, até € possivel gerar espectros 3D como os obtidos pelo TOF, entretanto, a taxa
de escaneamento é bem mais lenta. Dessa forma, a IM-MS com esse analisador é mais
apropriada para separacdes de fons especificos isoméricos ou isbaros' nas quais o
espectrometro de massas é operado no modo de monitoramento de um tnico fon.”
Outro exemplo sdo os analisadores do tipo ion trap, em que um segundo portdao de ions
pode ser posicionado na saida da cela de mobilidade e € aberto em um tempo especifico
ap6s a abertura do primeiro portdo, de forma a selecionar apenas uma faixa de

mobilidade especifica para ser injetada no ion trap. Esse processo é repetido até que

' IsGbaros sdo compostos com a mesma massa nominal porém férmulas moleculares e massas exatas diferentes.
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haja uma concentracdo de ions suficiente para realizar a andlise na faixa de mobilidade
- 32
selecionada.
Quadrupolos e ion traps lineares também sdo em alguns casos posicionados antes
da cela de mobilidade. Os quadrupolos com a funcdo de selecionar uma faixa de m/z,
como em experimentos de separacdo de isOmeros, € 0s ion traps para acumular os ions
enquanto o primeiro pacote percorre a cela de mobilidade, melhorando assim a

sensibilidade.

3. TRAVELLING WAVE ION MOBILITY MASS
SPECTROMETRY

Nos equipamentos cldssicos de mobilidade i6nica, os ions sdo conduzidos através
da cela por um campo elétrico continuo. Para que uma resolucdo adequada seja obtida,
esses equipamentos necessitam de celas de mobilidade de grande comprimento,
podendo chegar a 1 m ou até maiores.™ Por isso, os equipamentos de mobilidade idnica
classicos sofrem de baixa sensibilidade uma vez que o longo percurso dos ions causa
dispersao do pacote de ions e consequente perda significativa de fons.

A partir da década de 90, o desenvolvimento de novos arranjos instrumentais para
IM-MS tornou-se uma drea de rdpido crescimento, principalmente no sentido de
aumentar a resolucdo e a sensibilidade, diminuir o tamanho dos equipamentos e
aumentar a velocidade das aquisi¢cOes para otimizar seu acoplamento ao espectrometro
de massas. Um dos principais avancos foi a utilizagdo de sequéncias de pulsos de
voltagem transiente (ondas), que impulsionam os fons através da cela, ao invés de se
utilizar um campo elétrico uniforme (Figura 8). Essa tecnologia foi batizada de

travelling wave ion mobility (TWIM).
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Figura 8: Ilustracao comparando a voltagem aplicada na cela de mobilidade de um
equipamento convencional (drift tube) e de um equipamento de TWIM (TWIG).”

Voltage

5.1 Funcionamento de uma cela de TWIM

A fim de formar as ondas de potencial, a cela de mobilidade é composta por uma
série de eletrodos anelares dispostos ortogonalmente ao eixo de transmissao dos ions
(Figura 9). Em cada eletrodo € aplicada uma radiofreqiiéncia (RF) de fase oposta
daquela aplicada aos seus eletrodos adjacentes. Para empurrar os ions através da cela,
um potencial de corrente continua (DC) é superimposto a RF de um par de eletrodos por
um determinado tempo e em seguida € passado para o par de eletrodos adjacente e assim
consecutivamente até o final da cela (Figura 10). Os fons saem da regido onde o pulso
foi aplicado para uma regiao a frente de menor campo, em seguida, o pulso se move
para o proximo par de eletrodos e os ions s@o novamente conduzidos para frente. Dessa
maneira, forma-se uma onda de campo elétrico (“travelling wave’) que carrega os ions

através do equipamento, diminuindo o seu tempo de transito.
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Figura 9: Tlustracio dos eletrodos anelares em uma cela de TWIM.”
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Figura 10: Esquema do impulsionamento dos fons em uma cela de TWIM.>

O desenvolvimento da técnica TWIM permitiu a constru¢do de equipamentos
com cela de mobilidade de menor comprimento (18,5 cm), aperfeicoando entdo a
transmissdao dos ions, e consequentemente melhorando a sensibilidade. Além disso, a
diminuicdo do comprimento da cela tornou vidvel a comercializagdo de espectrometros
de massas acoplados a mobilidade i6nica, que anteriormente apenas eram construidos

em laboratorio (lab built) e ocupavam um espaco demasiado. Assim, O primeiro
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equipamento de TWIM-MS, o Synapt (Figura 11), foi lancado e comercializado pela
Waters Corporation em 2007 e continua sendo o Unico equipamento comercial desse
tipo.””®

5.2 Synapt HDMS

A Figura 11 apresenta um esquema ilustrativo do equipamento Synapt com uma
fonte de ESI. Além de ESI, diversas fontes de ionizacdo sdo disponiveis para esse
equipamento, como APCI,' APPI, MALDI e ASAP." Logo apés a regido de ionizagdo,
um guia de ions tem a funcd@o de focalizar o feixe proveniente da fonte e transferi-lo
para o quadrupolo. O quadrupolo entdo pode funcionar como um filtro, selecionando
uma faixa de m/z especifica. A regido de mobilidade nesse equipamento € dividida em
trés celas consecutivas, sendo que a primeira (trap) acumula os fons provenientes do
quadrupolo e os lanca por pacotes em intervalos de tempo regulares para a cela TWIM,
onde ocorre de fato a separacdo por mobilidade idnica (Figura 12). A cela transfer tem
como func¢do focalizar e conduzir os ions separados de acordo com a sua mobilidade
para o analisador de massas. Por fim, o analisador de massas presente no Synapt € do

tipo TOF.

VL

' v

Figura 11: Esquema ilustrativo da configuracao do equipamento de TWIM-MS,
Synapt (Waters Corp.).”

' Tonizagdo quimica a pressdo atmosférica. Do inglés: atmospheric pressure chemical ionization.
" Atmospheric solids analysis probe.
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Figura 12: Funcionamento das celas trap, TWIM e transfer.”

Essa configuracdo adotada no Synapt prové uma grande versatilidade ao
equipamento, uma vez que as celas trap e transfer operam a pressdes semelhantes a
celas de colisdo tipicas e dessa forma experimentos de fragmentacdo por CID
(dissociacao induzida por colisdo) podem ser realizados em ambas as celas. Assim, €
possivel separar por mobilidade os fons produtos da fragmentacdo realizada na cela
trap, ou fragmentar na cela transfer os ions separados por mobilidade, gerando assim
um espectro de massas de ions produtos para cada drift time, ou mesmo realizar
experimentos utilizando a fragmentacdo em ambas as celas trap e transfer.

A primeira geracdo do Synapt possui um poder de resolu¢do um pouco inferior
aos equipamentos cldssicos, devido principalmente ao seu comprimento de cela de
mobilidade muito reduzido. Recentemente, uma segunda geragdo desse equipamento foi
lancada (Synapt G2) incorporando melhorias que tornaram o poder de resolugdo de
mobilidade idnica 4 vezes maior do que a versdo original.”

Os experimentos de TWIM-MS referentes aos Capitulos 1 e 2 deste trabalho
foram realizados em um equipamento da primeira geracao do Synapt, localizado no

Laboratério ThoMSon, porém os experimentos do Capitulo 3 foram realizados durante
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um doutorado sanduiche nos EUA utilizando a segunda geracdo do equipamento:

Synapt G2.

6. ANALISE DE ISOMEROS POR IM-MS E TWIM-MS

As aplicacoes da IM-MS tem se diversificado recententemente além do seu uso
para monitoramento de explosivos, drogas ilicitas e agentes de guerra quimica, que
foram as primeiras aplicacdes de grande interesse que a técnica encontrou. Uma das
aplicacoes que a IM-MS tem encontrado € a andlise de misturas complexas,

40-42

principalmente de polimeros sintéticos. Também tem sido utilizada em estudos da

43.44 . 2 45,46
" e de biomoléculas.”™ A IM-MS encontrou

estrutura em fase gasosa de agregados
aplicacdo para o estudo de espécies supramoleculares, nesse caso, separando oS
compostos com diferentes estados de carga.”’

Com relagdo a separacdo de isdmeros, a IM-MS ja foi usada para separacdo de
anilinas,*® carboidratos,*° lipl’deos,5 : drogas quirais,5 2 drogas ilicitas,”® monitoramento
de reagdo de isomerizacdo’* e na separagio de isdbmeros e conformeros de peptideos.”

A separacdo de isdmeros € um campo muito interessante de aplicacao da IM-MS,
ja que a MS € baseada primariamente na medida de razdes massa/carga (m/z) € por isso
enfrenta um desafio, muitas vezes insuperdvel, na tarefa de separar isdmeros, que apesar
de possuirem estrutura e propriedades distintas, possuem exatamente a mesma massa.

As tentativas de distincdo entre esses compostos por MS geralmente envolvem o

emprego de estratégias como as baseadas em dissociacdo induzida por colisio (CID)”,

57,58 59,60

em reacdes ion/molécula e no método cinético. Entretanto, essas estratégias ndo
sdo gerais sendo necessdrio tratar caso por caso e, além disso, algumas vezes os
isdmeros apresentam reatividades em fase gasosa muito parecidas permanecendo
indistinguiveis.

Apesar de a IM-MS j4 ter sido aplicada em diversos casos de separacdo de

1sdmeros, sua grande aplicagcdo continua sendo a separacao e estudo da estrutura em fase
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gasosa de conformeros de peptideos e proteinas, que € uma drea bastante vasta. Assim,
ainda ha muito o que ser explorado em termos de separacdes de isOmeros por essa
técnica e esse trabalho pretende abrir novas diretrizes nesse aspecto e servir de

referéncia para trabalhos futuros.

7. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo principal deste trabalho € sugerir e explorar aplicacdes inétidas da IM-
MS focando na separagdo e caracterizacao de isOmeros.

No Capitulo 1 pretende-se mostrar uma aplicagdo mais simples e direta, que € o
estudo de isdomeros de porfirina substituida. Temos como objetivo investigar as
diferencas de geometria espacial das espécies pela sua separacdo por mobilidade, e
assim guiar futuros trabalhos nessa érea.

O objetivo do Capitulo 2 € introduzir uma aplicacdo bastante inusitada por nao
envolver os parametros que geralmente sdo considerados por afetar a mobilidade dos
fons (carga, massa e secdo de choque). Assim, pretende-se iniciar um novo campo de
aplicacdes da IM-MS que € o estudo de espécies com multiplos sitios de protonacdo ou
desprotonacgdo (protomeros).

O Capitulo 3 tem como objetivo investigar uma aplicagdo de inquestiondvel
importancia, que € o estudo dos compostos presentes em petroleo. Pretende-se explorar
o potencial da técnica IM-MS, focando principalmente na separacdo de isOmeros, €

investigar que tipo de informacgdo relevante pode ser obtida a partir das andlises de

petréleo por IM-MS.
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SEPARACAO DE ISOMEROS DE
PORFIRINA SUBSTITUIDA
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CAPITULO 1 - Separagdo e caracterizacdo de isomeros de porfirina substituida

1.1 INTRODUCAO

A quimica supramolecular se basea na associacdo de espécies moleculares, a fim
de se obter determinada propriedade ou funcionalidade, tal como o reconhecimento
molecular, automontagem, transporte e sinalizacdo.’’ Porfirinas sio formadas por
quatro anéis pirrdlicos ligados por ligacdes metilénicas e sdo moléculas de grande
importancia em varios campos da ciéncia, como biologia, medicina, quimica

6264 Elas formam

supramolecular, petroquimica, ciéncias dos materiais € nanomateriais.
uma classe muito importante de macrociclicos conjugados com 18 elétrons © e exibem
propriedades cataliticas/eletrocataliticas, fotoquimicas e fotofisicas unicas. Como o
comportamento das espécies supramoleculares de porfirina € fortemente dependente do
acoplamento eletrOnico entre os grupos central e periférico, o uso de pontes moleculares
que exibem propriedades fotoquimicas e fotofisicas pode aumentar o interesse de seu
uso como foto sensibilizadores moleculares. Entre as vérias espécies funcionais que
podem ser utilizadas para este fim, os grupos contendo piridil sdo particularmente
importantes devido as suas propriedades de coordenacio bem conhecidas.®® Assim, uma
série de porfirinas foto-sensibilizadoras contendo complexos de metais de transi¢do ou
grupos metila ligados aos dtomos N de piridinas periféricas tem sido investigada.
Porfirinas catidnicas t€ém despertado um grande interesse hd muito tempo pela sua

capacidade de se ligar ao DNA®Y

e danificd-lo devido a suas propriedades fotofisicas,
por exemplo, agindo como foto-sensibilizadoras potenciais para a inativacdo
fotodinamica de virus.®® A interacdo das porfirinas com biomoléculas também pode ser
finamente ajustada trabalhando-se com grupos isoméricos gerando topologias
moleculares e estruturas 3D diferentes para a porfirina, como em porfirinas para e meta
meso-substituidas. Engelmann e colaboradores sintetizaram uma série de porfirinas
supramoleculares, obtidas pela coordenacdo de [Ru(bpy),Cl]" aos grupos periféricos de
meso-fenil(piridil)porfirinas (Esquema 1), e verificaram que tais complexos apresentam

. . s ,oe 7
excelentes propriedades cataliticas, eletrocataliticas e fotoquimicas.” "
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Estas espécies apresentam massa relativamente baixa e alta densidade de carga e
sdo estaveis em solucdo e/ou no estado solido devido aos efeitos de solvatagdo.
Entretanto, na fase gasosa os ions sdo isolados e, tais efeitos de estabilizacdo ndo
ocorrem, tornando os complexos instaveis devido a alta repuls@o. Um trabalho realizado
em nosso grupo de pesquisa mostrou que através da ionizagao por electrospray (ESI) €
possivel transferir brandamente da solugcdo para a fase gasosa essa série de meso-
tetra(4,3-piridil)porfirinas coordenadas a complexos bipiridinicos de ruténio (Esquema
1), possibilitando sua posterior caracterizacdo por espectrometria de massas.”' Uma vez
que a espectrometria de massas inerentemente ndo distingue compostos de mesma m/z, a
diferenciacdo de isoOmeros € feita em muitos casos através de estratégias baseadas na
correlacdo entre a estrutura e a dissociagdo (ou reatividade) quimicas através de

2-74 ~ - 1
S*7 e de reagdes ion/molecula.” Tomazela et al.”' mostraram

experimentos de MS/M
que a dissociagao dessa série de porfirinas rutenadas isoméricas ocorre pela liberagao
consecutiva dos complexos de [Ru(bpy),Cl]", uma vez que a ligagdo mais 14bil desses
compostos € a Ru-N (entre o Ru e a piridina). Assim, o arranjo meta-para ou cis-trans
(para as porfirinas di-substituidas) nao afeta o espectro de ESI-MS/MS, ndo sendo
possivel diferenciar esses isOmeros por esta estratégia e sua adequada separacdo e
caracterizacao torna-se uma tarefa desafiadora.

Por este motivo, a IM-MS pode ser uma técnica interessante para a diferenciacdo
entre esses 1sOmeros posicionais meta-para € cis-trans. Além disso, a IM-MS pode
fornecer informacgdo sobre a geometria espacial dessas espécies, que juntamente com a

distribuicdo de cargas, ¢ uma das responsdveis pelas propriedades de interagdo

intermolecular entre as espécies ou com outra espécie molecular.
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m-MonoRu, p-MonoRu

m-ZnMonoRu, p-ZnMonoRu trans-m-DiRu, trans-p-DiRu m-TetraRu, p-TetraRu

Esquema 1: Estrutura das porfirinas estudadas.

1.2 OBJETIVO

Investigar, através da espectrometria de massas acoplada a mobilidade i6nica, as
estruturas tridimensionais e a possibilidade em resolver isomeros posicionais de piridil

porfirinas rutenadas através da utilizacao dos drift gases N, e CO,.

27



Tese de Doutorado: Priscila Micaroni Lalli

1.3 PARTE EXPERIMENTAL

As espécies supramoleculares das porfirinas isoméricas foram sintetizadas pelo

grupo do Prof. Koiti Araki (IQ-USP), por procedimentos conhecidos®’®

que nao serao
descritos neste trabalho.

Os experimentos de TWIM-MS foram realizados usando o espectrometro de
massas Synapt (Waters Corp., Manchester, UK) equipado como uma fonte de ESI.
Solucdes metandlicas das amostras foram inseridas diretamente na fonte de ESI, no
modo positivo de ions a uma velocidade de fluxo de 5 pL/min através de uma bomba de
seringa. As condi¢Oes instrumentais da fonte de ESI foram: voltagem do capilar 3,0 kV,
cone de amostragem 30 V, cone de extracdo 3 V, temperatura da fonte 100 °C,
temperatura de dessolvatacao 100 °C, fluxo do gas de dessolvatacdo N, 400 mL min".
Para a separacdo por mobilidade, a cela foi operada a pressdo de 1,0 mbar de N, ou de
CO,. Quanto maior a pressdo do géas na cela de mobilidade, melhor é a resolucao,
entretanto, a sensibilidade diminui. Assim, o valor de 1,0 mbar foi utilizado por resultar
em uma boa relacdo resolucao/sensibilidade.

Diversos valores de velocidade e altura das ondas de potencial foram testados,
entretanto observou-se que esses parametros ndo influenciaram significativamente na
resolucdo dos compostos. Assim, procurou-se otimizar esses parametros de forma a
permitir que o pico de mobilidade do maior nimero de compostos estivessem centrados
na janela de 0 — 9 milissegundos. Porém, como ndo foi possivel encontrar uma condicao
ideal para todos os compostos, otimizou-se uma condicdo para as porfirinas multi-
substituidas e outra para as mono-substituidas. Entdo, quando N, foi usado, a velocidade
das ondas de potencial foi ajustada a 300 m/s; e altura das ondas foi 13,6 V para as
porfirinas multi-substituidas ou 22,0 V para as porfirinas mono-substituidas. Para
facilitar a comparagao visual entre os resultados utilizando N, e CO,, para o segundo gés
os parametros das ondas de potencial foram ajustados de forma que o primeiro pico a

eluir apresentasse o mesmo drift time obtido quando N, foi usado. Assim, quando CO,
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foi utilizado, a velocidade e altura das ondas foram ajustadas a 300 m/s e 27,0 V para as
porfirinas multi-substituidas e 182 m/s e 30 V para as porfirinas mono-substituidas.
A resolugdo pico-a-pico (R,,) mede a habilidade de uma cela de mobilidade em

. . . . 77
resolver dois ions, e € definida como:

R _ 2(tgz—tg1)

PP = W s (Equacao 1)

onde #, s@0 os drift times dos dois picos e W, € a largura do pico na linha de base. R,,., €

uma funcdo da separacdo dos picos, medida pelo fator de separacdo (), e também da

largura dos picos, medida pelo poder de resolucdo (Rp):77
q = (Equacao 2)
td1

t ~
R, = —d2 (Equacio 3)

onde W, € a largura do pico a meia altura. R,., se relaciona com « and R, da seguinte

forma:

Rp—p = 0.589 R, “=  (Equagiio 4)

1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As solug¢des metandlicas de cada complexo de porfirina foram individualmente
analisadas por ESI-TWIM-MS usando N, como drift gas. A Figura 13a mostra os
espectros de TWIM sobrepostos para as porfirinas di, tri e tetra rutenadas (DiRu, TriRu
e TetraRu), enquanto que a Figura 14a mostra os espectros de TWIM sobrepostos para
as porfirinas mono-rutenadas (MonoRu) livres e a Figura 14b para as porfirinas mono-
rutenadas complexadas com zinco (ZnMonoRu). E importante observar que nos
experimentos com as porfirinas mono rutenadas (Figura 14), a altura da onda de
potencial foi ajustada para acelerar os ions monocarregados. Apesar do seu grande

volume e massa, cada substituinte [Ru(bpy),CI]" adicionado a porfirina confere-na uma
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carga extra e quanto maior € a carga do complexo, mais acelerado ele € devido a maior
forca de atracdo exercida pelo campo elétrico da cela de TWIM. Dessa forma, os
complexos TetraRu (4+) apresentam drift times menores, seguidos por TriRu (3+) e
DiRu (2+). A Figura 13 mostra que todos os isdmeros meta (m-Ru) e para (p-Ru)
foram propriamente resolvidos por TWIM, sendo que os isdmeros meta sempre
apresentam drift time de menor valor. Essa tendéncia sugere que os isOmeros meta sao
mais compactos do que os isdOmeros para atrevessando, portanto, consideravelmente

mais rapido a cela de mobilidade.

m-TriRu p-TriRu trans-m-DiRu  trans-p-DiRu

N2 m-TetraRu p-TetraRul l cis-m-DiRu / cis-p-DiRu
Ny § v

275 320 3.90 4.42 6.08 6.14 6.98 7.17
100+

0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

m-TriRu p-TriRu trans-m-DiRu  trans-p-DiRu

C02 m-TetraRu p-TetraRulv l cis-m-DiRu cis-p-D‘iR/

N Vov
100+ 2.75 3.20 3.78 4.35 5.89 595 6.726.91
b) =
0_

0.00 1.00 200 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

Drift time (ms)

Figura 13: Mobiligramas sobrepostos para as porfirinas multi-rutenadas: m-
TetraRu, p-TetraRu, m-TriRu, p-TriRu, cis-m-DiRu, cis-p-DiRu, trans-m-DiRu e
trans-p-DiRu usando (a) N, e (b) CO, como drift gas.
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a) N2 m-MonoRu  p-MonoRu
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100+
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C) C02 m-MonoRu  p-MonoRu
6.27
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b) Nz m-ZnMonoRu  p-ZnMonoRu

100 5.57 6.14

B
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Drift time (ms)

d) CO2 m-ZnMonoRu  p-ZnMonoRu
5.57

100- 6.34

2 -

o-
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Figura 14: Mobiligramas sobrepostos para as porfirinas mono-rutenadas livres: m-
MonoRu e p-MonoRu; e mono-rutenadas complexadas com zinco: m-ZnMonoRu e
p-ZnMonoRu, usando (a-b) N, e (c-d) CO,como drift gas.

As estruturas mais compactas dos isOmeros meta também foram apontadas

teoricamente pela otimizac¢do da estrutura, como a Figura 15 mostra para a m-MonoRu

e p-MonoRu. De fato, nas espécies meta substituidas o complexo de ruténio estd mais

deslocado em direcdo ao volume de rotacdo do anel porfirinico formando um angulo de

120° ao invés de 180° com a posicdo meso da porfirina, gerando assim uma estrutura

mais compacta.
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Figura 15: Estruturas otimizadas para as espécies monocarregadas m-MonoRu e
p-MonoRu (A, B) usando o método MM-Plus e parametro de convergéncia de 1 x
10 keal /A,

Ja os isomeros di-substituidos cis/trans apresentaram drift times muito parecidos
(Figura 13), indicando que a substituicdio em cis ou em trans nao altera
significativamente a se¢do de choque do composto, tornando, assim, impossivel a
resolucdo por TWIM-MS. Dessa forma, fica claro que o isomerismo meta/para no
substituinte piridil tem um efeito mais pronunciado na secdo de choque desses
complexos catidnicos de porfirina do que o isomerismo cis/trans (Esquema 1).

As solucdes metandlicas de todos complexos de porfirina também foram
analisadas por ESI-TWIM-MS utilizando CO, como drift gas. Para a melhor
visualizacdo de como a separagdo das espécies e os drift times sao afetados pela troca do
drift gas, as Figura 13b e Figura 14c-d mostram os espectros de drift time adquiridos
em CO, com as condi¢des ajustadas de forma que o ion mais rapido (m-TetraRu ou m-
ZnMonoRu) apresentasse drift time similar ao obtido em N, (2.75 ou 5.57 ms).
Comparando-se as Figura 13a e 13b, observa-se que a mesma ordem de elui¢cdo e drift
times foram obtidos para todas as espécies ao utilizar tanto N, como CO,. No entanto, a
utilizacdo do CO, claramente gera picos consideravelmente mais finos, ou seja, com
melhor poder de resolu¢do (R,) levando consequentemente a uma melhor resolugdo

pico-a-pico (R,.).
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A Tabela 1 resume os valores de R, ,, a € R, calculados tanto em N, como em
CO,. Como discutido anteriormente, observa-se que o CO, gera valores de R,.,
consideravelmente melhores do que o N, para todos os pares de isdmeros meta/para.
Nota-se o valor extraordindrio de R, (chegando a R, = 16) para uma cela pequena (18,5
c¢m comprimento), que normalmente apresenta R, = 10. A resolugdo entre os picos (R,,.,)
pode ser melhorada tanto ao melhorar o fator de separacio («), ao melhorar o poder de
resolugdo (R,), ou ambos. Observa-se ao comparar os valores apresentados na Tabela 1
que o fator de separagdo € similar para ambos N, e CO, (a = 1,1), porém, valores de R,
significantemente melhores foram obtidos com CO,. Conclui-se, portanto, que o melhor
valor de R,, obtido em CO, para esses compostos deve-se principalmente ao

afinamento dos picos (compactamento da nuvem de ions).

Tabela 1: Resolucao pico-a-pico (R,.,), fator de separacao (a) e poder de resolucao
(R,)" para cada par isomérico.

N, CO,

Pares isoméricos R,, | R, a | R, | RS a

m-MonoRu / p-MonoRu 0,43 10,24 | 1,10 | 0,56 | 11,37 | 1,13
m-ZnMonoRu / p-ZnMonoRu 0,42 | 1092 1,10 | 0,63 | 11,14 | 1,14
cis-m-DiRu / cis-p-DiRu 0,56 | 985 | 1,14 | 0,74 | 15,50 | 1,14
trans-m-DiRu / trans-p-DiRu 0,70 | 9,03 | 1,17 | 0,89 | 14,17 | 1,16
m-TriRu / p-TriRu 0,65 | 895 | 1,15 | 091 | 15,12 | 1,15
m-TetraRu / p-TetraRu 0,71 | 8,09 | 1,16 | 1,00 | 13,75| 1,16
cis-m-DiRu / trans-m-DiRu 0,02 1 985 | 1,00 | 0,05 | 15,50 1,01
cis-p-DiRu / trans-p-DiRu 0,13 | 10,26 1,03 | 0,18 | 16,39 | 1,03

* calculado para o isdbmero mais rapido do par.
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Misturas dos pares isoméricos também foram testadas (Figura 16), e através da
técnica de TWIM-MS usando CO,, foi possivel separar todos os isOmeros meta/para,
sendo que os isdOmeros multi-rutenados foram separados praticamente na linha de base.
Assim, a técnica mostra-se promissora para a resolucdo de isdmeros de porfirina mefa

ou para substituida, principalmente com o uso de CO, como drift gas.

a) m-TetraRu
10 275 p-TetraRu
3.20

=)

o

%
0
-TriRu i
b m p-TriRu
)10 384 435
e A A R R I I L I I RS B UG RS A LA RS RERA
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
c) cis-m-DiRu cis-p-DiRu
10 5.95 6.98
%
G I | I | | | | | | AR 1 T T | | I |
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
d ) trans-m-DiRu trans-p-DiRu
10 5.95 6.72
%
0

L L L L L L L N N L L

100 200 300 400 500 600 700 800  9.00

m-MonoRu p-MonoRu
5.57

10 6.27

%

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

f) m-ZnMonoR5u57 p-ZnMonoRu

~10 6.34
o\o M

L L |

100 200 = 300 400 500 600  7.00 800  9.00
Drift time (ms)

Figura 16: Mobiligramas para misturas dos isomeros a) m-TetraRu e p-TetraRu,
b) m-TriRu e p-TriRu, ¢) cis-m-DiRu e cis-p-DiRu, d) frans-m-DiRu e trans-p-DiRu,
e) m-MonoRu e p-MonoRu, f) m-ZnMonoRu e p-ZnMonoRu usando CO; a 1 mbar

como drift gas.

34



CAPITULO 1 - Separagdo e caracterizacdo de isomeros de porfirina substituida

1.5 CONCLUSAO

Neste capitulo estudamos a separacdo de pares isoméricos (meta/para € cis/trans)
de uma série de porfirinas rutenadas catidnicas pela técnica TWIM-MS usando N, e
CO, como drift gas. Através das andlises por TWIM-MS, verificou-se que as porfirinas
substituidas em meta apresentam estrutura tridimensional mais compacta do que seus
1sdOmeros substituidos em para; enquanto que as porfirinas isoméricas substituidas em
cis/trans apresentam estruturas tridimensionais com secdo de choque muito parecida.
Assim, os 1someros meta/para foram resolvidos na linha de base, entretanto, a resolucao
dos 1sdmeros cis/trans ndo foi possivel por TWIM-MS usanto tanto N, como CO,. O
CO, forneceu melhor resolu¢do pico-a-pico R, , para todos os pares de isOmeros
meta/para em comparacdo com N,. Essa melhora é observada essencialmente pelo
afinamento substancial dos picos, ou seja, pela melhora do poder de resolugdo (R))
devido ao compactamento das nuvens de fons, enquanto que o fator de separacao (a) foi
essencialmente 0 mesmo com o uso dos dois gases. Esses resultados devem guiar
tentativas futuras de resolver outras misturas de porfirinas isoméricas e espécies

relacionadas por TWIM-MS.
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CAPITULO 2

PROTOMEROS: SEPARACAO E
CARACTERIZACAO
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CAPITULO 2 - Protomeros: separacdo e caracterizagdo

2.2 INTRODUCAO

A determinacdo dos sitios de protonacdo ou desprotonacdo intrinsecamente mais
favoraveis em moléculas que exibem multiplos sitios basicos ou acidos € uma tarefa de
grande relevancia fundamental e pratica. Diversos trabalhos t€ém mostrado a importancia
do estudo de protdmeros (moléculas que diferem apenas pelo sitio de protona¢do ou
desprotonacio) em compostos interestelares,”® peptideos,” nicotina,* fluorobenzeno,*’
entre outros.*”™ Porém a tarefa analitica envolvendo a deteccio e caracterizacio em
fase gasosa de protomeros tem sido desafiante. Diversas técnicas e calculos tedricos tém
sido empregados para a caracterizacao de protdmeros na fase gasosa, porém resultados
contrastantes tém sido relatados para varios compostos,”* > incluindo a anilina.

A anilina é usada como modelo cléassico para estudos de sitio preferencial de
protonacdo em fase gasosa, e tem sido assunto de intimeras publicacdes ha bastante
tempo.”® Ela possui dois sitios de protona¢io mais favordveis, no dtomo de N do
grupo NH; ou no dtomo de C do anel benzeno na posi¢ao para ao grupo amina. No caso
da anilina, o grupo NH, a principio seria mais bdsico, entretanto, por ser um grupo
doador de elétrons, ele estabiliza a protonacdo nas posi¢des orto e para do fenil; ao
mesmo tempo que o fenil, por ser um grupo retirador de elétrons, desestabiliza a
protonagio no NH,.*

Célculos tedricos foram extensivamente empregados na tentativa de determinar o
sitio de protonagdo dessa molécula, porém, tanto resultados apontando a preferéncia

85,86 ~ 87
como para a protonacdo no carbono ' foram

para a protonacdo no nitrogénio
obtidos, dependendo do nivel de calculo utilizado. A dificuldade em determinar o sitio
de protonacdo da anilina deriva da pequena diferenca de energia entre os dois
protomeros formados, de apenas 1-3 kcal mol™.*’

Reacdes ion-molécula também foram utilizadas, indicando a coexisténcias de dois
protdmeros de anilina na fase gasosa, sendo o N-protonado cineticamente favorecido.™

Mais recentemente, reagdes fon-molécula de halobenzenos com amodnia também
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relataram produzir dominantemente anilina N-protonada, caracterizados por colisdo e
ativacdo.”

Apesar do extensivo trabalho executado com essa molécula protdtipo, a exata
proporcdo dos protdmeros de anilina amostrados da soluciao e formados em fase gasosa

permanece incerta. Em 1990, Karpas et al.,”

observou dois picos de mobilidade
referentes a anilina protonada em um estudo por IM-MS. Os picos foram atribuidos
tentativamente aos isOmeros protonados no N e no anel benzénico, entretanto a
caracterizac¢ao nao foi realizada.

As meso-tetrapiridilporfirinas também sdo sistemas modelos intrigantes devido a
possibilidade da presenca de miltiplos sitios de protonacdo. E possivel adicionar até
quatro prétons aos grupos piridil periféricos e dois protons ao anel porfirina permitindo
a formacdo de diversos protomeros. Outro sistema interessante sao as meso-
tetracarboxifenilporfirinas, que apresentam multiplos sitios de desprotonacdo, nos
grupos carboxilicos periféricos e no anel porfirina. A formagdao de protdmeros de

. DT ~ . 9192
porfirinas substituidas ja foi observada em solucao,

porém nunca foi investigada em
fase gasosa.

Nesse capitulo, mostramos a detec¢do e separacao de protdmeros de anilina e de
protdmeros de porfirinas meso-substituidas (Esquema 2) por TWIM-MS, seguida da
caracterizacdo por experimentos de dissociagdo induzida por colisio (CID) apds a

separacao por TWIM.
HooC COOH

(=0

HOOC COOH
Anilina meso-tetra(4-piridil)porfirina meso-tetra(3-piridil)porfirina meso-tetra(4-carboxifenil)porfirina

(1) (2) (3) 4)

Esquema 2: Estrutura das espécies estudadas.
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2.2 OBJETIVO

Estudar espécies com multiplos sitios de protonagdo ou desprotonagdo, separando

os protomeros por mobilidade i16nica e caracterizando essas espécies por experimentos

de MS/MS.

2.3 PARTE EXPERIMENTAL

2.3.1 TWIM-MS(/MS)

Os experimentos de TWIM-MS(/MS) foram realizados usando o equipamento
Synapt (Waters Corp., Manchester, UK) equipado como uma fonte de ESI. Os
compostos basicos (anilina e piridil-porfirinas) foram analisados no modo positivo de
ions, enquanto que os compostos dcidos (carboxifenil-porfirina) foram analisados no
modo negativo de ions. As amostras foram solubilizadas em metanol com 0,1 % de
acido formico para as andlises no modo positivo, ou em metanol com 0,1 % de
hidréxido de amdnio para andlises no modo negativo. As solu¢des das amostras foram,
entdo, inseridas diretamente na fonte de ESI através de uma bomba de seringa a uma
velocidade de fluxo de 5 uL/min. As condi¢Oes instrumentais da fonte de ESI foram:
voltagem do capilar 3,0 kV (modo positivo) ou 2,5 kV (modo negativo), cone de
amostragem 30 V, cone de extracdo 3 V, temperatura da fonte 100 °C, temperatura de
dessolvatagdo 100 °C, fluxo do gés de dessolvatacdo N, 400 mL min™".

Em todos os experimentos, os fons de interesse foram selecionados/filtrados por
sua m/z no quadrupolo, antes da separacdo por mobilidade. A pressdo da cela de
mobilidade foi otimizada de forma a se obter uma boa resolucdo entre as espécies a
serem separadas, sem comprometer a sensibilidade e sem alterar a razdo de abundancia

natural das espécies. A cela foi entdo operada a pressio de 1,0 mbar de CO,, com
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velocidade e altura das ondas de potencial otimizadas para cada espécie estudada de
forma que os picos de mobilidade dos ions estivessem centrados na janela de drift time.
Para os experimentos de MS, as celas trap e transfer foram operadas a pressao de
10 mbar de argénio a 6 e 4 V, respectivamente. Para os experimentos de MS/MS, os
parametros da cela trap foram mantidos enquanto que a energia da cela transfer foi
aumentada para valores otimizados para cada espécie dependendo da estabilidade dos
ions fragmentos tal que dissociacdo suficiente fosse alcancada para determinagdo das
estruturas. A Tabela 2 resume os principais parametros de onda e energia da cela

transfer utilizados.

Tabela 2: Parametros da onda de potencial (velocidade e altura) otimizados para
as separacoes por TWIM, e valores de energia de colisao ajustados para os

experimentos de MS/MS.
Velocidade | Altura |Transfer
Compostos m/z Espécies
(m/s) (V) CE (V)
Anilina 94 M +H]" 250 30 25
tetra(3-piridil)porfirina 619 | M +H] 180 30 70
tetra(4-piridil)porfirina 619 M + H]" 180 30 70
tetra(3-piridil)porfirina 310 |[M +2H]™" 300 25 40
tetra(4-piridil)porfirina 310 |[M +2H]" 300 25 40
[M - HT
tetra(4-carboxifenil)porfirina | 789 ) 300 30 40
[2M - 2H]~
tetra(4-carboxifenil)porfirina | 394 | [M - 2H]" 300 30 22

2.3.2 Calculos de secao de choque teorica

.. - . . , . 93
A otimizacgdo estrutural foi realizada através do software Gaussian 03 usando a

teoria do funcional da densidade (density function theory - DFT) no modelo B3LYP/6-
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311G(d,p). As secdes de choque tedricas foram calculadas usando o software de codigo
aberto MOBCAL™ através do algoritmo Método da Trajetéria (Trajectory Method -
™).

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O mobiligrama para a anilina protonada (m/z 94,07) € mostrado na Figura 17, no
qual observa-se dois picos resolvidos em 3,87 e 4,95 ms com uma razao de abundancia
de ions por volta de 1:5. Essa separacdo sugere que dois protomeros de anilina
coexistem a temperatura ambiente na cela de mobilidade, como observado

anteriormente por Karpas ef al.”’

2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Drift time (ms)

Figura 17: ESI(+)-TWIM-MS para os protomeros de m/z 94 amostrados de uma
solu¢ao metandlica acida (pH 4) de anilina.

A fim de caracterizar os dois protdmeros separados, experimentos de
espectrometria de massas sequencial (MS/MS) foram realizados na cela de colisao
transfer, a qual estd alocada entre a cela de mobilidade e o analisador de massas TOF.
Dessa forma, para cada pacote de ions (pico) separado por mobilidade obtém-se um
espectro de massas de fons produtos (Figura 18). O protdmero mais lento (drift time

4,95 ms) e mais abundante dissocia quase exclusivamente pela perda neutra de NH;
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gerando o cétion fenila de m/z 77, que fragmenta-se posteriormente gerando o ion de
m/z 51,05 via perda neutra de acetileno(C,H,) (Esquema 3).” Note que essa perda
quase exclusiva de NH; € consistente com a espécie N-protonada 1a. O protdomero
menos abundante encontrado em 3,87 ms dissocia por perda neutra de NH; e C,H,
(Figura 18b) mas também por outros caminhos competitivos indicando protonag¢do no
anel (1b), como retratado no Esquema 3. A perda de NH; a partir de 1b parece requerer
a isomerizagdo 1lb — 1la, e pode explicar os resultados contrastantes observados
previamente para os protdmeros de anilina amostrados com diferentes graus de ativacao

por colisao.

a) 4. Drifttime =4.95ms 77.05 NHg* g 94
| -0
!
1 51.05
] 94.07
0 - v 1 1 L} I 1 L} ] 1 ! v T 1
b) NH, 94
100, Drift time = 3.87 ms 77.05 1b
H H
% \
| 51.05 93063
65.05 607 92.06 [ '
o ‘ v + T 1 LI l T T -+ T I T ll T
50 55 60 65 70 75 90 95 100

m/z

Figura 18: ESI(+)-TWIM-MS/MS dos dois protomeros de anilina de m/z 94,07.
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NH, NH;*
+
b H H 1a m/z 77.04 m/z 51.02
-H°*

H
N -H® -H,C,N
By

. m/z 65.04
m/z 93.05 m/z 92.05

-H,C,N

CsH¢
m/z 66.04

Esquema 3: Esquema de fragmentacao da anilina protonada no anel (1b).

A secdo de choque tedrica (Q) calculada para 1a e 1b (54,10 + 4,20 A% e 53,10 +
4,20 A’ respectivamente) indica que a protonacio em diferentes sitios causa uma
alteracdo pequena (~1,8 %) no volume e formato do fon. Portanto, a separacdo obtida
para os protdomeros € surpreendente considerando os fatores inerentes aos ions que
normalmente sdo considerados por afetar a sua mobilidade, que sdo a massa, carga e €2
(equacao de Mason-Schamp). Entretanto, em alguns casos além dos aspectos fisicos na
dindmica das colisdes ion-molécula que ocorrem dentro da cela de mobilidade, deve-se
considerar a interagdo quimica entre os fons e as moléculas do gas. No caso das anilinas,
os calculos tedricos mostraram uma grande diferenca de momento de dipolo calculado
para cada protdbmero: 7,1 D para a anilina protonada no N e 1,6 D para a anilina
protonada no anel. Isso indica distribuicdes de carga contrastantes entre 0s protOmeros:
enquanto a carga estd localizadano grupo NH;" para a anilina N-protonada, ela estd
delocalizada no anel benzeno para a C-protonada. fons com distribuicio de carga
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localizada e alta polaridade, como a anilina N-protonada, apresentam maior facilidade
em distorcer a nuvem eletronica das moléculas do drift gas (CO,). Assim, formam
heterodimeros ion-molécula com um tempo de vida mais longo que sobrevivem durante
varios caminhos livres, enquanto que os ions com carga mais delocalizadas, como a
anilina C-protonada, estdo predominantemente livres entre as colisdes. Por esse motivo,
a anilina N-protonada (em 4,95 ms) leva um tempo maior para atravessar a cela de
mobilidade e assim € separada da anilina C-protonada (em 3,87 ms).

As meso-tetrapiridilporfirinas (Esquema 2) também sdo sistemas modelos
intrigantes devido a possibilidade da presenca de multiplos sitios de protonagdo. E
possivel adicionar até quatro prétons aos grupos piridil periféricos e dois prétons ao anel
porfirina permitindo a formagdo de diversos protdmeros. Portanto, a técnica de TWIM-
MS foi utilizada para resolver e caracterizar as espécies presentes nas misturas desses
protomeros. Solu¢des metandlicas dos isomeros meso-tetra(4-piridil)porfirina (2) e
meso-tetra(3-piridil)porfirina (3) foram analisadas individualmente por ESI(+)-TWIM-
MS. Dois picos foram observados (Figura 19a-b) para cada um dos isOmeros
monoprotonados [M + H]" de m/z 619,24 sugerindo a coexisténcia de dois protdmeros
distintos. Esse resultado indica que a protonag¢do ocorreu ndo apenas nho sitio mais
basico dos substituintes piridil periféricos, mas também no anel porfirinico interno. Em
contraste, a espécie diprotonada [M + 2H]" de m/z 310,11 exibiu um tnico pico no
mobiligrama (Figura 19c), sugerindo a formacao predominante de apenas uma espécie
duplamente carregada entre as trés possiveis combinacdes: cis-piridil, trans-piridil e
piridil-anel porfiriinico. Provavelmente a espécie protonada em cis-piridil é a menos
estavel em fase gasosa, mas € muito dificil aferir qual € a mais estdvel entre as duas
espécies duplamente carregadas remanescentes.

Esses resultados contrastam com aqueles geralmene encontrados em solugdo.”'”

Nesse caso, a espécie monocatidnica protonada no anel ndo é observada porque a

porfirina diprotonada € preferencialmente formada apds a protonacdo nos sitios piridil
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periféricos. Isso mostra claramente que esses sitios, com cargas mais localizadas, sdo
mais fortemente estabilizados por solvatacdo do que o anel porfirinico protonado com
carga positiva mais delocalizada, invertendo assim a sequéncia de protonagcao

encontrada na fase gasosa.
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[M + 2H]"

C) s

4.32

3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00

Drift time (ms)

Figura 19: ESI(+)-TWIM-MS dos protomeros monocarregados de m/z 619,24 a
partir de solucoes metandlicas acidas de a) tetra(4-piridil)porfirina e b) tetra(3-
piridil)porpfirina, e ¢) do protomero duplamente carregado de m/z 310,11 a partir
de tetra(4-piridil)porfirina.

Para a caracterizacdo das espécies separadas, foram realizados experimentos de
MS/MS na cela de colis@o transfer, ou seja, apds a separacao por mobilidade (MS/MS
p6s-TWIM). Os espectros de massas de fons produtos sdo mostrados na Figura 20 para
as duas espécies separadas de meso-tetra(4-piridil)porfirina. O protdmero mais lento
(em 3,29 ms) perde preferencialmente piridina neutra (m/z 540,20) no processo de
dissociagcdo primario, enquanto que o protomero mais rapido (em 2,65 ms) € dissociado
através da perda de piridina neutra (m/z 540,20) e pela perda de piridina radicalar (m/z
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541,21) em extensOes similares. A perda preferencial de piridina neutra € um indicativo
geral de protonacdo no substituinte piridil, e ocorreria por uma cisdo heterolitica.
Enquanto que para a espécie protonada no anel porfirinico, a cisdo heterolitica pode
gerar a perda de piridina neutra e a cisdo homolitica geraria a perda de piridina radicalar.
Portanto, o protdmero mais rdpido 2b pode ser atribuido a espécie protonada no N do
anel porfirinico. O isdmero meso-tetra(3-piridil)porfirina mostrou comportamento

similar sob TWIM-MS/MS.

a) Drift time = 3.29 ms
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Figura 20: ESI(+)-TWIM-MS/MS dos dois protomeros de m/z 619,24 a partir de
solu¢coes metanodlicas acidas de tetra(4-piridil)porfirina.

Conforme discutido para o caso dos protdmeros de anilina, novamente a extensao

da delocalizacdo da carga parece ser util para explicar a ordem de eluicdo dos
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protomeros de piridil-porfirina. A densidade de carga estd altamente localizada na
espécie protonada no grupo piridil 2a, que portanto deve interagir mais fortemente com
as moléculas de CO, e assim é mais atrasada durante seu percurso através da cela
mobilidade. Por outro lado, a carga positiva estd mais delocalizada na espécie protonada
no anel porfirinico 2b, assim explicando sua eluicdo mais rdpida (Figura 19). A respeito
da basicidade intrinseca, o grupo piridil parece ser mais bésico e sua afinidade de préton
maior do que os sitios N-pirrdlicos do anel porfirinico. A susbtitui¢do da piridina nas
posi¢des meta vs para parece ter um efeito pequeno nessas propriedades uma vez que
ndo foi observada alteracdo significante no comportamento entre os isSOmeros meso-
tetra(4-piridil)porfirina e meso-tetra(3-piridil)porfirina sob TWIM-MS/MS.

As espécies carregadas negativamente geradas pela desprotonacdo da meso-
tetra(4-carboxifenil)porfirina (4) também foram investigadas por ESI(-)-TWIM-MS/MS
e os mobiligramas para os fons selecionados de m/z 789,28 sdo mostrados na Figura 21.
Note que trés picos foram detectados: um em 4,86 ms com separagdo isotopomérica de
0,5 m/z revelando ser a espécie duplamente carregada [2M — 2H]*; e dois picos
adicionais em 9,28 ms e 11,01 ms correspondentes a uma dupla de espécies
monocarregadas [M — HJ, sendo a espécie em 11,01 ms muito mais abundante. Apesar
da espécie [2M — 2H]2' ter o dobro de volume e massa do que as espécies [M — HJ, ela é
acelerada pelo campo elétrico da cela de mobilidade por uma forca duas vezes maior
(devido a sua carga duas vezes maior) e por isso essa espécie viaja mais rapido

apresentando um drift time de menor valor.
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Figura 21: ESI(-)-TWIM-MS para os ions de m/z 789,28 a partir de solucao
metandlica basica de tetra(4-carboxifenil)porfirina.
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MS/MS p6s-TWIM foi entdo realizado (Figura 22) e verificou-se que a espécie
mais abundante, em 11,01 ms, perde facilmente e quase exclusivamene CO, (Figura
22a) enquanto que a espécie menos abundante, em 9,28 ms, é muito mais estavel sob as
mesmas condicdes de CID (Figura 22b). A ficil perda de CO, indica desprotonacao no
grupo carboxila (4a) enquanto que a resisténcia a dissociagdo € consistente com a
desprotonacdo no anel porfirinico (4b). Além disso, a basicidade significantemente
menor esperada para os substituintes fenilcarboxilato em comparacio com a espécie
desprotonada no anel porfirinico pode justificar a desprotonacdo predominante do
carboxilato em 4.

Conforme os resultados discutidos acima, a espécie monoanidnica 4a formada
pela desprotonacdo do dacido carboxilico periférico é observado em 11,01 ms no
mobiligrama (Figura 21), sendo mais lento do que 4b (9,28 ms), devido a sua
distribuicdo de carga negativa mais localizada e portanto maior interacdo com as

moléculas do drift gas CO..
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€]

HOOC C00
a) Drift time = 11.01 ms Q) @ 789
74528
100
e HOOC COOH
&~
789.28
0 Frrrr T T T T |""|""l|""|""|

| I | | I I I ]
10 200 300 400 500 600 700 800 900
m/z

Figura 22: ESI(-)-TWIM-MS/MS para os dois protometos de tetra(4-
carboxifenil)porfirina.

Como mostrado na Figura 23a, o mobiligrama da espécie duplamente
desprotonada [M — 2H]* meso-tetra(4-carboxifenil)porfirina 4 de m/z 394,14 mostra um
Unico pico indicativo da formacdo da espécie duplamente carregada 4c. Os dados de
MS/MS p6s-TWIM (Figura 23b) mostram duas perdas consecutivas de CO, (m/z
700,28 e 744,26) indicando, portanto, desprotonacdo em dois grupos carboxilicos,
provavelmente em posicao trans. Nesse caso, a diferenca de energia para a formagao da
espécie desprotonada no anel porfirinico € muito maior do que para a desprotonagao de
um segundo 4cido carboxilico, assim gerando a epécie dianiOnica. Interessantemente, a
espécie cis-carboxilato nao foi observada, indicando que a repulsdo eletrostatica € alta o

suficiente para assegurar apenas a formacao da espécie trans-carboxilato.
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Figura 23: a) ESI(-)-TWIM-MS e b) ESI(-)-TWIM-MS/MS para a tetra(4-
carboxifenil)porfirina duplamente desprotonada de m/z 394,14 indicando a
formacao de um tinico protomero duplamente carregado.

2.5 CONCLUSAO

Protomeros de anilina, meso-tetra(3- e 4-piridil)porfirinas e meso-tetra(4-
carboxifenil)porfirina foram separados e caracterizados através de experimentos
utilizando a técnica de TWIM-MS e TWIM-MS/MS. Embora esses isOmeros
provavelmente apresentem volumes e formatos similares, a protonacdo ou
desprotonacdo em diferentes sitios causa diferengas considerdveis na distribuicdo de
cargas que leva a formagdo de heterodimeros entre os fons e as moléculas do drift gas
(CO,) com forgas e tempos de vida contrastantes, assim assegurando a resolugdo desses
protomeros por TWIM-MS. Experimentos de MS/MS p6s-TWIM permitiram a

caracterizacdo dos protomeros através de dissociagOes estruturalmente diagnosticas.
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Observou-se a formacao inusitada de espécies de porfirina protonada e desprotonada
nos grupos pirrdlicos do anel porfirinico. Assim, mostramos que a técnica TWIM-
MS(/MS) é uma ferramenta poderosa e de futuro promissor para a investigacdo de
acidez e basicidade intrinsecas em sitios competitivos de moléculas poli ou

multifuncionais.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO DE
PETROLEO
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3.1 INTRODUCAO

O petréleo € sem divida a mistura organica mundialmente de maior importancia
econOmica e energética e com a composicdo quimica mais complexa e desafiadora.
Dependendo de sua origem pode constituir de cerca de 10.000 — 100.000 compostos
distintos e sua composi¢do e propriedades varia enormemente dependendo de sua
natureza (lacustre, marinho), origem (tipo de rocha) e tempo de formacgdo (evolugdo
térmica/maturacdo). O valor econdmico de um 6leo em particular para uma refinaria
depende da sua qualidade e da possibilidade em se obter um padrio de produto
satisfatério que condiga com a demanda do mercado. A partir do conhecimento da
composi¢ao quimica do petrdleo e de seus destilados, a refinaria é capaz de prever e
controlar as operagdes de petrdleo, pois a sua composi¢cdo revela as dificuldades que
podem surgir no manuseamento, refino ou transporte do petréleo ou de seus produtos e
também prever o rendimento de combustivel e sub-produtos. Além disso, o
conhecimento da composi¢do quimica do petréleo também permite acessar a qualidade
e performance dos seus produtos.”

Do ponto de vista molecular, o petroleo é uma mistura complexa, composta
majoritariamente de hidrocarbonetos com pequenas quantidades de compostos
organicos polares contendo os heterodtomos enxofre, oxigénio e nitrogénio, bem como
compostos contendo constituintes metalicos, principalmente vanadio, niquel, ferro e
cobre. O contetdo de hidrocarbonetos pode ser tao alto quanto 97 % em peso em um
6leo parafinico leve, ou cerca de 50 % em peso em um 6leo pesado ou mesmo menos de

30 % em peso em casos especificos como no bitumen.”

3.1.1 Compostos polares em petroleo

Apesar de representar apenas cerca de 5-15 % em peso da composi¢do do
petréleo, os compostos polares sao altamente problematicos desde a produgao,
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transporte e refino do petrdleo, até a qualidade do produto final, além de serem
importantes durante a exploragdo por agirem como biomarcadores de origem e
biodegradacdo. A presenca de tracos de compostos heteroatdmicos pode conceder
caracteristicas condendveis para os produtos finais, levando a descoloragdo e/ou falta de
estabilidade durante o armazenamento. Além disso, os compostos heteroatdmicos
contribuem para a poluicdo do ar pois sob a combustdo nos motores de automdveis
liberam gases NO, e SOy. Assim, para atender as regulamenta¢des ambientais e produzir
um produto de qualidade, é necessdrio remover os heterodtomos.” Entretanto, a
remocao de enxofre pode ser dificultada pela presenca de compostos nitrogenados
basicos, que desativam os catalisadores do hidrotratamento. J4 os 4cidos presentes no
petréleo, constituem outro grande problema durante o refino pois sdo responsdveis pela
COITOSA0.

Por todos esses motivos, a caracterizacdo da estrutura, composicao e
funcionalidade desses compostos € de extrema importancia para o desenvolvimento de
estratégias adequadas para a sua remogdo.”’ Dessa forma, ndo é surpreendente que uma
atencdo considerdavel seja dada aos compostos heteroatomicos do petréleo, pois a
tendéncia da industria de refinamento ultimamente tem sido processar mais 6leo pesado,
bem como residuos que contém proporcdes substanciais desse material heteroatomico.”

Apesar dos aspectos negativos relacionados aos compostos heteroatdmicos, eles
carregam informacdes geoquimicas uteis para rastrear os percursores biologicos das
moléculas de petréleo. Por exemplo, fendis tem sido utilizados para determinar a origem
de depdsitos de matéria organica (ex.: terrigena ou marina). Os dacidos nafténicos,
quando presentes em baixa concentra¢ido, servem como fosseis geoquimicos da rocha
fonte original e indicadores da maturidade do petréleo.”® Assim, a determinacdo desses
compostos também € importante na fase de exploracdo e para o rastreamento da origem

de uma amostra e também para prospec¢ao de grau de biodegracao.
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3.1.2 O modelo de Boduszynski

No final da década de 80, Boduszynski propds um modelo notdvel sobre a
composi¢ao de petroleo, que ao contrario dos outros trabalhos nesse sentido baseados na
andlise de um petréleo especifico, o modelo proposto por Bodusynski € tnico por

99-101 .
Ele descreve a composi¢dao do

permitir a extrapolagdo para qualquer petrdleo.
petréleo como sendo uma progressao continua em termos de massa molar, nimero de
heteroatomos (N, O, S) e aromaticidade em funcdo do ponto de ebulicdo atmosférico
equivalente (AEBP"). A Figura 24 ilustra esta proposta em um gréfico de massa molar
versus ponto de ebulicdo. O limite superior é definido pelas parafinas normais que tem o
maior numero de carbono e massa molar para um dado ponto de ebulicdo. Olhando de
outra forma, para um dado nimero de carbono, as parafinas tem o menor ponto de
ebulicdo. Os compostos nafténicos ebulem a uma temperatura um pouco maior e, assim,
localizam-se a direita das parafinas. Hidrocarbonetos aromaticos e, especialmente
compostos heteroatdmicos polares, tem os maiores pontos de ebulicdo e sdo
posicionados ainda mais para a direita. Os compostos mais polares, mais aromaticos e
com maior nimero de heteroatomos caem na curva inferior. Esses sdo os compostos de

menor massa para um dado ponto de ebulicdo; ou, por outra perspectiva, sio o0s

compostos com maior ponto de ebulicdo para uma dada massa molar.

" Do inglés: atmospheric equivalent boiling point.
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Figura 24: Modelo de Boduszynski ilutrando o efeito da massa molar e da
estrutura em funcio ponto de ebulicdo.”

Desse modo, o modelo aponta uma caracteristica importante na composi¢dao do
petréleo: diversos compostos com massas molares similares cobrem uma larga faixa de
ebulicdo; e, do mesmo modo, um estreito corte de ponto de ebuli¢cdo pode conter uma
ampla faixa de massa molar.

E mais facil distinguir e separar as diferentes classes de compostos em um corte
de destilacdo estreito do que no petréleo porque cada tipo de composto compreende
apenas uma pequena faixa de massas molares, e a faixa de massa molar de cada tipo de

composto € diferente uma das outras. Além disso, a destilagdo € o principal processo de
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separacdo nas refinarias e o ponto de ebulicdo e a faixa de ebulicdo dos produtos sdo a
base para planejar o seu uso e custo. Dessa forma, a anélise composicional de cortes de
destilacdo em laboratério torna-se bastante interessante, uma vez que além de diminuir a
enorme complexidade composicional do petrdleo, casa perfeitamente com o processo de
destilagdo da refinaria.

Conforme o modelo de Boduszynski, nota-se que quanto maior o ponto de
ebuli¢do do corte, mais rico ele € em heterodtomos e compostos poliaromaéticos, € maior
¢ a faixa de massa molecular dos compostos. Dessa maneira, os cortes de alto ponto de
ebuli¢do sdo os mais interessantes para se estudar os compostos polares, mas a0 mesmo

tempo sua composi¢do quimica € progressivamente mais complexa.

3.1.3 Analise composicional do petrodleo

A espectrometria de massas (MS) através de insercao direta'” ou em combinagio
com diferentes técnicas de separacio (GC-MS'”, LC-MS'™) tem sido amplamente
utilizada na caracterizagdo de 6leo bruto e de destilados de petréleo. De fato, desde o
inicio da sua comercializagdo a espectrometria de massas esteve intimamente ligada a
industria petroquimica. Na década de 50, as companhias de petréleo investiram em
espectrometros de massas a fim de determinar pela primeira vez a composi¢cao dos

destilados leves.'®

As fontes de ionizagdo existentes na época (em especial a ionizagao
por elétrons, EI) restringiam as andlises para compostos organicos volateis e semi-
volateis. Na metade da década de 50, o surgimento da técnica GC-MS permitiu uma
andlise composicional mais detalhada dos cortes de destilacdo mais leves do petréleo.'*
A técnica ainda é bastante adequada para a pronta determina¢do composicional das
fracOes mais leves, com ponto de ebulicdo entre 40-220 °C, denominadas nafta. Essa
fracdo constitui uma mistura de hidrocarbonetos sendo ~ 50 % alcanos, ~40 % naftenos

/ . 1
e ~10 % compostos arom4ticos.'”
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Entretanto, quanto maior o ponto de ebulicdo de uma fragdo, mais dificil € sua
andlise. Os destilados médios (220-345°C) ja representam um desafio para as andlises
por GC-MS, pois ndo € mais possivel separar todos os compostos e a interpretacao dos
dados torna-se muito dificil ou impossivel. Nessa faixa, a cromatografia liquida (LC) e a
cromatografia com fluido supercritico (SFC) sdo geralmente utilizadas para determinar a
composicdo em termos de grupos de compostos saturados, aromaticos e polares.
Recentemente, a cromatografia a gas bidimensional (GC x GC) também tem sido usada
para caracterizacdo e quantificacio de fracdes médias e leves de petréleo.'””'*

Porém, a alta complexidade das fracdes com ponto de ebuli¢io maior do que 345
°C tém requerido grande esfor¢o no desenvolvimento de técnica para este fim, uma vez
que a resolucdo e exatiddo das medidas de m/z dos espectrOmetros de massas
convencionais (como quadrupolos, fon traps, TOF) ndo sdo suficientes para fornecer
informagdes composicionais completas. Para a atribui¢do da composi¢do elementar de
fons em uma mistura complexa, faz-se necessario a distin¢ao entre varias composicoes
de mesma massa nominal com diferentes massas exatas (por exemplo, distinguir entre
CH, e O que apresentam mesma massa nominal de 16 Da, porém diferem em 0,0364 Da
em massa exata). A distin¢cdo entre compostos com massa exata muito proxima tornou-
se possivel com o desenvolvimento e continuo aperfeicoamento de analisadores de
massas do tipo FT-ICR' (ressonincia ciclotronica de fons por transformada de Fourier)
sendo estes os Unicos equipamentos capazes de prover espectros de massas com
altissimo poder de resolucdo e exatiddo.'” Devido entdo ao seu altissimo poder de
resolucdo e altissima exatidao, o FT-ICR consegue resolver ions em unidades de mili-
Daltons e através da medida da massa exata permite a atribui¢do inequivoca da formula

molecular de milhares de componentes em espaco de tempo reduzido (~ 6 minutos).

' Do inglés: fourier transform ion cyclotron ressonance
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3.14 FT-ICR MS

Em 1973, Alan Marshall e Melvin Comisarow combinaram a transformada de
Fourier, ressonancia ciclotronica de ions e espectrometria de massas para criar o FT-
ICR MS."” A técnica é baseada no movimento circular de fons em um forte campo
magnético (movimento ciclotronico) e atualmente constitui o analisador de massas

. . L. . s 1~ ~ 111
capaz de atingir os niveis mais altos de exatidao e poder de resolucao.

Breve teoria do movimento ciclotronicos dos ions

Quando um fon entra em contanto um campo magnético constante, ele sofre uma
forca que torna a sua trajetorio circular. Essa forca, chamada de forca de Lorentz (Fy), é
aplicada perpendicularmente ao movimento do ion (Figura 25) e expressa pela
Equacao 1, em que ¢g € a carga do fon, v € a sua velocidade e B € a forca do campo

magnético.

F, = massa X aceleracao = quB (Equacao 1)

S S = B Y S S = B S S e

Forca de Lorentz

Figura 25: Forca de Lorentz aplicada a um ion sob a influéncia de um campo
magnético.
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A forca de Lorentz perpendicular a trajetéria do ion age como forca centripeta e
faz com que este adquira uma trajetoria circular com raio r. A acelera¢ao angular € dada

por:

2
a=— (Equacio 2)

Substituindo a Equacao 2 na Equacao 1 temos:

muv?

= quB (Equacao 3)
A velocidade angular (w) € dada por:
%
® = (Equacido 4)

Substituindo a Equacao 4 na Equacao 3 e simplificando, temos a forma

convencional da equagdo ciclotronica (Equacao S) onde w € a frequéncia ciclotronica:
qB -
w =— (Equacao 5)
m

Como resultado dessa equagdo, a frequéncia ciclotronica de um ion sob influéncia
de um campo magnético é proporcional a razio (q/m)B. Assim, todos os fons com
mesma m/z terdo a mesma frequéncia ciclotronica em um campo magnético constante,

independentemente da sua velocidade.

Funcionamento dos equipamentos de FT-ICR MS

Para que o movimento ciclotronico dos ions seja util e gere um sinal detectavel é
necessario que os fons apresentem um movimento sincronizado (em fase) e proximo as
placas de deteccao. Entretanto, ao entrar na cela de ICR, ions de mesma m/z oscilam em
fases distintas e apresentam raios de Orbita ciclotronica em comprimentos na ordem de
sub milimetros e longe das placas de detecc¢do das celas que variam de 1 a 2 cm. Assim,
para que o sinal gerado atinja uma amplitude detectdvel, é necessario excitar os fons de
forma ressonante através de um campo elétrico oscilante ou rotatério em fase com o

campo magnético, a fim de aumentar o raio da orbita de oscilagdo e formar pacotes de
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ions de mesma m/z que sejam os mais compactos e coerentes espacialmente possiveis.

A Figura 26 mostra um esquema de uma cela de ICR.
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Figura 26: Esquema de uma cela de FT-ICR MS.'"?

O movimento periddico dos pacotes de fons induz uma corrente nos eletrodos de
deteccdo e gera um sinal em dominio de tempo (Figura 27), que é registrado,
digitalizado e convertido para um espectro de frequéncias através da transformada de

Fourier (Figura 28). O espectro de frequéncias € entdo convertido a um espectro de

massas através da equagao ciclotronica (Equacao 5).

Figura 27: Esquema da detecciio dos ions na cela de ICR.'"
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Figura 28: Imagem da corrente induzida no dominio de tempo (esquerda);
espectro de freqiiéncia apos a transformada de Fourier (centro); e espectro de
massas depois da transformada de freqii€éncia para m/z (direita).

3.1.5 Mobilidade ionica para analise de petrodleo

A principal limitacdo da técnica de FT-ICR MS, assim como todas as técnicas de
MS, € a incapacidade de resolver isOmeros, ja que estes apresentam a mesma formula
molecular (massa exata), e também a dificuldade em fornecer informagdo sobre a
estrutura tridimensional dos compostos de forma direta. Nesse sentido a IM-MS torna-se
uma técnica interessante para ser aplicada de forma complementar a FT-ICR MS.

A determinacdo de isdmeros em amostras tdo complexas como o petréleo é uma
tarefa desafiadora, porém extremamente importante pois os isOmeros podem apresentar
reatividades contrastantes. Os 4cidos nafténicos, por exemplo, sd@o conhecidos por
formarem depdsitos durante a exploracdo e producdo do petrdleo causando diversos

114 ;. 0 [N L .
Entretanto, os acidos aromaticos (isdmeros dos acidos

problemas de escoamento.
nafténcos com mais de 4 ciclos) ndo apresentam esse problema, e a distin¢c@o entre esses
compostos nio pode ser feita por MS de forma direta.'” Outro exemplo sdo os
compostos sulforados, que podem desencadear ou evitar a corrosdo causada pelos dcidos
nafténicos dependendo da sua estrutura (tiofenos versus ti6is).''® Os isdmeros também

tétm sido utilizados como novas estratégias na busca de marcadores naturais
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(biomarcadores) de origem e maturacio através principalmente da sua
interconversdo.''!'"®

Poucos trabalhos foram publicados usando a IM-MS para andlise de petréleo ou
de suas fracoes. O primeiro trabalho publicado nessa area foi em 2008 por Russell e
colaboradores.'”” Amostras de asfalteno e de DAO' (oléo deasfaltenado) foram
analisadas por IM-MS usando LDI" (ioniza¢do por dessorcdo a laser) como fonte de
ionizac¢ao e analisador de massas TOF. A presencga de agregados a partir de m/z 2500 na
amostra de asfalteno foi confirmada pela diminui¢do da inclinagdo do gréfico plotado de
drift time versus m/z, indicando que a partir desse ponto as estruturas sdo mais
compactas. Foi observado também que a distribuicdo dos compostos de DAO aparecem
em uma regido de drift time ligeiramente maior do que os compostos de asfalteno,
devido provavelmente ao menor conteido aromético e maior quantidade de cadeias
alquilicas que conferem uma maior flexibilidade a estrutura das moléculas do DAO. No
ano seguinte, Russell, Marshall e colaboradores'*’ mostraram pela primeira vez o uso
conjunto das técnicas de IM-MS e FT-ICR MS para andlise de amostras de petréleo.
Eles observaram que varios compostos sdo separados por IMS para uma tinica massa
nominal mostrando a grande complexidade da amostra e a capacidade da IMS em
aumentar de 3 a 5 vezes a resolu¢do comparado com o uso apenas do analisar de massas
TOF. Também foi apontado que a estrutura tridimensional dos compostos mudaria de
planar para uma estrutura mais compacta com o aumento da massa, pela comparagdo da
distribuicao de mobilidade dos compostos das amostras de petréleo com a mobilidade
de compostos padrdes. Mais recentemente, Kim e colaboradores'*' usaram pela primeira
vez um equipamento de TWIM-MS para analise de petrdleo, utilizando uma fonte de
ionizacao do tipo ASAP. Eles mostraram que para uma mesma série homéloga os

valores de drift time aumentam linearmente com o aumento de grupos CH,, indicando

' Do inglés: deasphalted oil.
" Do inglés: laser desorption ionization.
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que ndo h4a diferenca estrutural significativa entre os compostos de uma série € o
aumento de drift time estaria relacionado ao aumento de massa causado pela adi¢ao de
grupos CH,. Entretanto, para os compostos que diferem apenas por unidades de H,, ou
seja, pelo valor de DBE, os resultados mostraram mudancas significativas na estrutura
de “core”, provavelmente devido a adicdo ou subtragdo de um anel benzeno.

Dessa forma, os trabalhos publicados sobre andlise de petréleo por IM-MS ou
TWIM-MS envolveram andlises de tendéncias estruturais gerais dos compostos, nao
tendo sido feita a identificagdo de compostos em nenhum dos trabalhos publicados. Isso
provavelmente € devido a grande complexidade da amostra, o que torna o tratamento
dos dados e a interpretacdo dos resultados uma tarefa bastante trabalhosa. Além disso,
nenhum dos trabalhos teve foco nos compostos polares do petrdleo, ja que foram
utilizadas as fontes de ionizacdo LDI e ASAP.

Assim, nesse Capitulo, procuramos realizar um detalhamento dos compostos
presentes em cortes de destilacdo de petréleo de alto ponto de ebulicdo com relacdo a
composi¢do e estrutura. Para isso utilizamos a técnica TWIM-MS em conjunto com a
FT-ICR MS e utilizamos além da fonte de APPI, que ioniza compostos aromaticos de
uma larga faixa de polaridade, a fonte de ESI nos modos positivo e negativo de ions,
para ionizar seletivamente compostos polares bésicos e acidos. Um fracionamento por
nimero de anéis feito por HPLC-2 também foi utilizado a fim de diminuir a

complexidade dos espectros e possibilitar a analise dos compostos menos abundantes.

3.1.6 Fontes de ionizacao

Fenn e Zhang aplicaram pela primeira vez ESI para andlises de combustiveis
, . 122 C e .. ~ . . . . .
fosseis.”™ Uma das principais limitacdes do ESI seria a incapacidade de ionizar
compostos apolares, altamente abundantes em petréleo. Assim, outras técnicas de

1onizacao, como field desorption (FD) e field ionization (FI) foram usadas no passado
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£1: s s 123,124
para andlise de espécies apolares.'”

Entretanto, essas técnicas sdo trabalhosas pois
funcionam sob vicuo e geram diferentes espécies a partir da mesma molécula
(protonados, cétions radicalares e [M — HJ) dificultando a interpretacdo do espectro. Por
esse motivo, APPI tornou-se a técnica mais conveniente para caracterizacao de fracoes
apolares de petroleo. Entretanto, apesar de os compostos polares compreenderem apenas
cerca de 15 % do petréleo, eles sdo as espécies mais problemdticas durante o
processamento do petroleo, e carregam informagdes importantes sobre a origem e
maturacdo do petrdleo, o que torna a sua caracterizagdo de extrema importancia. Assim,
a técnica de ESI pode ser considerada uma técnica que ioniza seletivamente os

compostos polares, facilitanto a andlise e interpretacdo dos espectros. Por esse motivo

que as técnicas ESI e APPI foram escolhidas para este estudo.

3.1.7 Algumas classificacoes comumente utilizadas na analise de petroleo

Os espectros de massas resultantes de andlises de petréleo compreendem uma
enorme quantidade de fons detectados. Para facilitar a interpretacdo dos dados, algumas
classificacdes sdo geralmente empregadas.

Os compostos presentes em petréleo podem ser formados por “cores” (esqueletos
moleculares base) ligados a cadeias alquilicas com numero de carbonos varidveis
(Figura 29). A Figura 30 apresenta exemplos de possiveis “cores” presentes em
petréleo. Assim, os compostos polares em petréleo sdo classificados de acordo com os
heterodtomos N,S,O presentes nas moléculas. Por exemplo, um composto que possui
apenas um heterodtomo de oxigé€nio pertence a classe O, com dois dtomos de oxigénio
pertence a classe O,, com um atomo de nitrogénio pertence a classe N e assim por

diante.
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“Core”

cadeias alquilicas

Figura 30: Exemplos de possiveis “cores” (esqueletos moleculares base) presentes
em petroleo.

Outra classificacao geralmente utilizada em petroledmica € baseada no nimero de
duplas ligacdes ou anéis e € determinada a partir do cédlculo de DBE (double bonds

equivalent):

DBE =C H+N+1
B 2 2

onde C € o nimero de 4tomos de carbono, H € o niimero de 4tomos de hidrogénio e N €
o nimero de dtomos de nitrogénio do composto. O valor de DBE calculado por essa
formula reflete a somatéria do nimero de insaturacdes € do nimero de de anéis do
composto. Assim, a diferenca de 1 unidade de DBE entre dois compostos equivale a
diferenca de 2 4tomos de H e gera uma diferenca de massa de aproximadamente 2 Da.
Por fim, compostos pertencentes a mesma classe de heterodtomos, que

apresentam o mesmo valor de DBE sdo ditos de uma mesma série homologa e diferem
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apenas pelo tamanho das cadeias alquilicas (unidades metilénicas CH,), gerando uma

diferenca de massa entre os compostos de 14 Da.

3.2 OBJETIVO

Investigar o potencial da técnica TWIM-MS para o detalhamento composicional e
estrutural de compostos presentes em petrdleo, inclusive a separacio e caracterizacao de
isdmeros de compostos polares e/ou aromdticos, através da andlise de cortes de

destilagdo de alto ponto de ebuligado.

3.3 PARTE EXPERIMENTAL

Os experimentos apresentados neste capitulo foram realizados durante um estagio
de doutorado sanduiche no exterior no National High Magnetic Field Laboratory
(NHMFL), localizado em Tallahassee-FL., EUA, sob supervisio do Prof. Dr. Alan G.
Marshall e co-supervisdao do Dr. Ryan P. Rodgers.

3.3.1 Amostras

Trés cortes de destilacdo (de alto ponto de ebulicdo) de amostras de betume
(HVGO)i foram analisados: 420-450 °C, 475-500 °C e 500-525 °C. Cada corte foi
fracionado por HPLC-2 fase normal em cinco fragdes (denominadas F1, F2, F3, F4 e
F5, conforme a ordem de elui¢cdo) gerando um total de 15 fracdes. Cada corte de
destilagdo, bem como cada fracdo de HPLC-2, foram analisados por TWIM-MS e por
FT-ICR MS utilizando quatro modos de ionizacao diferentes: APPI(+), ESI(+), ESI(-)

! High vacuum gas oil.
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utilizando hidréxido de amoénio como dopante e ESI(-) utilizando hidréxido de tetra

metil amonio (TMAH).!

3.3.2 Fracionamento por HPLC-2

O sistema de HPLC-2'® combina a separacdo de duas colunas com a
determinacdo quantitativa tanto da aromaticidade quanto da massa a partir do uso de
dois detectores. Nesse trabalho utilizou-se o sistema de HPLC Waters Alliance equipado
com as colunas de fase normal de dinitroanilinopropril (DNAP) e propilaminociano

iii

(PAC) e os detectores PDA" (determinagdo de aromaticidade) e ELS™ (determinacgdo de
massa). A coluna PAC tem a funcio de separar os compostos saturados € com um anel
aromatico, enquanto que a coluna DNAP separa os compostos com maior nimero de
anéis aromaticos. Para o escopo desse trabalho a separa¢do dos compostos saturados nao
€ necessaria, uma vez que esses compostos ndo sao ionizados pelas fontes utilizadas
(ESI e APPI). Assim, os compostos foram separados apenas pela coluna DNAP.

O método de HPLC-2 foi otimizado utilizando uma mistura de padrdes de
hidrocarbonetos poliaromaticos contendo diferentes numeros de anéis aromaticos, a fim
de se obter cinco fragdes separadas pelo ndmero de anéis aromaticos, da seguinte forma:
F1 (saturados + um anel aromatico); F2 (dois anéis aromaticos); F3 (trés anéis
aromdticos), F4 (quatro anéis aromaticos) e F5 (cinco ou mais anéis aromadticos). Foi

utilizado um gradiente dos solventes hexano, diclorometano e dlcool isopropilico e a

condi¢do 6tima encontrada esta apresentada na Tabela 3.

?_Do inglés: tetramethylammonium hydroxide
" Detector por arranjo de fotodiodo (do inglés: photodiode array).
" Detector evaporativo de espalhamento de luz (do inglés: evaporative light scattering).
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Tabela 3: Gradiente da fase movel otimizado para o fracionamento por HPLC-2.

Tempo (min) | Hexano | Diclorometano Alcool isopropilico
0,0-7,0 100 % 0 % 0 %
7,1-17,0 95 % 5% 0 %

17,1 -27,0 85 % 15 % 0 %
27,1 -37,0 60 % 40 % 0 %
40,1 — 50,0 10 % 90 % 0 %
50,1 - 60,0 0 % 90 % 10 %
60,1 — 65,0 0 % 100 % 0 %
65,1 — 90,1 100 % 0 % 0 %

Para o fracionamento das amostras (os trés cortes de destilacdo), 40 mg de cada
corte foram diluidos em 2 mL de hexano e injetados no cromatografo, coletando-se as 5
fracOes separadas F1, F2, F3, F4 e F5. As fracOes de 5 corridas foram entdo combinadas
e secas sob fluxo continuo de nitrogénio. O Anexo I apresenta os cromatogramas

obtidos para os trés cortes de destilacao.

3.3.3 Solucoes para as andlises por espectrometria de massas

Para as andlises por espectrometria de massas, solucdes estoque foram preparadas
ressuspendendo as fracdes de HPLC-2 coletadas em 5 mL de tolueno. J4 as solugdes
estoque dos cortes de destilacio sem o fracionamento por HPLC-2 foram preparadas
dissolvendo 10 mg da amostra em 5 mL de tolueno.

Para as andlises por ESI, 0,5 mL da solu¢do estoque foram diluidos em 0,5 mL de

metanol com 2% de 4cido formico para ESI(+), 2% de hidroxido de amo6nio ou 0,5% de

TMAH para ESI(-). Para as analises por APPI, solu¢des de 500 pg/mL das amostras em
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tolueno foram preparadas. As solu¢Oes foram entdo analisadas por TWIM-MS e por

FT-ICR MS através de infusdo direta usando uma bomba de seringa.

3.3.4 TWIM-MS

Os experimentos de TWIM-MS foram realizados utilizando um espectrometro de
massas Synapt G2 HDMS (Waters Corp., Manchester, UK), nas instalacdes da Waters
Corporation em Beverly-MA, EUA. As condi¢cdes gerais de ESI foram: voltagem de
capilar 2,5 kV ou 3,0 kV (modos negativo e positivo, respectivamente), voltagem do
cone de amostragem 70 V, voltagem do extrator 4,0 V. Para APPI utilizou-se: repeller
2,0kV, cone 40 V, cone extrator 4,0 V.

A pressao da cela de mobilidade foi otimizada de modo a se obter a melhor
resolugdo (quanto maior a pressdo, maior a resolu¢do) sem comprometer a sensibilidade
em toda a faixa de m/z. A cela de mobilidade foi operada a 2,9 mbar de N, A altura e
velocidade da onda de potencial foram otimizadas de forma que os compostos de toda a
faixa de m/z da amostra (~ 200-900) apresentassem mobilidade na faixa de 2,0 -9,0 ms.
Os valores 6timos foram velocidade da onda de potencial 450 m/s e altura da onda 40 V.
Os ions separados por mobilidade foram entdo transferidos para o analisador de massas
TOF. Os espectros de massas foram adquiridos na faixa de m/z 100 -1200, uma média
de poder de resolu¢do de m/Amsyg, > 15.000 em m/z 500 com 10-30 ppm de erro de

massa foi alcancada para todas as amostras.

3.3.5 FT-ICR MS

Os experimentos de FT-ICR MS foram realizados em um espectrOmetro de
massas desenvolvido e montado no laboratéorio NHMFL, equipado com um magneto
supercondutor de 9,4 T."*® Os fons gerados na fonte de ionizacio de ESI foram

acumulados no primeiro de dois octapolos por 300-1000 ms. Os ions gerados por APPI
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foram acumulados diretamente no segundo octapolo (250-500 ms) antes de um
esfriamento por colisdo com gas hélio e transferéncia para um ion trap tipo Penning
cilindrico (cela de ICR). Os ions foram entdo acelerados para um raio de Orbita
ciclotronica detectavel (proximo a placa de deteccdo, uma vez que a deteccdo €
realizada por indugdo de corrente) por uma faixa ampla de frequéncia de varredura de
excitagdo (~90-700 kHz numa velocidade de varredura de 50 Hz us"' e uma amplitude
pico-a-pico de 400 V em m/z 600). Aquisicdes multiplas em dominio de tempo (150-
200) foram somadas para cada amostra, e entdo transformadas pela transformada de
Fourier'” em frequéncias e convertidas para m/z.'>® Os espectros de massas foram
calibrados internamente por uma série homodloga (compostos que diferem em
composicdo elementar por multiplos inteiros de CH,) extensa (20-30 picos) de maior
abundancia relativa. Uma média de poder de resolu¢do de m/Amsyq, > 600.000 em m/z

500 com 100-400 ppb de erro de massa foi alcangada para todas as amostras.

3.3.6 Cadlculos teoricos de secdo transversal de choque

A otimizacdo estrutural foi realizada através do software Gaussian 3°° usando a
teoria do funcional da densidade (DFT) no modelo B3LYP/6-311G(d,p). As se¢des de
choque tedricas foram calculadas usando o software de cédigo aberto MOBCAL™

através do algoritmo Método da Trajetoria (TM).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Cada fonte de ionizacdo ou modo de ionizagdo permite a ionizagdo de diferentes
classes de compostos. A fonte de ionizagdo ESI possibilita a ionizacao e transferéncia
para a fase gasosa de compostos de polaridade média a alta, sendo que em geral no

modo positivo de fons s@o ionizados compostos basicos pela adi¢cdo de um préton [M +
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H]" e no modo negativo de fons, compostos 4cidos pela subtracio de um préton [M —
HJ'. Ja a fonte de ionizacdo por APPI ioniza compostos aromaticos em uma larga faixa
de polaridade, gerando espectros mais complexos por permitir a formacdo de ions
radicalares [M]" além das espécies protonadas ou desprotonadas. Desse modo,
utilizamos diferentes modos de ionizagdo para estudar seletivamente as diferentes

classes de compostos presentes no petrdleo (Figura 31).

100.000 —
10.000 —
1.000 —

100 —

Apolar Muito polar

Figura 31: Ilustracao comparativa entre as faixas de polaridade e massa molar dos
compostos ionizados por ESI e APPI.

3.4.1 Anadlises por eletrospray no modo positivo de ions

3.4.1.1 Cortes de destilacdo sem fracionamento por HPLC-2

A destilagdo € a primeira etapa na refinaria para a simplificacdo do petréleo em
um numero de fracdes (ou cortes) variando em ponto de ebulicio e composicao. Ela
reduz o enorme numero de grupos quimicamente distintos presentes no petrdleo
limitando seu tamanho (nimero de carbono) bem como sua diversidade estrutural em
cada fracdo.'” Por esse motivo, optamos por estudar cortes de destilacio de alto ponto

de ebuli¢do, a fim de reduzir a complexidade da amostra e a0 mesmo tempo ser possivel
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estudar os compostos polares, que sao abundantes em cortes de alto ponto de ebuli¢do.
Vale ressaltar que mesmo ap0s a destilagdo, os cortes de alto ponto de ebuli¢do ainda
apresentam uma grande complexidade contendo milhares de compostos quimicamente
distintos.

A Figura 32 (direita) mostra os espectros de massas para os trés cortes de
destilacao obtidos por ESI(+). Nota-se que quanto maior o ponto de ebuli¢ido do corte, o
centro da distribuicdo de m/z € deslocado progressivamente para valores maiores € a
faixa de distribuicdo de massas € mais ampla. O mesmo € também observado para as
andlises feitas em todos os outros modos de ionizacdo (Anexos II, III e IV) e segue o
modelo de Boduszynski.” Conforme o modelo, a massa molar média dos compostos
aumenta progressivamente com o aumento do ponto de ebuli¢do do corte (Figura 24).
Além disso, a complexidade da composicao do corte aumenta com o ponto de ebulicao
devido ao aumento do nimero de possiveis composi¢des elementares com o aumento do
nimero de carbonos, gerando a distribuicdo de massas mais amplas nos cortes de maior

temperatura.

77



Tese de Doutorado: Priscila Micaroni Lalli

425 — 450 °C

Drift Time (milli secs)
-

a28 1519 21707
L,

1 T T 1 1 miz
700 800 900

T T T
3000 4000 5000 6000

475 — 500 °C A

Drift Time (milli secs)

1///’,

5

Drift Time (mili secs)

T T T T
3000 4000 5000 600.0
m

Figura 32: ESI(+)-TWIM-MS para os trés cortes de destilacao. Esquerda: espectro
2D de mobilidade (m/z x drift time); direita: espectro de massas.

Os experimentos de TWIM-MS geram dados em trés dimensoes (m/z, drift time,
intensidade). A Figura 32 (esquerda) mostra os graficos 2D de mobilidade, obtido com
o software DriftScope, para os trés cortes de destilacio por ESI(+). Esse grafico
apresenta m/z na abcissa e drift time (ms) na ordenada e cada ponto representa a
centroide para o pico de cada espécie detectada. Para facilitar a visualizacdo das
tendéncias de mobilidade, a Figura 33 apresenta uma aproximacao de uma regido do
grafico 2D para o destilado de 475-500 °C analisado. Notam-se pequenos grupos de
fons com tendéncia linear de mobilidade. Cada grupo corresponde a compostos com um
determinado numero de carbonos, diferindo apenas pela DBE, ou seja, por unidades de
H, e assim estdo espacados por 2 unidades de m/z. Para cada nimero de carbono, as

espécies com maior DBE apresentam sempre o menor drift time. Essas espécies sao
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mais compactas devido ao maior nimero de ligagcdes insaturadas (que s@o mais curtas) e
também de anéis aromaticos que por serem planares resultam em menores valores de
secdo de choque. A mesma tendéncia é observada dentro de todas as classes de
compostos nos diferentes modos de ionizagdo. Para cada série homdloga, novamente é
notada uma tendéncia linear de mobilidade, sendo que os compostos com maior nimero

de carbono apresentam menor mobilidade (maior drift time)

Drift Time (milli secs)

>
1

.................................

Figura 33: Aproximaciao de uma regiao do grafico 2D de mobilidade mostrando a
tendéncia dos compostos de petraleo.

A fonte de ionizacao ESI possibilita a ionizagado e transferéncia para a fase gasosa
de compostos de polaridade média a alta, sendo que no modo positivo de ions sdo
ionizados compostos basicos pela adicdo de um préton. Dessa forma, por ESI(+) foram
detectados, quase que exclusivamente compostos da classe N (derivados de piridina) nos
cortes de destilacao sem fracionamento por HPLC-2.

Uma inspec¢do detalhada dos resultados mostra que para cada composto da classe
N, hd apenas um pico de mobilidade resolvido. A Figura 34 mostra como exemplo os
mobiligramas extraidos para os ions mais abundantes do espectro de massas, atribuidos
a compostos das séries homologas com DBE 9, 10 e 11, porém o mesmo € observado ao
longo de toda a faixa de m/z. Esse resultado indica a inexisténcia de isdmeros ou a

presenca de isOmeros com secdo de choque muito semelhante, que portanto niao sio
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resolvidos por mobilidade 10nica. Os compostos bdsicos da classe N presentes em
petréleo sdo derivados de piridina, assim a Figura 34 mostra também algumas

possibilidades de estrutura para esses compostos.
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Figura 34: Mobiligramas extraidos para ions mais intensos do espectro de massas,
atribuidos a compostos das séries homoélogas com DBE 9, 10 e 11 da classe N, a
partir de analises por ESI(+) do corte de destilacao 475-500 °C.

3.4.1.2 Fragoes por HPLC-2: simplificacdo dos espectros de massas e

deteccdo de classes menos abundantes

A Figura 35a mostra os espectros de massas para as fracdes de HPLC-2 do corte
475-500 °C, como exemplo. O espectro para a fracio F1 ndo ¢ mostrado pois os

compostos apolares presentes nela ndo sdo ionizados nesse modo. Para facilitar a
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visualizacdo das tendéncias, o diagrama de DBE vs numero de carbonos foi plotado para
a classe N (classe mais abundante da amostra) e é mostrado na Figura 35b. Nota-se que
as primeiras fragdes a eluirem (mais apolares) contém compostos com DBE menor do
que as ultimas fragdes a eluirem (dentro de uma mesma classe). Por exemplo, o valor de
DBE mais abundante dos compostos da classe N € de ~10 na F2, passando para ~12 na
F3 e ~13 na F4 (Figura 35b). Isso era esperado ja que os compostos com maior valor de
DBE (maior aromaticidade) sdo também mais polares. Com relagdo as tendéncias de
nimero de carbono, a Figura 35b também mostra que as primeiras fracdes a eluirem
possuem compostos com maior nimero de carbono (dentro de uma mesma classe), e
portanto maior peso molecular. Por exemplo, os compostos da classe N apresentam
nimero de carbono mais abundante de ~33 na F2, passando para ~30 na F3, e ~27 na
F4. Conforme o modelo de Boduszynski,” em um mesmo corte de destilagio os
compostos com maior peso molecular sdo as parafinas (apolares) e os compostos com
menores pesos moleculares tém progressivamente maior aromaticidade e nimero de
heterodtomos em sua estrutura (mais polares) (Figura 24). Assim, o maior peso
molecular obtido por TWIM-MS para as fracdes mais apolares confirma o modelo de
Boduszynski de progressao continua dos compostos em petroleo.

Com relacdo a fracdo F5, duas distribui¢Oes estdo presentes, uma delas segue a
tendéncia observada nas outras fracdes, ou seja, o valor de DBE mais abundante
aumenta para ~15 e o nimero de carbono mais abundantes diminui para ~23, enquanto
que na distribuicdo mais ampla, observa-se uma ligeira diminui¢do no valor de DBE
(~13) em relagdo a F4 e aumento no nimero de carbonos (~30). Na realidade, a F5 ¢
uma fracdo residual, em que todos os compostos retidos na coluna de HPLC sao
arrastados, portanto ela contém além dos compostos mais polares da amostra, uma
mistura dos compostos que deveriam ter eluido nas fragdes anteriores. Por esse motivo,
o diagrama de DBE vs numero de carbono da F5 apresenta as duas distribui¢des, sendo

uma referente aos compostos mais polares da amostra, que seguem as tendéncias das

81



Tese de Doutorado: Priscila Micaroni Lalli

fracOes anteriores, e a outra, mais ampla, reflete a soma dos residuos dos compostos de

todas as outras fracoes.
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Figura 35: a) Espectros de massas e b) diagrama DBE vs Nimero de Carbonos
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para a classe N para as analises das fracoes F2, F3, F4 e F5 por ESI(+).

Como discutido anteriormente, para os cortes de destilacdo sem fracionamento

por HPLC-2, a classe N € quase exclusivamente observada. Entretanto, o fracionamento
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da amostra por HPLC-2 permitiu que classes menos abundantes, como OS, O,S, NS e
NO fossem detectadas. A classe OS (sulfoxidos) € detectada majoritariamente na F2 e
sua abundancia diminui progressivamente nas fracdes posteriores. A classe N, bastante
abundante na amostra, € detectada nas fragoes de F2 a F5, enquanto que as classes NS e
NO sao majoritariamente encontradas na F4, e a classe OS, aparece na F5. A atribui¢do
das classes foi possivel pela comparagdo manual com os resultados por FT-ICR MS. A
Figura 36 compara a aproximacgdo do espectro de massas na regido de m/z 454 - 472
para as andlises do corte de destilacio e das fracoes F2 e F3. Nota-se que o
fracionamento possibilitou a deteccdo dos compostos da classe OS, que tem sua
ionizacao suprimida pelos compostos mais basicos da classe N, quando o corte de

destilacdo € analisado sem fracionamento por HPLC-2.
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Figura 36: Aproximacao do espectro de massas na regiao de m/z 454 - 472 para as
analises do corte de destilacio e das fracoes F2 e F3.

A Figura 37 mostra os plots 2D de mobilidade para o corte de destilacdo de 475-
500 °C e suas fragcdes de HPLC-2 de F2 a F5. Nota-se no plot 2D de todas as fracdes
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duas bandas claramente separadas. Uma andlise detalhada dos espectros de massas
exportados de cada regido mostra que a banda inferior (com menor drift time)
corresponde aos compostos OS e a banda superior aos compostos N, NS e NO. Na F5
ha ainda o surgimento de uma terceira banda separada, que € correspondente aos
compostos da classe O,S. A mobilidade das classes N, NS e NO sdo muito parecidas e
as bandas de drift time estdo sobrepostas. Isso mostra que a estrutura tridimensional para
essas classes € semelhante. Ja as classe OS e O,S estdo claramente separadas, possuindo
uma estrutura bem mais compacta. Isso mostra o potencial da técnica em confirmar a
estrutura geométrica dos compostos sulforados do petréleo e futuros trabalhos podem
ser realizados para a diferenciagdo de compostos sulforados reativos € ndo reativos

através da andlise de fracdes especificas.
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Figura 37: ESI(+)-TWIM-MS para o corte de destilacao 475-500 °C e suas cinco
fracoes de HPLC-2. Esquerda: espectro 2D de mobilidade (m/z x drift time);
direita: espectro de massas.

Como discutido anteriormente, as andlises dos cortes de destilacdo sem o
fracionamento permitiram o estudo detalhado dos compostos da classe N, o que levou a
conclusdo de que nao ha isdbmeros com secdo de choque diferentes, pois s6 foi detectado
um pico de mobilidade para cada fon do espectro de massas. Para os compostos das

classes NS, NO, OS e O,S, o estudo em detalhe foi feito através das analises das
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diferentes fracoes por HPLC-2, entretanto, também nio foram encontrados isOmeros

separados por mobilidade.

3.4.1.3 Eliminacdo de contaminantes

Além de fornecer informagdo estrutural dos compostos e separar isOmeros, a
TWIM também € ttil para simplificar o espectro de massas e eliminar os contaminantes
dos espectros de massas tornando-se uma técnica poderosa na andlise, rastreamento e
remoc¢do de adtivos adicionados ao petréleo na fase de extracdo. A Figura 38 mostra
como exemplo o plot 2D de mobilidade para a fracdo F3 do corte de destilacao de 475-
500 °C. Nota-se a presenca de trés regides de ions claramente separados (A, B e C).
Como j4 discutido, a regidao A € referente aos compostos nitrogenados e a regido B aos
compostos OS. Os espectros de massas de cada regido podem ser extraidos
separadamente, simplificando sua interpretacao. Ja na regiao C encontram-se compostos
com drift time bem menores e exportanto seu espectro de massas, nota-se que esses
compostos sdao contaminantes. Dessa forma, através da técnica TWIM-MS € possivel
facilmente identificar e eliminar interferentes ou adtivos ndo inerentes ao petroleo no

espectros de massas.
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Figura 38: (+)ESI-TWIM-MS para a fracao F3 do corte de destilaciao 475-500 °C.
Acima: plot 2D de mobilidade (m/z x drift time); e abaixo: espectros de massas
exportados de cada regiao.

3.4.2 Analises por eletrospray no modo negativo de ions

A fonte de ionizacdo por eletrospray no modo negativo de fons (ESI(-)) ioniza
compostos polares com cardter dcido. Quando uma base fraca, como NH,OH ¢ usada
como dopante, os 4cidos carboxilicos sdo predominantemente ionizados pois Sao 0s
compostos com maior carater 4cido no petréleo. Quando TMAH € usado, hd uma maior
competicdo pela carga e a ionizacdo dos compostos com menor cardter acido ¢é

12 . :
favorecida,'™ como os compostos da classe N neutros (derivados de pirrol).
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Conforme discutido para as andlises por ESI(+), os espectros obtidos por ESI(-)
para os cortes de destilagdo também mostram a tendéncia prevista por Boduszynski, em
que os valores de m/z sdo centrados em valores progressivamente maiores com O
aumento da temperatura de ebulicdo e as faixas de m/z tornam-se mais amplas, tanto nas
analises com NH4OH como nas andlises com TMAH (ANEXO II e III).

Nas andlises usando ambos os dopantes, as primeiras fracdes a eluir apresentam
distribui¢des de razdes m/z centradas em valores maiores, pois contém compostos mais
apolares que devem ter pesos moleculares maiores do que os compostos polares do
mesmo corte de destilacio (de acordo com o modelo de Boduszynski).”

Em todas as fracdes de HPLC-2 analisadas usando NH,OH a classe
majoritariamente detectada foi O,, mas também foram detectados compostos da classe
N (derivados de pirr6l) em menor intensidade. Os compostos O, sdo detectados nas
fracoes de F2 a F5, sendo que sua abundancia aumenta nas dltimas fracdes eluidas (mais
polares). J4 os compostos da classe N sdo detectados nas fracoes F4 e F5.

Nas andlises usando TMAH, os compostos majoritdrios sdo da classe N,
detectados em todas as fracdes, mas sua abundancia aumenta nas ultimas fragdes eluidas
(mais polares). Nas primeiras fracoes também sdo detectados compostos da classe O
(derivados de furano, fendis ou dlcoois), que nao sdo detectados nos cortes de destilacdo
sem o fracionamento nem nas andlises das fracdes usando NH,OH. J4 os compostos da
classe O, ndo sdo detectados nas andlises com TMAH.

A fim de verificar se os compostos da classe N detectados nas anélises usando
TMAH s3o os mesmos detectados nas analises com NH,OH, plotou-se o grafico de drift
time versus nimero de carbono para as séries homo6logas mais abundantes (Figura 39).
Nota-se que usando ambos os dopantes, os compostos da classe N apresentam
mobilidade similar, indicando que os mesmos compostos dessa classe sdo ionizados
quando ambos dopantes sdo utilizados. Entretanto, nota-se que o uso de TMAH

promove uma maior seletividade para a classe N, possibilitanto a detec¢do dos
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compostos de uma faixa mais ampla de m/z e de DBE. Assim, optou-se por estudar a

mobilidade desses compostos através das analises usando TMAH.
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Figura 39: Comparacao da mobilidade da série homoéloga da classe N, DBE 11,
usando TMAH e NH,OH como dopante.

3.4.2.1 Identificacdo de isomeros da classe O,

Os compostos mais abundantes da classe O, pertencem as séries homologas com
DBE 2 e 3. Para esses compostos, o mobiligrama extraido (Figura 40) mostra uma
tendéncia linear de mobilidade durante toda a faixa de m/z. Apenas um pico € observado
no mobiligrama extraido para cada fon, indicando a presenca de “cores” (esqueletos
moleculares base) com apenas uma estrutura (ou estruturas com sec¢do de choque
similares). A série homologa mais intensa € a com DBE 3, que corresponde
provavelmente a 4cidos carboxilicos com dois cicloalcanos em sua estrutura (anéis
nafténicos). Os compostos com DBE maiores entdao seriam dcidos carboxilicos com

numeros diferentes de cicloalcanos.
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Figura 40: Mobiligramas extraidos para ions das séries homdlogas com DBE 3 da
classe O,, a partir de analise por ESI(-) do corte de 500 — 525 °C.

Entretanto, o fracionamento por HPLC-2 permite o estudo de séries homodlogas
menos abundantes, nesse caso, os compostos com DBE maior do que 3 eluem nas
fracOes mais polares, em especial na F5. Os mobiligramas extraidos para os compostos
com DBE 5 (Figura 41) mostram, interessantemente, o aparecimento de um segundo
pico de mobilidade, sugerindo a coexisténcia de compostos com mesma m/Z mas Se¢ao
de choque distintas. Esses compostos podem ser isOmeros que apresentam estrutura de
“core” diferentes, ou entdo podem ser compostos isObaros (férmulas moleculares

diferentes) que ndo puderam ser resolvidos por massa devido a resolucdo insuficiente do
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analisador TOF. Para solucionar esta duvida, a andlise do espectro de massas obtido
pelo analisador de altissima resolucdo e altissima exatiddo FT-ICR MS ¢ bastante util,
pois € capaz de identificar a presenca de isobaros com defeitos de massa muito
parecidos. A Figura 42 mostra, como exemplo, a aproximag¢ao na regido de m/z 443,000
- 443,600 do espectro de massas obtido da F5 (rica em compostos O, com DBE 5) no
corte de 500 — 525 °C por FT-ICR MS. Nessa regido, o ion de m/z 443,40 cujo
mobiligrama apresenta dois picos (Figura 41c), é atribuido ao composto de férmula
molecular C;)Hs5,O, (DBE 5). Nota-se que um tnico fon na regido desse composto
aparece mesmo no espectro de massas obtido por FT-ICR MS, indicando que a
separacdo dos picos de mobilidade deve-se de fato a presengca de isOmeros com

estruturas de “core” distintas.
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Figura 41: Mobiligramas extraidos para ions da série homologa com DBE 5 da

classe O,, a partir de analise por ESI(-) do corte de 500 — 525 °C.
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Figura 42: Aproximacao do espectro de massas da F5 no corte de 500 — 525 °C na
regiao de m/z 443,000-443, 600 obtido pelos analisadores de massa do tipo FT-ICR
(acima) e TOF (abaixo).

Sabe-se que os acidos carboxilicos presentes em petroleo podem apresentar

estrutura com uma série de anéis nafténicos, anéis aroméaticos ou ambos (Figura 43).

130

Dessa forma, as espécies O, com DBE 5 podem conter em sua estrutura quatro anéis

nafténicos ou entdo um anel aromatico. A coexisténcia dessas duas estruturas (anéis

nafténicos versus anéis aromaticos) na amostra pode explicar a presenca dos dois picos

de mobilidade detectados para os compostos da série hom6loga com DBE 5. Explicaria

também a inexisténcia de isOmeros para os compostos com DBE inferior a 5, ja que é

impossivel a presenca de um anel aromético nesses compostos.
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Figura 43: Possiveis estruturas dos acidos carboxilicos presentes majoritariamente
7 1
em petroleo.”

Considerando entdo a presenca desses isOmeros com diferentes estruturas de
“core” (aromaticos/nafténico), o proximo passo seria a atribuicdo das estruturas aos
picos. A principio, 0 “core” com um anel aromdtico seria bem mais compacto do que o
“core” com quatro anéis nafténicos. Entretanto, para que isdmeros (mesma férmula
molecular) apresentem essas estruturas de “cores”, os acidos com anel aromatico devem
apresentar uma cadeia alquilica mais longa do que seu isOmero correspondente com
anéis nafténicos, uma vez que o “core” do ultimo ja engloba um maior nimero de
carbonos. Desse modo, o volume ocupado pela cadeia alquilica mais longa também
deve ser considerado.

Alguns trabalhos comparam a mobilidade de compostos andlogos com mesmo
nimero de carbono ciclicos e aciclicos e mostram que as estruturas ciclicas sao bem

. . . 131
mais compactas do que as cadeias lineares.

A partir dessa informagdo, é possivel
inferir que os compostos aromdticos seriam os mais volumosos, uma vez que
apresentam cadeias lineares mais longas do que seus andlogos com anéis nafténicos.
Para confirmar essa informacao, calculamos a secao transversal de choque para
duas estruturas hipotéticas de dcidos carboxilicos isoméricos (Figura 44). Os célculos
mostraram que de fato o isomero com anel aromatico € cerca de 20 % mais volumoso do

que o isdmero com anéis nafténicos (107,0 e 128,8 Az, respectivamente). Assim,

conclui-se que os fons com maior mobilidade (menor drift time) correspondem aos
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compostos mais compactos com estrutura de “core” formada por anéis nafténicos,
enquanto que os fons com menor mobilidade correspondem aos compostos com “core”

formado por anel aromético.
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Chemical Formula: C4gH>7045 Chemical Formula: C1gH2705"
Exact Mass: 275.20 Exact Mass: 275.20
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Figura 44: Formulas estruturais (acima) e estruturas otimizadas (abaixo) para dois
isomeros hipotéticos de acidos carboxilicos (desprotonados) com DBE 5.

Comparando o mobiligrama para esses compostos de DBE 5 nos trés cortes
de destilagdo (Figura 45), a abundancia relativa entre os dcidos nafténicos e os dcidos
carboxilicos aumenta em funcdo do ponto de ebulicdo. Enquanto que os 4acidos
nafténicos sdo quase que exclusivamente detectados no corte de 425 — 450 °C, uma
abundancia relativa de 4:1 é observada no corte de 500 — 525 °C. Portanto, a TWIM-MS
permitiu verificar que os cortes de destilacdo com maior ponto de ebulicdo sdo mais
ricos em 4cidos aromadticos. Dessa forma, a técnica mostra ser capaz de diferenciar
1sdmeros de 4cidos carboxilicos em petrdleo, inclusive oferecendo informagdo sobre a

abundancia relativa dos compostos na amostra.

95



Tese de Doutorado: Priscila Micaroni Lalli

425 - 450 °C 475 - 500 °C 500 - 525 °C
C,H,O C,H,O C,H,O
i ]i\ 281 148> - /3< 281 133> - ji 281 148\
T Y YA R i ey v vt SIS VAU L Y A S S v 58 ke ake 560 T ehe 6o Bho
C29H5002 C29H5002 C29H5002
; 4.05 100 4.05 1007 410

B A P A A S Y S S AR 98 R A A YA I YA Y
C,H..O C.H..O C.,H..0
10 4,16 0 eeTe 1004 4.21 807 522 100- 4.21 30! 1522

- ] 497

5.02

B o T3k 4k sk eho 7k abo B T aho " abo T abe sho " abo T 7be aho B o Tahe ab T 5ho T ehe T 7ho ko

Drift time / ms Drift time / ms Drift time / ms

Figura 45: Mobiligrama para os compostos mais abundantes da classe O, com
DBE 5 nos trés cortes de destilacao.

3.4.2.2 Identificagdo de isomeros da classe N

Nas fracOes a partir da F2 analisadas por TMAH, os compostos da classe N sdo
quase que exclusivamente detectados. Nos espectros 2D de mobilidade para essas
fracoes, nota-se a presenca de duas bandas ligeiramente separadas (Figura 46). O plot
2D ampliado para a F3 (na qual os compostos N predominam o espectro de massas) é
mostrado na Figura 47 como exemplo. Observa-se que as duas bandas compreendem
faixas de razao m/z diferentes, os compostos com menor mobilidade (banda de cima,
maior drift time) estdo na faixa de m/z 300 — 510, enquanto que 0s compostos mais
compactos (menor drift time) estdo na faixa de m/z 400 — 610. Assim, o mobiligrama
extraido para o fon de m/z 386,29 atribuido a C,3H3;N (Figura 47a, detalhe a esquerda)
e o extraido para o ion de m/z 540,45 atribuido a C3;9HsoN (detalhe a direita) mostram
cada um apenas um pico. J4 o mobiligrama extraido para o ion de m/z 414,31 atribuido a
C;0H4N apresenta dois picos separados. Como discutido para os compostos da classe

O,, dois picos de mobilidade indicam a presenca de compostos com estrutura de “cores”
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diferentes, que podem ser isOmeros ou espécies que nao foram resolvidas por massa
devido ao poder de resolucdo insuficiente do analisador TOF (Figura 47b). Para
resolver essa questdo utiliza-se o espectro de massas obtidos pelo analisador de altissima
resolucdo FT-ICR (Figura 47c¢), que nesse caso mostra apenas um ion em m/z

414,31665. Portanto, as duas espécies separadas por TWIM-MS sao isémeros.
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Figura 46: ESI(-)-TWIM-MS (usando TMAH como dopante) para o corte de
destilacao 475-500 °C e suas cinco fracoes de HPLC-2. Esquerda: espectro 2D de
mobilidade (m/z x drift time); direita: espectro de massas.
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Figura 47: ESI(-)-MS (usando TMAH como dopante) para a F3 do corte de
destilacao 475-500 °C. a) ampliacao do espectro 2D de mobilidade (m/z x drift time),
b) espectro de massas pelo analisador TOF e c) espectro de massas pelo analisador

de altissima resolucao FT-ICR MS.

Para melhor vizualizar essa tendéncia, a Figura 48 mostra os mobiligramas
extraidos para toda a série homéloga com DBE 11. Nota-se que o mobiligrama extraido
para o composto C,g mostra um pico com um pequeno ombro a esquerda. Com o
aumento do numero de carbono, o pico a esquerda (menor drift time) tem abundancia
relativa crescente, até que a partir do composto Cs; ele se torna o mais abundante. A
mesma tendéncia € observada para os compostos de todas as séries homologas da classe
N nesse modo. Assim, os resultados de TWIM mostram que os compostos dessa classe
passam de uma estrutura mais volumosa (menor mobilidade) a uma estrutura mais

compacta conforme o numero de carbonos aumenta.

98



CAPITULO 3- Caracterizacdo de petréleo

= CHa:N
c T T T T T T T T T T T T T T
000 1m 2m 2.00 400 500 E00 70 2.00
10 i
= CasHsN
c T T T T T 1 T 1 T T T T
0.00 1.m 200 2.00 4.00 500 500 700 8.0
*
1004
=] C.4HasN
u_
000 1.m 200 2.00 400 500 00 700 8.0
a2
1004
=] C:HyoN *
u_
000 1.m 200 2.00 400 500 00 700 8.0
s
1004
=] CH, N
0 T T T T T T T T T 7 T T T T T T
-000 1.0 200 2.00 4 n* 500 500 700 8.00
1004 .00 v AT
# C.HyN m
c T T T T T T T T T T T T T T T T
.00 1.0 200 2.00 400 500 £00 700 8.00
. a7a oe
o CooHy N +21
G T T T T T T T T T T T T T T T T
.00 1.0 200 2.00 w 500 £00 700 8.00
L0
1y CogH N
ES
0 T T T T T T T T T T T T T T T T
00 1.m 2m 2.00 400 500 E00 70 2.0

Drift time / ms

Figura 48: Mobiligramas extraidos para compostos da classe N de DBE 11 por
ESI(-), usando TMAH como dopante.

Assim como discutido para os compostos da classe O,, as duas estruturas de

(13 2 (13 29 b L
core” detectadas podem corresponder a uma estrutura de “core” mais aromatica versus
uma estrutura com maior nimero de anéis nafténicos. Isso explica as faixas de m/z de
cada série de isdmeros, 0 “core” mais aromatico apresenta menor nimero de carbonos
do que o “core” nafténico e por esse motivo a distribuicdo dos compostos com essa
estrutura estd centrada em menores valores de m/z. Possiveis estruturas para esses

compostos sao mostradas na Figura 49.
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Figura 49: Estruturas hipotéticas para os compostos isoméricos da classe N
detectados por ESI(-).

3.4.2.3 Identificacao de isomeros da classe O

Para a classe O, detectada nas fracdes F1 e F2, foram observadas tendéncias
similares aquelas observadas para os compostos da classe N, pelo mesmo procedimento.
A Figura 50 mostra duas comparacdes entre as mobilidades extraidas para os
compostos dessas duas classes. Na figura acima foram plotados os ions detectados mais
abundantes na andlise da F1. Nessa fracao estio presentes apenas compostos das classes
N e O, sendo que os ions com m/z impar correspondem aos compostos da classe O e os
fons com m/z par aos compostos da classe N (tomou-se o cuidado de usar um threshold
alto de forma a evitar a extracdo da mobilidade dos fons isotopdlogos de CB). Na figura
abaixo, extraiu-se manualmente a mobilidade de compostos de séries homologas das
duas classes. Nota-se claramente que as duas classes possuem mobilidade semelhante e
seguem a mesma tendéncia, com a presencga de isdmeros até aproximadamente m/z 450.
Assim, pode-se inferir que os compostos da classe O seriam derivados do furano, por
apresentarem estruturas semelhantes aos compostos derivados do pirr6l. Entretanto, os
resultados ndo sdo conclusivos e novos experimentos de TWIM-MS e MS/MS seriam
necessdarios para a confirmacao da estrutura.
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Figura 50: Comparacao da mobilidade dos compostos das classes N e O por ESI(-)
usando TMAH. Acima: compostos de m/z impar (vermelho) versus compostos de
m/z par (azul) extraidos da analise da F2. Abaixo: mobilide extraida para
compostos da classe O com DBE 10-12 e da classe N DBE 11.

3.4.3 Analises por fotoionizacao a pressao atmosférica

Os principais compostos detectados nesse modo de ionizacdo pertencem as
classes S, S, e hidrocarbonetos aromdticos. A Figura 51 mostra o espectro 2D de

mobilidade para as fragdes de HLPC-2 do corte de destilacao 500-525 °C e o diagrama

de DBE vs numero de carbonos para a classe S (classe mais abundante), obtidos por
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APPI(+)-FT-ICR MS. Os circulos vermelhos mostram o contorno da distribuicdo dos
compostos na fracdo anterior, a fim de facilitar a comparagdo. A primeira fracao a eluir
(F1, mais apolar) possui compostos com pesos moleculares maiores, como visto pelo
maior numero de carbonos médio (~ 40 carbonos) e também pelos maiores valores de
m/z (até m/z ~ 700) no plot 2D de mobilidade (esquerda). As fragdes subsequentes, que
apresentam  polaridade  aumentando, t€ém pesos moleculares  diminuindo
progressivamente até a F4, que possui nimero de carbono médio ~ 30, faixa de massas
até m/z ~ 480 e maior aromaticidade e quantidade de heteroatomos/carbono. Conforme
o modelo de Boduszynski,” em um mesmo corte de destila¢io os compostos com maior
peso molecular sdo as parafinas (apolares) e os compostos com menores pesos
moleculares t€ém progressivamente maior nimero de heterodtomos em sua estrutura
(mais polares). Assim, o maior peso molecular obtido por TWIM-MS para as fracoes
mais apolares confirma o modelo de Boduszynski de progressdo continua dos
compostos em petréleo. Comparando o diagrama de DBE vs nimero de carbono de cada
fracdo com a fracdo anterior (circulos vermelhos), nota-se que o centro da distribui¢ao
de uma fragcdo coincide com a borda da distribuicao da fracdo anterior, mais uma vez
indicando o cardter continuo das espécies presentes no petrdleo quando comparado aos

niveis de aromaticidade (maior DBE).
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Figura 51: (+) APPI-TWIM-MS para as cinco fracoes de HLPC2 do corte de
destilacao 500-525 °C. Esquerda: espectro 2D de mobilidade (m/z x drift time);
direita: diagrama de DBE vs niimero de carbonos para a classe S por FT-ICR MS.
Os circulos vermelhos mostram a posicao da distribuicao da fracao anterior.

A fracdo F5, entretanto, mostra um comportamento diferente apresentando duas
distribui¢des, uma na regido malténica e outra na regido caracteristica de asfaltenos
(DBE/C = 0,9)"**. Essa tltima fracdo é residual e portanto lava a coluna de HPLC

arrastando os compostos residuais que deveriam ter eluido nas fracdes anteriores.
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Assim, a distribuicdo malténica para essa fracdo pode ser considerada uma somatdria de
residuos das fragOes anteriores. Ja a distribuicdo na regido caracteristica de asfaltenos é
esperada para essa fracdo, que deve conter as espécies mais polares € com maior nimero
de anéis aromadticos. Nota-se um espaco vazio (“gap”) na F5 entre as distribuicdes de
asfalteno e de malteno no diagrama de DBE vs numero de carbonos. Um
comportamento semelhente ja havia sendo observado pelo grupo de trabalho do
NHMFL em amostras contendo asfalteno e malteno utilizando insercdo direta sem
prévia separacdo. Esse gap a principio contradiz o modelo de Boduszynski pois seria
uma evidéncia de descontinuidade nos compostos de petrdleo. Por outro lado, se a
progressao continua dos compostos em petrdleo for verdadeira, o material que deveria
ser detectado na regido onde encontra-se o gap pode estar associado em forma de
agregados com pesos moleculares altos demais para serem detectados pela janela
analitica das técnicas utilizadas. Se esses agregados existirem, 0 seu processamento €
muito dificil e o rendimento na producdo de combustiveis € muito baixo, o que é
economicamente ruim. Além disso, eles sdo responsdveis pela deposi¢cao em colunas de
extracdo e de transferéncia. Dessa forma, € importante investigar a estrutura dos
compostos que formam agregados para encontrar uma forma de desestabilizar esses
agregados para que o seu processamento seja otimizado e para prevenir entupimentos
das colunas de extracdo e de transferéncia.

Comparando o diagrama de DBE vs numero de carbono para a F5 e a F4, nota-se
que a distribuicdo da F4 completa perfeitamente o espaco vazio (gap) existente no
diagrama da F5. Dessa forma, o material referente a regido de gap parece estar contido
na fracdo F4 e entdo o fracionamento por HPLC-2 permitiu acessar essas espécies, que
encontram-se muito pouco intensas na amostra sem fracionamento.

No espectro 2D de mobilidade da F5 também nota-se a presenca de um “gap” na
faixa de razdes m/z correspondente ao gap observado nos resultados de FT-ICR MS.

Essa observacdo mostra que os resultados obtidos por TWIM-MS refletem muito bem
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aqueles obtidos por FT-ICR MS, mostrando que a utilizacdo da técnica TWIM-MS ¢é
eficaz para andlise de petrdleo e sua utilizagdo conjunta com a FT-ICR MS € bastante
adequada. A partir da identificacdo da F4 como contendo os compostos da regidao do
“gap”, novos experimentos de TWIM-MS estao sendo planejados para aprofundar o

conhecimento sobre a estrutura dessas espécies.

3.4.3.1 Identificacao de isomeros

O mobiligrama extraido para os compostos de classe S;, mostra duas séries com
drift times diferentes, ou seja, para cada m/z dois drift times sdo atribuidos. Como
exemplo, na Figura 52a é mostrado uma aproximacgao do espectro de massas da regido

de m/z 400,00 — 420,60 onde o fon em m/z 420,21 € atribuido a espécie Cr7H3,S,. A

Figura 52b entao mostra o mobiligrama referente ao ion em m/z 420,21, que apresenta
dois picos separados em 3,40 ms e 3,89 ms. A presenca desses dois picos indica que
duas espécies com m/z 420,21 mas estruturas tridimensionais diferentes coexistem.
Essas duas espécies a principio podem ser isOmeros ou entdo podem ser compostos
isébaros (férmulas moleculares diferentes) que ndao puderam ser resolvidos por massa
devido a resolucdo insuficiente do analisador TOF. O espectro de massas obtido pelo
analisador de altissima resolucdo FT-ICR (Figura 52c¢), entretanto, mostra nessa regiao
de m/z apenas um dunico ion (m/z 420,1940), indicando entdo que se trata
inequivocamente de duas espécies isomeros. O mesmo € valido para os ions de todas as

séries homologas da classe S;, portanto, dois “cores” com estruturas diferentes existem

para essa classe. O diagrama de DBE vs nuimero de carbono para a classe S, (Figura

52d) também ¢ uma indicacao da presenca de dois “cores” distintos, pois apresenta uma
distribui¢do bimodal. Novamente os dois “cores” poderiam ser atribuidos a estruturas
mais aromaticas versus estruturas mais nafténicas, entretanto, experimentos de MS/MS

ainda seriam necessarios para a atribuicao da estrutura de cada “core”.
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A concordancia entre os dados de TWIM-MS e FT-ICR MS também é claramente
notada na comparacgdo entre a Figura 52a e 50c, pois os mesmos fons com intensidades

parecidas sdo detectados nos espectros de massas por ambas técnicas.
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Figura 52: Identificacao de isomeros da classe S,. a) Espectro de massas obtido
pelo analisador TOF (instrumento de TWIM-MS); b) mobiligrama para o ion em
m/z 420.21; c¢) espectro de massas de altissima resolucao obtido pelo analisador FT-
ICR; d) diagrama de DBE vs namero de carbonos para a classe S,.

A andlise detalhada para os compostos hidrocarbonetos mostrou uma diversidade
de isOmeros presentes, sendo que o mobiligrama extraido para cada ion mostra picos
alargados que possibilitam notar a presenga de ao menos 3 espécies com €2 distintos,
mas nao distintos o suficiente para essas espécies serem completamente resolvidas.
Dessa forma, para a adequada identificacio da estrutura dessas espécies, seria
necessdrio realizar novos experimentos com condi¢des otimizadas especificamente para
essa classe de compostos, para desse modo tentar melhorar a resolugdo dessas espécies.

Para os compostos da classe S, novamente nio foi possivel observar picos bem
resolvidos para a mobilidade extraida de cada fon, mas sim picos alargados com

presenca de ombros. Nesse caso, plotando-se o drift time mais abundante extraido para
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cada fon em fun¢do do numero de carbono (Figura 53), nota-se uma ligeira mudanca
na inclinacdode cada série homoéloga que ocorre aproximadamente a partir do nimero de
carbono 23. Esses resultados novamente mostram o potencial da técnica em estudar as
estruturas desses compostos presentes em petroleo, entretanto, experimentos adicionais
de TWIM-MS otimizados para essa classe e experimentos de MS/MS seriam

necessarios para investidar a possivel estrutura desses compostos.
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Figura 53: Drift time vs. nimero de carbono para os compostos da classe N com
DBE 6,7 ¢ 9.

3.5 CONCLUSAO

A andlise por TWIM-MS dos cortes de destilacio sem o fracionamento por
HPLC-2 permite o estudo dos compostos mais abundantes na amostra de uma forma
répida, ja que evita a etapa mais lenta da anélise, que é o fracionamento por HPLC-2.
Entretanto, o fracionamento do corte de destilagdo permite um maior detalhamento da
amostra de duas formas: 1) permite a detec¢do de classes e séries homdlogas menos
abundantes ou com menor eficiéncia de ionizag¢do, que sdo suprimidas pelas classes
mais abundantes e/ou com maior eficiéncia de ioniza¢do quando a andlise por TWIM-

MS ¢ feita diretamente no destilado; 2) permite a distingdo entre compostos de m/z
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proximas, ja que simplifica o espectro de massas compensando o menor poder de
resolucao do TOF. Essas vantagens tornam-se bastante interessantes quando se trabalha
com misturas tdo complexas como o petroleo.

A utilizacdo da técnica de TWIM-MS mostrou ser capaz de diferenciar
séries de isOmeros, que possuem estruturas de “core” (esqueleto molecular base)
distintas, para as classes O,, N neutro (derivados de pirrdl), O e S,. Experimentos de
MS/MS ainda seriam tteis para ajudar a identificar a estrutura desses “cores”. Para
outras classes como hidrocarbonetos e sulforados, picos alargados com presenca de
ombros indicam a presenca de pelo menos 3 isdomeros com secdo de choque (€2)
distintas, mas que ndo foram completamente resolvidos por TWIM. Como nesses
experimentos utilizamos uma condi¢do otimizada geral para todas as amostras,
experimentos futuros de TWIM otimizados especialmente para cada classe devem
apresentar resultados interessantes e esclarecedores sobre esses isOmeros. A calibracio
com respeito a mobilidade também seria um experimento interessante, pois assim €
possivel obter um valor experimental de € para os compostos, que pode entdo ser
comparado com valores de € tedrica calculados para estruturas hipotéticas.

A utilizacdo da técnica de TWIM-MS também permitiu a separacdo de classes
dos compostos de acordo com sua diferenca de mobilidade, mostrando seu potencial
para a andlise estrutural de diferentes classes.

Outra drea interessante de potencial uso da técnica TWIM-MS € na identificacao
e eliminacdo de contaminantes das amostras de petrdleo, pois estes normalmente
apresentam estruturas bem diferentes do que os compostos do petrdleo, sendo
claramente separados por mobilidade. Nesse sentido, a técnica também ¢ util para a
simplificagdo dos espectros de massas, pela exportagdo dos espectros de massas a partir
de diferentes regides de mobilidade das classes separadas.

Por fim, os resultados também indicam uma grande concordancia entre os dados

de TWIM-MS e FT-ICR MS com relagdo as espécies detectadas nos espectros de
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massas, ressaltando a adequacdo da utilizagdo das duas técnicas em conjunto de forma
complementar. Para todas as classes de compostos identificadas nos quatro modos de
ionizac¢do, encontrou-se evidéncias que comprovam o modelo de progressdo continua de

composi¢ao do petréleo, proposto por Boduszynski.
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Nesse trabalho mostramos o potencial da técnica IM-MS em diferentes dreas de
aplicacdo, com foque principal na separacdo de isomeros. A IM-MS, em especial a
TWIM-MS, mostrou ser uma ferramenta bastante interessante que confere uma
versatilidade valiosa a espectrometria de massas, adicionando informacdo sobre a
estrutura tridimensional dos ions e possibilitanto a resolugdo de isdmeros com £
diferentes, como verificado nos Capitulos 1 e 3. Além disso, a IM-MS mostrou também
ser capaz de diferenciar ions com mesma massa, carga e €2, apenas pela sua diferenca de
distribuicdo de carga, que gera interacdes com intensidades contrastantes entre os ions e
as moléculas do gés, como mostrado pela separacdo dos protdmeros (Capitulo 2). Essa
observagdo € muito interessante ¢ pode inaugurar uma linha de aplicacdes da técnica,
em que as separagOes sejam feitas pela diferenca de distribuicdo de carga dos ions.
Sugere também o uso da IM-MS como uma nova ferramenta para o estudo do sitio de
protonacdo ou desprotonagao mais provavel em espécies com multiplos sitios possiveis.
A partir dos resultados mostrados no Capitulo 1, esperamos guiar futuras tentativas de
resolver outras misturas de porfirinas isoméricas e outras espécies supramoleculares por
IM-MS. Os resultados mostrados no Capitulo 3 sugerem que a IM-MS fornece dados
sobre os compostos em petréleo que podem ser aproveitados em diversas situagdes,
como separacdo de isOmeros, estudo da estrutura tridimensional dos compostos e
eliminacdo de contaminantes. Assim, acredita-se que apds experimentos otimizados
especificamente para cada classe de compostos, e/ou pela andlise de fracdes contendo
classes especificas, possa se ter um estudo interessante sobre as espécies isoméricas
presentes no petréleo e sobre a estrutura tridimensional dos compostos de cada classe,
estudando, por exemplo, as estruturas “ilha” versus “arquipélago” em asfaltenos. Assim,
futuramente pode ser desenvolvido um método baseado em IM-MS para rdpida
caracterizacdo de isOmeros em amostras de petréleo. Para isso, seria interessante o

desenvolvimento de uma ferramenta de tratamento de dados (software) visto a enorme
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complexidade da amostra, que torna o seu tratamento de dados manual muito

trabalhoso.
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ANEXO I: Cromatograma do fracionamento por HPLC-2 para os trés cortes de destilacao.
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ANEXO II: ESI(-)-TWIM-MS para os trés cortes de destilacio usando NH4OH como dopante.
Esquerda: espectro 2D de mobilidade (m/z x drift time); direita: espectro de massas.
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ANEXO III: ESI(-)-TWIM-MS para os trés cortes de destilacio usando TMAH como dopante.
Esquerda: espectro 2D de mobilidade (m/z x drift time); direita: espectro de massas.
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ANEXO IV: APPI(+)-TWIM-MS para os trés cortes de destilacio. Esquerda: espectro 2D de
mobilidade (m/z x drift time); direita: espectro de massas.
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