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RESUMO

Tessarolo, Nathalia Spalenza. Caracterizacdo quimica de bio-6leos de pirdlise
convencional e catalitica utilizando técnicas analiticas de alta resolucdo.

A investigacdo da composi¢cdo molecular do bio-6leo é fundamental para assegurar
sua adequada aplicacéo. Este trabalho aborda o uso de técnicas analiticas de alta
resolucdo na caracterizacdo qualitativa e quantitativa de diferentes bio-6leos, para
um melhor e mais abrangente conhecimento da composi¢cdo quimica organica
destes: a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H NMR), a cromatografia
gasosa bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de massas por tempo
de voo (GCxGC-TOFMS) e a espectrometria de massas por ressonancia ciclotronica
de ions por transformada de Fourier com fonte de ionizag&o por eletrospray no modo
negativo (ESI(-)-FT-ICR MS). As amostras de bio-0leo foram obtidas a partir da
pirdlise de diversas fontes de biomassa, como o cacho vazio do fruto usado na
producdo do Oleo de palma, madeira de pinho e bagaco de cana, a diferentes
temperaturas (550 °C, 500 °C e 450 °C), com ou sem o uso do catalisador (ZSM-5).
Além destas, uma amostra passou pelo processo de hidrogenag¢do. O uso do
catalisador ZSM-5 levou a uma diminuicdo no teor de substancias oxigenadas,
especialmente os acidos, e um aumento no teor de hidrocarbonetos. Sobre a
temperatura do processo, um aumento na abundancia relativa de classes contendo
menor numero de atomos de oxigénio (O, a O,4) foi observado com o aumento da
temperatura de pirélise de 450 °C para 550 °C, indicando um aumento na taxa de
degradacdo dos constituintes da biomassa em temperatura alta. A técnica de 'H
NMR possibilitou a analise do bio-6leo como um todo e a identificacdo e
quantificacdo dos grupos funcionais presentes nas amostras. Com a GCxGC-
TOFMS, as substancias mais volateis foram detectadas, como hidrocarbonetos e
substancias oxigenadas com massa molecular menor que 200 Da. J4 a ESI(-)-FT-
ICR MS, possibilitou a identificacdo das substancias mais polares e ndo volateis, em
particular as oxigenadas com massa molecular maior que 150 Da. A aplicacao
integrada dessas trés técnicas de alta resolucdo se mostrou fundamental para uma
elucidacdo abrangente e complementar da composicdo quimica dos bio-6leos. A
técnica de 'H NMR forneceu uma avaliacdo geral das amostras, enquanto as
técnicas GCxGC-TOFMS e ESI(-)-FT-ICR MS, uma caracterizacdo molecular

individual dos constituintes dos bio-6leos.



ABSTRACT

Tessarolo, Nathalia Spalenza. Chemical characterization of conventional and
catalytic pyrolysis bio-oils by high-resolution techniques.

The investigation of the molecular composition of bio-oil is essential to ensure its
proper application. In this work, high resolution analytical techniques were applied for
qualitative and quantitative characterization of different bio-oils to provide a
complementary and comprehensive knowledge of their organic chemical
composition: hydrogen nuclear magnetic resonance (*H NMR), comprehensive two-
dimensional gas chromatography with time-of-flight mass spectrometry (GCxGC-
TOFMS) and negative-ion electrospray ionization Fourier transform ion cyclotron
resonance mass spectrometry (ESI(-)-FT-ICR MS). The samples were produced via
the pyrolysis of different biomass sources, such as empty palm fruit bunch, pine
wood and sugarcane bagasse, at different temperatures (450 °C, 500 °C and 550
°C), with or without the ZSM-5 catalyst. In addition, hydrogenation process was
applied to one of the sample. The use of ZSM-5 catalyst provided a decrease in the
oxygenated compound abundance, particularly acids, and an increase on
hydrocarbon content. Regarding the pyrolysis temperature, an increase in the lower
oxygen class (O, to O,) relative abundance was observed upon increasing the
pyrolysis temperature from 450 °C to 550 °C, which indicates an increasing rate of
biomass constituent degradation at higher temperatures. The *H NMR technique
provided an overview of the whole bio-oil composition and identification of main
functional groups. With the GCxGC-TOFMS, the more volatile compounds were
detected, such as hydrocarbons and oxygenated compounds with molecular weight
lower than 200 Da. The ESI(-)-FT-ICR MS enabled the identification of more polar
and non-volatile oxygenated compounds, with molecular weight higher than 150 Da.
The integrated results from these three high resolution techniques are essential for
the comprehensive and complementary elucidation of the chemical composition of
bio-oils. The *H NMR technique provided the samples screening, while the GCxGC-
TOFMS and ESI(-)-FT-ICR MS the individual molecular compound characterization

of bio-oils.
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LISTA DE SIGLAS

GCxGC — cromatografia gasosa bidimensional abrangente (do inglés comprehensive

two-dimensional gas chromatography)

FT-ICR MS - espectrometria de massas por ressonancia ciclotrénica de ions por
transformada de Fourier (do inglés Fourier transform ion cyclotron resonance mass

spectrometry)

GCxGC-TOFMS - cromatografia gasosa bidimensional abrangente associada a
deteccdo pela espectrometria de massas por tempo de voo (do inglés
comprehensive two-dimensional gas chromatography with time-of-flight mass

spectrometry)
GC - cromatografia gasosa (do inglés gas chromatography)
ESI — ionizacao por electrospray (do inglés electrospray ionization)

'H NMR - ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (do inglés hydrogen nuclear

magnetic resonance)

ESI(-)-FT-ICR MS — espectrometria de massas por ressonancia ciclotrénica de ions
por transformada de Fourier com ionizacdo por electrospray no modo negativo (do
inglés negative-ion electrospray ionization Fourier transform ion cyclotron resonance

mass spectrometry)

GC/MS - cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (do inglés gas

chromatography coupled to mass spectrometry)

FTIR — infra-vermelho com transformada de Fourier (do inglés Fourier transform with

infrared)

HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés high performance liquid

chromatography)

NMR - ressonancia magnética nuclear (do inglés nuclear magnetic ressonance)
FID — do inglés free induction decay

'D — primeira dimens&o

’D - segunda dimens&o



El — fonte de ionizag&o por elétrons (do inglés electron ionization)
Cl — ionizacéo quimica (do inglés chemical ionization)

MALDI - ionizacdo por dessorcdo a laser assistida por matriz (do inglés matrix

assisted laser desorption/ionization)

DBE - equivalente de ligacfes duplas (do inglés double bond equivalent)

TIC — cromatograma de ions totais (do inglés total ion chromatogram)

EIC — cromatograma de ions extraidos (do inglés extracted ion chromatogram).
LD - limite de deteccéo

LQ - limite de quantificacao
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1 INTRODUCAO

A biomassa é uma fonte de energia renovavel com grande potencial
energético, podendo ser convertida em uma variedade de produtos quimicos e
biocombustiveis (BAHNG et al., 2009; BRIDGWATER, 2012). O aproveitamento de
residuos provenientes de processamentos quimicos e/ou agricolas se mostra uma
alternativa importante para a reducdo dos impactos ambientais. Assim, a inddstria
pode ser desonerada dos custos referentes ao tratamento e descarte destes
residuos, possibilitando o reuso de insumos como novas fontes de energia. Neste
cenario, a pirélise de residuos da atividade humana e industrial vem se destacando
na obtencao de produtos quimicos e combustiveis renovaveis (ALSTON et al., 2011,
ROMEIRO et al., 2012; SILVA et al., 2012).

A pir6lise € um dos processos mais importantes de conversdo termoquimica,
na qual a degradacdo térmica acontece na auséncia parcial ou total de oxigénio
(ASTM D7544, 2012). O processo gera uma fracdo oleosa, denominada de 6leo de
pirélise, bio-6leo ou biocombustivel liquido de pirdlise, que é composta de uma
mistura complexa de moléculas de tamanhos diversos obtidas a partir de reac6es de
despolimerizacdo e fragmentacdo dos trés blocos principais constituintes da
biomassa (celulose, hemicelulose e lignina) (NAIK et al., 2010). A composi¢cao
quimica do bio-Gleo varia em funcdo da origem da biomassa ou do residuo, dos
parametros utilizados durante a pirélise e do uso ou nao de um catalisador (ZHANG
et al., 2007; BEN e RAGAUSKAS, 2013; OMAIS et al., 2013; BRIDGWATER, 2012).
Dentre as classes de substancias encontradas no bio-6leo incluem-se &cidos,
ésteres, alcoois, cetonas, aldeidos, acucares, O-heterociclicos e fendis
(BRIDGWATER, 2003; MULLEN et al., 2009; TESSAROLO et al., 2012).

A caracterizagdo quimica dos constituintes do bio-6leo é fundamental para a
otimizacado de processos que envolvem a conversdo da biomassa e avaliacdo da
qualidade dos produtos, no intuito de sugerir uma utilizacdo adequada para cada
bio-6leo (KANAUJIA et al., 2013). Além disso, a possibilidade de co-processar estes
bio-6leos em varias unidades de refino pode levar a uma segunda geracdo de
biocombustiveis, maximizando a producdo de derivados de 6leos com maior valor

agregado e seu uso na industria quimica (GUO et al., 2010).
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Em trabalhos recentes, os autores vém utilizando técnicas analiticas com alto
poder de resolucdo, como a cromatografia gasosa bidimensional abrangente
(GCxGC, comprehensive two-dimensional gas chromatography) (OMAIS et al.,
2013) e a espectrometria de massas por ressonancia ciclotronica de ions por
transformada de Fourier (FT-ICR MS, Fourier transform ion cyclotron resonance
mass spectrometry) (OLCESE et al.,, 2013), no intuito de se obter uma

caracterizacao detalhada do bio-6leo.

A GCxGC associada a deteccédo pela espectrometria de massas por tempo de
voo (GCxGC-TOFMS, comprehensive two-dimensional gas chromatography with
time-of-flight mass spectrometry) permite um aumento na capacidade de separacéo
das classes de substancias e uma identificacdo individual das mesmas, com um
aumento na seletividade (DALLUGUE et al.,, 2003). Porém, uma limitacdo nas
técnicas de cromatografia gasosa (GC) estd relacionada a volatilidade das
substancias, o que dificulta a andlise dos oligbmeros de lignina e carboidratos
presentes em bio-6leos, que ndo sao volateis o suficiente para serem identificados
por GC (MOHAN et al., 2006). A FT-ICR MS oferece uma ultra-alta resolugéo (poder
de resolucdo m/Amsgy, > 100.000) e exatiddo em massas (< 5 ppm), capazes de
garantir uma determinacao inequivoca da formula quimica dos ions produzidos. Com
esta técnica acoplada a uma fonte iénica por electrospray (ESI) € possivel analisar
as substancias polares e de alta massa molecular que possivelmente ndo seriam
detectadas por GCxGC (HOFFMAN e STROOBANT, 2007; GLISH e BURINSKY,
2008; VAZ, 2010).

Em adigcdo as técnicas mencionadas, a ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (*H NMR, hydrogen nuclear magnetic resonance) apresenta o potencial
para a identificacdo dos grupos funcionais presentes nas amostras de bio-6leo como
um todo, e ndo somente de fracdes selecionadas. Entretanto, a limitacdo neste caso
€ a nao identificacdo individual das substancias (MULLEN et al., 2009; JOSEPH et
al., 2010; BEN e RAGAUSKAS, 2011).

A Figura 1 apresenta o esquema ilustrando a caracterizagdo quimica
abrangente de bio-6leos utilizando as trés técnicas analiticas: *H NMR, GCxGC-
TOFMS e a ESI-FT-ICR MS.
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Caracterizacdo quimicaabrangente

| HNMR |

Grupos funcionais
nas amostras de bio-
6leo como um todo

Especiacéao
[ cexae-TorMs | [ ESI-FTICR WS |
Substancias mais volateis, Substancias oxigenadas
hidrocarbonetos e oxigenadas, polares e ndo volateis, com
com massa molecular baixa massa molecular alta

Figura 1. Esquema geral para uma caracteriza¢éo quimica abrangente de bio-6leos utilizando as
técnicas de 'H NMR, GCxGC-TOFMS e a ESI-FT-ICR MS .
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo consiste na caracterizacdo quimica molecular
individual, qualitativa e quantitativa, de bio-6leos utilizando técnicas analiticas de alta
resolucdo de forma complementar: a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(*H NMR), a cromatografia gasosa bidimensional abrangente associada a deteccdo
pela espectrometria de massas por tempo de voo (GCxGC-TOFMS) e a
espectrometria de massas por ressonancia ciclotrénica de ions por transformada de
Fourier (FT-ICR MS). Os bio-6leos avaliados foram obtidos a partir de diferentes
fontes de biomassa, por pirélise térmica ou catalitica, sendo que uma das amostras
foi hidrotratada. A integracdo dos dados gerados para amostras de bio-6leo,
realizada pela primeira vez neste trabalho, leva a um conhecimento maior, mais
abrangente e complementar da composi¢cado quimica organica dos bio-6leos, a fim de

permitir uma adequada aplicacao.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 BIOMASSA

Bioenergia pode ser definida como a energia quimica acumulada, mediante
processos fotossintéticos recentes, nas ligagdes moleculares que compdem 0s
vegetais. Assim, biomassas utilizadas para fins energéticos englobam a matéria
vegetal gerada através da fotossintese e os seus derivados, tais como: residuos
florestais e agricolas, residuos animais e a matéria organica contida nos residuos
industriais, domésticos e municipais (PERLINGEIRO, 2014).

O Brasil, por possuir condi¢des naturais e geogréficas favoraveis a producao
de biomassa, pode assumir uma posicdo de destague no cenario mundial na
producdo e no uso da biomassa como recurso energético. Em funcdo da situacao
geografica, o pais recebe intensa radiacdo solar ao longo do ano, que € a fonte de
energia fundamental para a producdo de biomassa, seja para alimentacdo ou para
fins agroindustriais. Além disso, outro aspecto importante € a grande quantidade de
terra agricultavel, com boas caracteristicas de solo e condi¢des climéticas favoraveis
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2015).

3.2 CONVERSAO DE BIOMASSA

Dentre 0s processos termoquimicos estdo a combustdo, a gaseificacdo e a
pirdlise (BRIDGWATER, 2012), os quais sdo apresentados na Figura 2, que resume
0os produtos principais gerados por processos termoquimicos de conversao da

biomassa e suas aplicagdes.
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i Bio-6leo Produtos quimicos
Gaseificacao Géas Calor
Combustao | Calor Eletricidade

Combustivel

Figura 2. Processos termoquimicos de converséo da biomassa, seus produtos e aplicagdes.
Adaptado de BRIDGWATER (2012).

3.2.1 Pirdlise

7

A pirdlise de biomassa é uma das tecnologias de conversdo termoquimica
mais promissoras para a obtencdo de combustiveis alternativos e de produtos
quimicos. Neste processo, a degradacao térmica do material organico acontece na
auséncia parcial ou total de oxigénio (ASTM D7544, 2012), produzindo gas, liquido
(6leo e agua) e soélido (YAMAN, 2004; ALMEIDA, 2008; NAIK et al., 2010).

Os rendimentos dos produtos séo influenciados pelas condi¢cdes operacionais
empregadas durante o processo, dividindo-se em trés subclasses: pirolise lenta
(carbonizacao), pirdlise rapida e pirdlise flash. Os principais parametros operacionais
sdo: temperatura do reator, taxa de aquecimento e tempo de residéncia do sélido
(Tabela 1). Na pirdlise lenta ou carbonizacdo, taxas de aquecimento na ordem de
0,1-1 °C s sdo empregadas, favorecendo a producéo de carvdo vegetal. A pirdlise
rapida fornece rendimentos altos de liquido, na qual utilizam-se taxas de
aquecimento muito mais altas (10-200 °C s). Normalmente, os processos de
pirdlise rapida produzem 60-75% em massa de liquido, 15-25% em massa de

carvao, e 10-20% em massa de gases. A pirélise flash é uma versao melhorada da
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pirdlise rapida, na qual sé@o utilizadas taxas de aquecimento muito elevadas, sendo
maiores que 1000 °C s, com tempos de reac&o de apenas alguns segundos ou até
menos (SILVA, 2014; BRIDGWATER, 2006; BRIDGWATER, 2012; MOHAN et al.,
2006).

Tabela 1. Principais condicBes operacionais para processos de pirdlise Adaptado de SILVA (2014).

Condicdes operacionais

Processo  Temperatura Tempo de Taxa de agquecimento
(°C) residéncia (s) (°Cs™
Pirélise lenta
(carbonizac&o) 300-700 300-550 0,1-1
Pirélise rapida  600-1000 0,5-10 10-200
Pirdlise flash 800-1000 <0,5 >1000
3.3 BIO-OLEO

A fracdo liquida obtida na pirélise consiste em 6leo e agua, sendo a fracao
oleosa, denominada de Oleo de pirdlise, bio-6leo ou biocombustivel liquido de
pirdlise. As moléculas encontradas no bio-6leo possuem diversos tamanhos e sdo
obtidas a partir de reacdes de despolimerizagcédo e fragmentacéo dos trés principais
blocos constituintes da biomassa (celulose, hemicelulose e lignina) (Figura 3) (NAIK
et al., 2010; SILVA et al., 2014). Dentre as classes de substancias presentes no bio-
6leo destacam-se aquelas contendo oxigénio, tais como os acidos, ésteres, alcoois,
cetonas, aldeidos, acUcares anidros, furanos e fendis (BRIDGWATER, 2003;
MULLEN et al., 2009). Assim, a composi¢ao quimica do bio-6leo varia em funcéo da
origem da biomassa ou do residuo, dos parametros utilizados durante a pirélise e do
uso ou nao de um catalisador (ZHANG et al., 2007; BRIDGWATER, 2012; BEN e
RAGAUSKAS, 2013; OMAIS et al., 2013).
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Figura 3. Esquema geral das moléculas que podem ser encontradas no bio-éleo a partir dos constituintes da biomassa. Adaptado de SILVA et al. (2014).
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O bio-0leo apresenta algumas caracteristicas e propriedade tipicas, que séo
mostradas na Tabela 2. O bio-6leo é miscivel em solventes polares, como metanol e
acetona, e possui baixa solubilidade em hidrocarbonetos. Além disso, é considerado
instavel, podendo sofrer reacdes de polimerizacdo e condensacdo ao longo do
tempo, que séo favorecidas pela elevagcéo da temperatura e pela presenca de ar e
luz, resultando em um aumento significativo da viscosidade, na separacdo de fases
e na deposicdo de gomas. Outro fator agravante na estabilidade € a forte acidez do
bio-6leo. O baixo pH comumente determinado é devido aos acidos organicos
provenientes da degradacdo dos biopolimeros, que causa sua alta corrosividade. As
propriedades observadas no bio-6leo como os altos teores de substancias
oxigenadas e agua, a alta viscosidade, a instabilidade térmica e a corrosividade,
inviabilizam a utilizacdo desse 6leo como um biocombustivel que seria substituto dos
combustiveis fésseis (BRIDGWATER, 2003; BRIDGWATER, 2006; MOHAN et al.,
2006; HUBER et al., 2006; SILVA, 2014). Dessa forma, a producédo de bio-6leos de
alta qualidade tem se tornado um desafio. Diante disso, pode-se melhorar a
qualidade do bio-6leo durante o processo de produ¢do do mesmo ou por processos
de upgrading, como a hidrodesoxigenacédo do bio-6leo ja produzido (HUBER et al.,
2006; PATTIYA et al., 2008).
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Tabela 2. Propriedades e caracteristicas tipicas de um bio-6leo. Adaptado de MOHAN et al. (2006).

. Caracteristicas
Propriedades

Bio-0leo

Teor de agua (% m/m) 15-30
pH 2,5
Densidade (Kg L™) 1,2
Composicéo elementar (% m/m)

C 54-58

H 5,5-7,0

O 35-40

N 0-0,2

cinza 0-0,2
Poder calorifico (MJ Kg™) 16-19
Viscosidade a 40 °C (mPa s) 40-100
Sdélidos (% m/m) 0,2-1,0

Residuo da destilacdo (% m/m) Acima de 50

As duas principais rotas que estdo sendo estudadas para remover as
substancias oxigenadas sdo a hidrodesoxigenacdo e a pir6lise catalitica. Os
processos de hidrodesoxigenacdo sdo destinados para o upgrading do bio-6leo
produzido a partir da pirélise convencional (térmica) da biomassa. Neste processo, o
bio-6leo reage com hidrogénio a altas pressdes, na presenca de catalisadores
(THEGARID et al.,, 2014; SILVA, 2014b). Embora o bio-6leo resultante deste
processo geralmente possua um menor teor de substéncias oxigenadas e uma
melhor estabilidade, o processo de hidrodesoxigenacdo ainda é considerado caro
em funcéo do uso de grande quantidade de hidrogénio a alta pressao. Além disso, &
necessario minimizar a desativacado do catalisador causada pelos metais alcalinos

presentes no bio-6leo bruto.

Uma rota mais direta consiste na pirélise catalitica da biomassa, que utiliza
catalisadores para promover as reacdes de desoxigenacao na unidade de pirélise (in
situ). Esta alternativa apresenta a vantagem de nao necessitar da adicdo de
hidrogénio para remover o oxigénio a partir da biomassa. Além disso, poderia
substituir a pirélise convencional no intuito de produzir um bio-6leo mais adequado

para um posterior processo de hidrodesoxigenagcdo menos oneroso. Diferentes
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catalisadores de zedlitas acidas tém sido estudados na literatura, mas a zeolita ZSM-
5 tem sido avaliada como a mais promissora na maximizacdo das reacdes de
desoxigenacdo e producao de hidrocarbonetos (LAPPAS et al., 2002; PATTIYA et
al., 2008; AHO et al., 2008). As zedlitas sdo aluminossilicatos cristalinos formados
por uma rede tridimensional de tetraedros de aluminio (AlOy) e silicio (SiO,4) ligados
entre si pelos atomos de oxigénio. A zeolita ZSM-5 (zeolite socony mobil) possui um
alto teor de silicio (Si/Al = 10). Devido a sua seletividade, grau de estabilidade
térmica e acidez elevada, este material tem sido muito utilizado em catalise de bio-
6leo (LUNA e SCHUCHARDT, 2001; PATTIYA et al., 2008).

3.3.1 Aplicacdes do bio-6leo

Segundo a ASTM D7544 (2012), o bio-6leo € especificado como
biocombustivel liquido de pirdlise e pode ser utilizado diretamente como combustivel
em fornos ou caldeiras industriais para geracdo de eletricidade, se algumas
especificacdes forem atendidas, tais como pH, teor de agua, densidade, teor de

enxofre, viscosidade, dentre outras.

O bio-6leo pertence a segunda geracdo de biocombustiveis, apresentando
grande potencial para a producdo de combustiveis e outros produtos com valor
agregado (Figura 4; GUO et al., 2010; KANAUJIA et al., 2013). A possibilidade de
coprocessar estes bio-6leos em varias unidades de refino de petréleo pode
maximizar a producdo de derivados de Oleos e seu uso na industria quimica.
Produtos valiosos e teis, incluindo aromatizantes, resinas, produtos agro-quimicos
e fertilizantes podem ser extraidos ou originados a partir de bio-6leos
(BRIDGWATER, 2006; GUO et al., 2010).
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Figura 4. Esquema apresentando algumas aplicacdes do bio-6leo. Adaptado de KANAUJIA et al.
(2013).

3.4 CARACTERIZACAO QUIMICA DE BIO-OLEOS

A investigacdo da composicdo molecular do bio-6leo é fundamental para
assegurar a sua adequada aplicacdo, otimizar os processos que envolvem a
conversdo da biomassa, acompanhar as transformagfes dos bio-Oleos e avaliar a
qualidade dos produtos (KANAUJIA et al., 2013; SILVA, 2014b).

Em funcdo da complexidade da matriz, varias técnicas analiticas tém sido
aplicadas na caracterizacdo quimica de bio-6leos, como a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC/MS, gas chromatography coupled to
mass spectrometry), infra-vermelho com transformada de Fourier (FTIR, Fourier
transform with infrared), cromatografia liqguida de alta eficiéncia (HPLC, high
performance liquid chromatography), ressonancia magnética nuclear (NMR, nuclear
magnetic ressonance) de *H e *3C, dentre outras (MOHAN et al., 2006; QIANG et al.,
2008; MULLEN et al., 2009; SHUPING et al., 2010; KANAUJIA et al., 2013).
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A técnica de HPLC tem sido empregada na quantificacdo de substancias ndo
volateis sollveis em agua, podendo caracterizar somente parte do bio-6leo
(MULLEN et al., 2010). As técnicas espectroscopicas como o infra-vermelho
permitem a identificacdo dos grupos funcionais presentes nos bio-6leos, porém no
aspecto qualitativo (QIANG et al., 2008; SHUPING et al., 2010). Alguns autores tém
utilizado NMR de 'H e '3C para obter as razdes entre ambientes quimicos de
hidrogénios e carbonos e determinar as razbes de hidrocarbonetos
alifaticos/aromaticos. Diferente das técnicas cromatograficas, NMR apresenta
potencial para examinar amostras de bio-6leo como um todo, e ndo somente fracdes
selecionadas. Entretanto, a limitacdo neste caso € a nao identificacao individual das
substancias que o compdem (MULLEN et al., 2009). Além disso, técnicas de
fracionamento do tipo liquido-liquido sdo usadas para simplificar a composicdo dos
bio-6leos para as caracterizacfes analiticas subsequentes (GARCIA-PEREZ et al.,
2007; OASMAA et al., 2003).

Trabalhos recentes tém utilizado ferramentas analiticas modernas, como a
GCxGC e a FT-ICR MS, no intuito de se obter uma caracterizacdo mais detalhada
dos diversos bio-6leos que vém sendo obtidos (OMAIS et al., 2013; OLCESE et al.,
2013). A GCxGC-TOFMS permite um aumento na capacidade de separacdo das
classes de substancias e uma identificacdo individual das mesmas, com um
aumento na seletividade (DALLUGUE et al.,, 2003). Entretanto, esta técnica
apresenta a limitacdo da volatilidade, onde somente 25-40% dos analitos s&o
detectados, pois uma parte destes consiste em oligdmeros de lignina e carboidratos,
gue nado sao volateis o suficiente para serem observados por cromatografia gasosa
(MOHAN et al.,, 2006; MULLEN et al., 2009). A FT-ICR MS oferece uma ultra
resolucdo (poder de resolucdo m/Amsgy > 100.000) e exatiddo em massas (< 5
ppm), capazes de garantir uma determinagédo inequivoca da formula quimica dos
ions produzidos. Com esta técnica acoplada a uma fonte ibnica de ESI é possivel
analisar as substancias polares, assim como de alta massa molecular e, portanto
nao volateis, que normalmente ndo sao detectadas por GCxGC (HOFFMAN e
STROOBANT, 2007; GLISH e BURINSKY, 2008; VAZ, 2010).
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3.4.1 Ressonancia magnética nuclear

A NMR é uma técnica que explora as propriedades magnéticas de alguns
ndcleos atdbmicos usualmente aplicada para caracterizagdo estrutural. Dentre as
principais vantagens do uso da técnica de NMR destacam-se a possibilidade de
avaliar o bio-6leo como um todo a partir da dissolugdo em um solvente adequado e a
analise dos grupos funcionais contendo oxigénio, pela integracdo de regides
apropriadas do espectro (KANAUJIA et al., 2013).

O estudo do fendbmeno da NMR é baseado em duas propriedades fisicas dos
ndcleos, o momento magnético e o spin nuclear. O spin nuclear é dependente da
guantidade de protons e néutrons que compdem o nucleo. Qualquer nucleo atdmico
gue tenha massa impar ou hamero atémico impar, ou ambos, tem um spin nuclear e
um momento magnético diferente de zero. Assim, estes ndcleos se comportam como
pequenos imas e interagem com campos magnéticos externos. Essa interacdo
caracteriza a NMR e, portanto somente os nlcleos com essas propriedades séo
possiveis de serem analisados com esta técnica. Dessa forma, os quatro nucleos de
maior interesse para os quimicos e bioquimicos s&o *H, 3C, °F e 3P (HOLLER et
al., 2009; PAVIA et al., 2010; CARNEIRO, 2012).

De maneira geral, em uma andlise de NMR, a amostra € colocada sob um
campo magnético, o que leva a um desdobramento dos niveis de energia de spin
nuclear. Aplicando-se um pulso de radiofrequéncia, ocorre uma excitacdo dos spins
nucleares para o estado mais energético, que retorna ao seu estado de equilibrio
através de um processo conhecido como relaxacéo. Por fim, um sinal é gerado no
dominio de tempo, chamado de FID (free induction decay), que finalmente &
convertido em um sinal no dominio de frequéncias por meio da transformada de
Fourier (HOLLER et al., 2009; CARNEIRO, 2012).

3.4.2 Cromatografia gasosa bidimensional abrangente

A identificacdo individual de substancias em misturas complexas como o bio-

Oleo é tipicamente alcancada por uma série de separagcdes quimicas e
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cromatograficas (TESSAROLO et al., 2013; SILVA et al., 2014). A técnica de GC,
embora amplamente utilizada na caracterizacdo quimica de bio-6leos, ndo €
suficiente para a resolucdo dos seus componentes. Buscando melhores resolucdes
para matrizes complexas, John Phillips et al. (LIU e PHILLIPS, 1991) iniciaram o
desenvolvimento da GCxGC na década de 90, surgindo como uma alternativa
poderosa para a solucdo dos problemas e limitacbes observados em andlises por
GC unidimensional (SCHOENMAKERS et al., 2000; von MUHLEN et al., 2006;
MARSMAN et al., 2007; VENTURA et al., 2008; AVILA, 2010). Na GCxGC, uma
Unica corrida cromatografica gera um aumento significativo da capacidade de
separacao, e o objetivo de uma resolucdo completa dos componentes da amostra
pode ser efetivamente alcancado (MARRIOTT e SHELLIE, 2002).

3.4.2.1 Principios basicos da GCxGC

O sistema GCxGC (Figura 5) tem o conjunto de colunas (1D e 2D), o
modulador (M) e o detector (D) como caracteristicas principais. As duas colunas
cromatograficas, sendo uma convencional e a outra curta e de menor diametro, sédo
acopladas em série através de um modulador. O dispositivo de interface entre as
duas dimensdes é chamado de modulador, que tem como funcdes principais “fatiar”
e refocalizar as fracdbes que eluem da primeira coluna, causando assim uma
compressdo das bandas cromatograficas, e direciona-las para a segunda coluna,
onde a eluicdo € muito rapida (DALLUGUE et al., 2003; von MUHLEN et al., 2006;
ADAHCHOUR et al., 2006a; von MUHLEN et al., 2007). Toda a amostra injetada na
primeira coluna ou uma parte representativa da mesma é transferida para a segunda
coluna e para o detector, sendo por isso a técnica chamada de abrangente
(SCHOENMAKERS et al., 2000).
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Figura 5. Desenho esquematico de uma sistema GCxGC, onde: |, injetor; M, modulador; D, detector;
D, coluna cromatogréfica da primeira dimenséo e D, coluna cromatografica da segunda dimens3o.
Retirado de von Mihlen (2007).

O periodo de modulacdo deve ser ajustado a fim de que seja compativel com
0 tempo de separacdo na segunda coluna, minimizando o alargamento da banda
comprimida. Dessa forma, quando comparada a cromatografia unidimensional, a
sensibilidade e a resolucéo sao significativamente aumentadas (von MUHLEN et al.,
2006).

Idealmente, as duas colunas cromatograficas devem oferecer diferentes
mecanismos de separacdo para serem consideradas ortogonais entre si. A
ortogonalidade é fundamental para a estruturacdo das classes quimicas no plano
cromatografico e o aumento de seletividade, pois as substancias que coeluem na
primeira dimensdo podem ser diferenciadas pelo mecanismo cromatografico da
segunda dimensé&o. Dessa forma, picos de substancias relacionadas estruturalmente
— séries homologas, isbmeros de cadeia ou de posicdo — aparecem agrupados em
regides claramente definidas do diagrama GCxGC (Figura 6) (DALLUGUE et al.,
2003; TRAN et al.,, 2010). A forma mais tradicional de separacdo ortogonal em
GCxGC é a chamada “configuragao normal”, ocorrendo quando uma primeira coluna
com uma fase estacionaria apolar (ou de baixa polaridade) é associada a uma
segunda coluna com uma fase estaciondria polar (ou relativamente polar). Neste
caso, a separacdo dos analitos na primeira dimens&o (‘D) se baseia na volatilidade,
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enquanto na segunda dimensdo (°D) a separacdo é baseada na polaridade ou
estrutura molecular (von MUHLEN et al., 2006; MARSMAN et al., 2008). A utilizac&o
de uma coluna polar na D e uma coluna apolar na °D caracteriza a chamada
“configuracao inversa” (VENDEUVRE et al., 2005).

Fenantrenos e Benzotiofenos

Fluorenos

Naftalenos

Cicloalcanos

2* Dimensao (segundos)

Alcanos e alcanos ramificados

1? Dimensao (minutos)

Figura 6. Exemplo de um cromatograma estruturado obtido por GCxGC. Adaptado de TRAN et al.
(2010).

A capacidade de pico (n) é definida como a capacidade de separacdo de um
sistema cromatogréafico. Em sistemas multidimensionais, a capacidade de pico pode
ser representada pela capacidade de pico da 'D somada & capacidade de pico da *D
multiplicada pelo numero de cortes (m). Na GCxGC, a capacidade de pico é igual ao
produto das capacidades de picos individuais de cada dimenséao (n;xn,) (Figura 7;
VENDEUVRE et al., 2007; KIEPPER, 2013).



37

GCunidimensional (GC) Capacidade de
[CLIITTIIIITTTIIIIIT] pico

i n
GC Multidimensional (GC-GC)

n,+mxn,
“m =n° de cortes”

GC Abrangente (GCxGC)

y /L L L L L L L L L L L L L L L S

y ~ 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 S 7 7 S S T

y ~ /7 7 7 L S S S S S S S S S S

y ~ /L 7 S S L S S S S S S S S S S

y ~ 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 S 7 S S T

y ~ 7 7 7 7 L S S S L S S S S S S S
y . /(&

AL e e

nyxn,

Figura 7. Esquema comparando a capacidade de pico de sistemas GC unidimensionais (GC),
multidimensionais (GC-GC) e abrangentes (GCxGC). Adaptado de GIDDINGS (1987).

A hifenacdo da espectrometria de massas com a GCxGC agrega informacdes
estruturais, pois além das separacBes obtidas pelas duas colunas, temos uma
terceira dimensdo de separacdo, que é o espectro de massas. Em funcdo da
focalizacéo realizada pelos moduladores e da rapida separacédo na segunda coluna,
0S picos sdo extremamente rapidos e estreitos. Assim, os detectores devem possuir
uma taxa de aquisi¢do alta, preferencialmente maior que 100 Hz (ADAHCHOUR et
al., 2006a). Neste contexto, o espectrometro de massas com analisador por tempo
de voo (TOFMS; time-of-flight mass spectrometry) pode oferecer taxas de aquisicao
superiores a 100 Hz, sendo indispensavel no acoplamento a um sistema GCxGC.
Dessa forma, o TOFMS possibilita tanto uma boa reconstru¢cdo dos picos quanto a
deconvolucéo espectral de picos sobrepostos (ADAHCHOUR et al., 2006b).

O esquema mostrado na Figura 8 retrata o efeito da modulacdo ao fatiar e
focalizar os picos, com a consequente geracdo da segunda dimensao
cromatogréfica. As formas de visualizacdo sdo gréficos sinal x 'tz x %t como
diagrama tridimensional (Figura 8D), diagrama de contorno (Figura 8E) e diagrama
de cores (Figura 8F) (PEDROSO et al., 2009).
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Figura 8. Esquema ilustrando a geracgéo e visualizacdo de um cromatograma bidimensional.
Adaptado de PEDROSO et al. (2009).

Nas ultimas décadas, a GCxGC tem sido utilizada em uma variedade de
matrizes complexas de diversas é&reas: biocombustiveis, alimentos, ambiental,
forense, petrdleo e derivados etc. (MARRIOTT et al., 2003; AVILA et al., 2014;
WELDEGERGIS et al.,, 2011; BRASSEUR et al., 2012; EISERBECK et al., 2012;
SILVA et al., 2014). Esses exemplos destacam as principais vantagens da utilizacao
da GCxGC em relacdo a GC unidimensional, como o aumento da resolucao
cromatografica, sensibilidade e seletividade.

3.4.3 Espectrometria de massas de alta resolucao e exatidao

A técnica de FT-ICR MS tem contribuido com muito sucesso na area de
petroledbmica, termo utilizado para descrever o estudo com maior abrangéncia
possivel dos componentes organicos e inorganicos encontrados no petréleo e seus
derivados (MARSHALL e RODGERS, 2004; 2008). Atualmente, a mesma
abordagem tem sido aplicada para avaliar a composicdo quimica de bio-6leos
(JARVIS et al., 2012; SMITH et al., 2012; LIU et al., 2012; OLCESE et al., 2013).
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FT-ICR MS é uma ferramenta poderosa que proporciona uma resolucao e
exatiddo em massas insuperavel para a caracterizacdo molecular detalhada das
substancias polares e de massa molecular alta presentes nos bio-6leos, sendo estes

inacessiveis usando as técnicas de GC.

3.4.3.1 Fonte de ionizacao

A funcdo de uma fonte de ionizagcdo em um espectrometro de massas € gerar
ions na fase gasosa ou transferir espécies ibnicas em solucdo para a fase gasosa.
As fontes de ionizacdo sdo uma parte importantissima do sistema da espectrometria
de massas (MS, mass spectrometry), pois definem grande parte da sua seletividade,
sendo responsaveis pelos tipos de analitos que serdo analisados (HOFFMAN e
STROOBANT, 2007).

Existem diferentes tipos de fontes ibnicas com propriedades distintas
aplicaveis praticamente a todos os tipos de analitos. Alguns modos de ionizacao,
como a fonte de ionizacdo por elétrons (El, electron ionization) e a ioniza¢do quimica
(Cl, chemical ionization), sé@o técnicas bastante energéticas, nas quais os padrdes de
fragmentacao dos ions (espectros de massas) fornecem informacdes a respeito da
estrutura da molécula. Outra abordagem é o uso de técnicas de ionizacéo brandas,
gue produzirdo ions moleculares ou pseudomoleculares com pouca ou nenhuma
fragmentacdo. Exemplos desse tipo de fonte incluem a ionizacdo/dessorcao a laser
assistida por matriz (MALDI, matrix assisted laser desorption/ionization) e a ESI
(VESSECCHI et al., 2011; HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

O desenvolvimento da fonte de ESI para andlise de macromoléculas por
espectrometria de massas, em 1988, rendeu um Prémio Nobel a John B. Fenn
(FENN et al., 1989).

A fonte de ionizag&o por ESI apresenta a capacidade de ionizar moléculas de
baixa a alta massa molecular, alta polaridade e complexidade estrutural, diretamente
para a fase gasosa de maneira branda e eficiente. Devido a baixa energia
empregada no processo de ionizacdo por ESI os ions formados sofrem pouca ou
nenhuma fragmentacdo, produzindo espectros de massas menos complexos.
(CROTTI et al., 2006; HOFFMAN e STROOBANT, 2007).
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No processo de ionizacdo, a fonte de ESI é capaz de transferir as espécies do
analito ionizadas para a fase gasosa como entidades isoladas, normalmente na
forma de moléculas protonadas ou cations para substancias com carater basico
(modo positivo - ESI(+)), ou ainda de moléculas desprotonadas ou anions para
substancias com carater acido (modo negativo - ESI(-)) (COLE, 2000; CROTTI et al.,
2006).

Na Figura 9 é ilustrado um esquema tipico de uma fonte de ESI. Na ionizagao
por ESI, o analito é dissolvido em um solvente volatil, em meio acido ou basico, a fim
de obter a desprotonacdo ou protonacdo das moléculas. O principio da técnica
consiste em se aplicar um potencial na ponta de um capilar pelo qual passa a
solucdo da amostra, posicionando um contraeletrodo a alguns milimetros de
distancia, criando assim um campo elétrico entre ele e a ponta do capilar. O campo
elétrico faz com que as espécies ibnicas presentes em solucdo movam-se em
direcdo ao contraeletrodo, causando a deformacdo da gota e, sequencialmente,
gerando o cone de Taylor, enriquecido com ions positivos ou negativos na ponta do
tubo capilar. A partir do cone de Taylor sdo desprendidas gotas com superficies
carregadas e com a evaporac¢ao do solvente, estas reduzem de tamanho até ocorrer
a subdivisdo da gota em funcdo da alta densidade de carga, sendo este fendmeno
chamado de explosdo coulémbica. Com isso, sdo formadas microgotas que liberam
os fons [M+H]" ou [M-H]", sendo direcionados para o analisador de massas
(GASKELL, 1997; KEBARLE, 2000; COLE, 2000; CROTTI et al., 2006; SILVA,
2014a).
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Figura 9. llustragdo esquematica de uma fonte de ionizag&o por ESI. Retirado de DALMASCHIO
(2012); GASKELL (1997).

3.4.3.2 Analisador de massas

A principal diferenca entre os analisadores sdo os principios fisicos utilizados
por cada um deles para discriminar as razdes m/z medidas, afetando assim, a
magnitude do poder de resolugcédo e exatiddo em massas. O poder de resolucao de
um analisador de massas pode ser definido como a capacidade em produzir sinais
distintos no espectro de massas quando sdo analisados ions que possuem uma
pequena diferenca na razdo m/z. A exatiddo em massas, geralmente expressa em
ppm, corresponde a diferenga entre a massa medida experimentalmente e a massa
tedrica. Quanto menor for o erro, maior € a probabilidade da férmula molecular
atribuida ser a verdadeira (HOOFMAN e STROOBANT, 2007; ROMAO, 2010;
VESSECCHI et al., 2011).

O desenvolvimento do FT-ICR MS tornou possivel a obtencdo de espectros

com uma ultra-alta resolucéo (poder de resolucdo m/Amsgy, > 100.000) em poucos
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segundos. A resolucdo alcancada na determinacdo da m/z no analisador de
ressonancia ciclotbnica de ions (ICR, ion cyclotron resonance) deve-se ao
movimento ciclotrénico de ions (MARSHALL et al, 1998; HOFFMAN e
STROOBANT, 2007; VAZ, 2010).

Na Figura 10 pode ser observada uma representacdo das forgcas atuantes
nos ions presentes em um campo magnético. Os ions que se movimentam sob um
campo magnético externo estdo sujeitos a uma forca proporcional a sua carga (q) e
ao produto vetorial de sua velocidade com o campo magnético (vxB), ocasionando o
movimento ciclotrénico cuja frequéncia (w:) depende da intensidade do campo
magneético externo e do inverso de sua razdo massa sobre carga (MARSHALL et al.,
1998; HOFFMAN e STROOBANT, 2007; SILVA, 2014a).

=

X B
[
Vv

qv x B
w, = B
m

Figura 10. Movimento ciclotrdnico de ions na presenca de um campo magnético. Retirado de
MARSHALL et al. (1998).

Dentro de uma célula de ICR, os ions sdo aprisionados e posteriormente
excitados quando submetidos a um sinal elétrico de radiofrequéncia aplicado nos
eletrodos de excitacdo na ordem de magnitude das frequéncias ciclotrénicas dos
ions. Com a excitagdo, a energia transferida para o ion aumenta sua energia
cinética, fazendo com que os raios das Orbitas de cada ion fiquem iguais a uma
distancia desejada dos eletrodos de deteccdo. O sinal de ICR (dominio de tempo) é
obtido devido a aproximagdo de uma carga aos dois eletrodos de deteccdo. A
resolucdo da técnica é dependente da quantidade de ciclos que os ions executam

na célula de ICR. Ao sinal no dominio de tempo € aplicada a transformada de
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Fourier, sendo convertido em dominio de frequéncia que esta associado a m/z das
espécies detectadas (MARSHALL et al., 1998; HOFFMAN e STROOBANT, 2007;
SILVA, 2014a). Um resumo do processo de aquisicdo de um espectro por FT-ICR

MS é esquematizado na Figura 11.

Eletrodos de
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gxcitagdo
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aprisionamento

o= Lo L

3 Espectro de
Tempo Frequéncia massas
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magneético

Excitagao

Figura 11. Esquema de funcionamento de uma célula de ICR. Retirado de University of Bristol (2013)
apud SILVA (2014a).

A partir das férmulas moleculares dos picos assinalados, os dados gerados
pela FT-ICR MS podem ser classificados de diversas formas no intuito de facilitar a
visualizacéo e a interpretacdo das informagfes. A primeira classificacdo é baseada
nos heteroatomos presentes nas formulas: classes O, O,, Oz, N, NS etc. Outra forma
é utilizando o numero de carbonos (C) e o nimero de anéis e nimero de ligacdes
duplas — DBE (double bond equivalent) (Figura 12) (MARSHALL e RODGERS,

2004).
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Figura 12. Forma de visualizag&o de resultado obtido por ESI(-)-FT-ICR MS em um gréafico de DBE
vs. nimero de carbono de uma amostra de bio-6leo. Adaptado de KEKALAINEN et al. (2014).
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4 EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAIS

Os solventes diclorometano (Absolv) e metanol (HPLC/Spectro) utilizados

foram grau cromatografico, Tedia Brazil (Rio de Janeiro, Brasil).

Toda a vidraria utilizada foi limpa seguindo o seguinte procedimento: lavagem
com agua em abundancia; lavagem com detergente comercial neutro; lavagem com
agua em abundancia; imersdao em solucdo de Extran alcalino 2% (Merck, Rio de
Janeiro, Brasil) por, no minimo, 24 horas; lavagem com agua em abundancia;
rinsagem com agua destilada; secagem em estufa a aproximadamente 105 °C
(excecdo para material volumétrico que foi seco a temperatura ambiente)
(TESSAROLDO, 2012).

4.2 PADROES

As substancias padrdo, utilizadas na validagdo, foram obtidas da Sigma-
Aldrich (Séo Paulo, Brasil) e apresentam pureza superior a 97%: 2,4-dimetil-fenol,
2,6-dimetil-fenol; 2-etil-fenol; 3,4-dimetil-fenol; 3,5-dimetil-fenol; 4-etil-fenol; 2,3-di-
hidro-1H-inden-1-ona; 1,3-di-hidro-2H-inden-2-ona; 2-butanona; ciclopentanona;
gama-butirolactona; acido hexanoico e acido octanoico. As substancias deuteradas

foram fenol-ds e dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg).

4.3 PREPARO DAS SOLUCOES-PADRAO

A solucgéo estoque de cada substancia padréo foi preparada pesando-se 40,0
mg de cada substancia em baldo volumétrico calibrado de 1 mL utilizando uma
balanca analitica calibrada (z 0,1 mg) e diclorometano como solvente, para obter

uma concentracdo final de 40 mg mL™. Em seguida, uma solucdo intermediaria
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contendo todos os padrdes na concentracdo de 1 mg mL™ foi preparada para ser
usada nas diluicdes necessérias para os pontos das curvas analiticas. Os niveis de
concentracdo das curvas analiticas foram preparados nas concentracfes de 0,05,
0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 25,0, 50,0, 80,0, 100,0, 120,0, 160,0 e 200,0 ng pL™.
O fenol-ds foi utilizado como padrdo interno e preparado a 500 ng pL™ para ser

usado nas curvas analiticas a uma concentracao final de 5,0 ng pL™.

4.4 AMOSTRAS

4.4.1 Conjunto |

Duas amostras de bio-6leo foram fornecidas pela BTG Biomass Technology
Group BV (Holanda) e receberam os coédigos #75 e #85. Essas amostras
correspondem a bio-6leos obtidos a partir da pirélise convencional do cacho vazio do
fruto usado na producéo do 6leo de palma (6leo de dendé) e da pirdlise de lascas de
madeira de pinho, respectivamente. A amostra (#85) foi fortificada com a mistura de
padrdo a 5,0 ng pL™* e analisada em triplicata para avaliar a exatiddo do método
através da recuperacao (%).

4.4.2 Conjunto |l

Oito amostras de bio-6leo foram fornecidas pela engenheira quimica Andrea
Pinho do Cenpes/Petrobras e correspondem a bio-6leos obtidos a partir da pirélise
de bagaco de cana e de madeira utilizando diferentes temperaturas no processo
(550 °C, 500 °C e 450 °C) e com ou sem o0 uso de catalisador (ZSM-5). Quando o
catalisador ndo foi usado, este foi substituido por silica, o que corresponde ao
processo de pirdlise térmica, gerando um bio-6leo convencional. Os codigos das
amostras (Tabela 3) fazem referéncia ao tipo de biomassa, a temperatura e ao uso
de silica ou do catalisador ZSM-5 utilizados para a obtengdo dos bio-6leos,
respectivamente. A analise de algumas propriedades fisico-quimica dessas

amostras, como teor de agua, acidez, densidade e analise elementar, foi realizada
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previamente pela geréncia de conversédo de biomassa do Cenpes/Petrobras (Tabela

4).

Tabela 3. Identificagdo das amostras e as condi¢des utilizadas durante o processo de pirolise.

Cédigo Identificacéo

Biomassa

T(°C)

Condic0Oes da pirdlise

C67T01
C75T01
C73T01
C68T06
C62T01
C68T01
C64T01
C70T02

BC550S
BC550Z
M550S
M550Z
M500S
M500Z
M450S
M450Z

Bagaco de cana 550

Bagaco de cana 550

Madeira
Madeira
Madeira
Madeira
Madeira
Madeira

550
550
500
500
450
450

Silica
ZSM-5
Silica
ZSM-5
Silica
ZSM-5
Silica
ZSM-5

Tabela 4. Caracterizagéo fisico-quimica das amostras do conjunto Il.

dentificacdo . Karl Acidez DensiSIade Analise Elementar (%)
Fischer (%) (mg KOH/g) (20 °C) C H N O
BC550S 16,6 71,4 1,187 427 74 03 496
M550S 13,0 59,8 1,167 442 84 03 471
M550Z 7,3 6,2 1,141 66,2 75 03 26,0
M500S 8,9 64,4 1,180 393 85 0,7 515
M500Z 7,4 41,1 1,116 654 74 03 269
M450S 9,4 68,8 1,180 56,5 7,9 03 353
M450Z 9,4 3,6 1,153 62,8 80 03 289

4.4.3 Conjunto Il

Trés amostras de bio-0leo foram fornecidas pela engenheira quimica Andrea

Pinho do Cenpes/Petrobras e correspondem a bio-6leos de madeira de pinho. As

amostras desse conjunto foram obtidas a partir de trés diferentes processos: pirdlise
térmica (MP 2705), pirOlise catalitica utilizando a zeolita ZSM-5 (MP 2703) e

processo de hidrogenacdo do bio-6leo convencional (MP 2499). As amostras de
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pirélise térmica e catalitica foram obtidas na temperatura de 500 °C. Neste conjunto,
as amostras foram nomeadas de acordo com a biomassa (MP) e o tipo de pirdlise,
sendo convencional (T), catalitica (C) e hidrogenada (H). Os cddigos utilizados
foram: MPT, MPC e MPH, respectivamente. A andlise de algumas propriedades
fisico-quimica dessas amostras, como teor de agua, acidez, densidade e andlise
elementar, foi realizada previamente pela geréncia de conversdo de biomassa do

Cenpes/Petrobras (Tabela 5).

Tabela 5. Caracterizagéo fisico-quimica das amostras do conjunto 1.

Cédigo Identificacdo . Karl pH Acidez Andalise Elementar (%)

Fischer (%) (mgKOH/g) C H N S O
MP 2705 MPT 18,2 2,1 94 44,8 7,3 <0,3 <0,3 47,7
MP 2703 MPC 7,3 2,4 31 66,7 6,8 <0,3 <0,3 26,4
MP 2499 MPH 10,5 2,9 57,4 63,8 9,1 <0,3 <0,3 27,1

4.5 PREPARO DAS AMOSTRAS

4.5.1 'H NMR

Para as andlises por *H NMR, a aproximadamente 40 mg de amostra foram
adicionados 0,6 mL de DMSO-ds.

4.5.2 GCxGC-TOFMS

Para as analises do conjunto I, aproximadamente 15 mg de cada amostra
foram pesados e dissolvidos em 0,5 mL de diclorometano. Além disso, 150 pL de
metanol foram adicionados para auxiliar na solubilizagdo das amostras. A

concentracéo final da solucao foi de aproximadamente 25 mg mL™.

Para as analises dos conjuntos Il e Ill, as amostras foram pesadas (Tabela 6)

em balanca analitica calibrada (+ 0,1 mg) e solubilizadas com 0,5 mL de solug&o-
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padrao de fenol-dg em diclorometano e 0,5 mL de metanol (conjunto IlI) ou 0,5 mL de
acetona (conjunto Ill). A concentracdo final da solucdo e do fenol-ds (padrao interno)

foram 10 mg mL™ e 5 ng pL?, respectivamente.

Tabela 6. Massa (mg) pesada para cada amostra.

Amostra Massa (mg)

BC550S 10,8
BC550Z 10,6
M550S 10,5
M550Z 10,7
M500S 10,3
M500Z 10,6
M450S 10,6
M450Z 10,8

MPT 10,9

MPC 10,5

MPH 10,2

4.5.3 ESI(-)-FT-ICR MS

Para as andlises por ESI(-)-FT-ICR MS, a aproximadamente 1 mg de cada
amostra foi adicionado 1 mL de metanol. Desta, 0,5 mL foi retirado e acrescido com
mais 0,5 mL de metanol. A concentracéo final da solucdo foi de aproximadamente
0,5 mg mL™.
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4.6 INSTRUMENTACAO ANALITICA

4.6.1 *H NMR

As anélises por Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio, 'H NMR,
foram realizadas no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear (LABRMN) do
Departamento de Quimica Organica do Instituto de Quimica da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, em colaboracdo com o grupo de pesquisa coordenado pelo Prof.

Dr. Carlos Roland Kaiser.

Os espectros de *H NMR foram obtidos em um instrumento da Bruker Avance
[l (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) de alta resolucao, operando a 500,13 MHz
e obtidos com uma largura espectral de 10000 Hz, pulso de 10 us, tempo de
relaxacdo de 1 s, resultando em um tempo de aquisicdo de 3,27 s e numero de
varreduras de 128. A avaliacdo dos grupos funcionais contendo oxigénio e
hidrocarbonetos foi obtida a partir da integracédo de regides apropriadas do espectro
(Tabela 7) de acordo com JOSEPH et al. (2010), excluindo a agua (& 3,7-3,3 ppm) e
o pico do solvente (& 2,4-2,2 ppm). As areas integradas para as diferentes regides

dos espectros foram normalizadas.

Tabela 7. Deslocamento quimico (ppm) para cada tipo de hidrogénio analisado.

Deslocamento

quimico (ppm) Tipo de hidrogénio

12,5-11 -COOH

11,0-8,25 -CHO, ArOH

8,25-6,0 H de arométicos e alcenos conjugados
6,0-4,2 OH de alifaticos, -CH=CH-, Ar-CH,-O-R
4,2-3,0 R-CH,-O-R, CH3-O-R
3,0-2,0 -CH,CH=0, H de alifaticos

2,0-0,0 H de alifaticos
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4.6.2 GCxGC-TOFMS

As analises das amostras do conjunto | foram realizadas em um sistema
GCxGC-TOFMS modelo Pegasus 4D (Leco, St. Joseph, MI, EUA), que consiste em
um cromatografo a gas Agilent Technologies, modelo 6890 (Palo Alto, CA, EUA)
equipado com um forno secundéario, um modulador criogénico de quatro jatos e dois
estagios e um TOFMS modelo Pegasus Il (Leco, St. Joseph, MI, EUA). Para as
analises das amostras do conjunto Il, estas foram injetadas no sistema GCxGC-
TOFMS modelo Pegasus 4D (Leco, St. Joseph, MI, USA), no qual o cromatégrafo a
gas é Agilent Technologies, modelo 7890 (Palo Alto, CA, USA) e o TOFMS modelo
Pegasus H11 (Leco, St. Joseph, MI, USA).

O conjunto de colunas cromatograficas utlizado foi: DB-5 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA), 5%-fenil-95%-metilsiloxano (30 m, 0,25 mm d. i.,
0,25 pym df) na primeira dimenséo (‘D) e BPX 50 (SGE, Ringwood, Vic, Australia),
50%-fenil-50%-metilsiloxano (1,5 m, 0,1 mm d. i., 0,1 um df) na segunda dimensao
(°D). A segunda coluna foi conectada ao TOFMS com o uso de um capilar vazio
desativado (0,5 m x 0,25 mm d. i.). As colunas e o capilar vazio foram conectados
por unides SGE, usando anilhas de SilTite™ (Ringwood, VIC, Australia) para

colunas cromatograficas com diametro interno entre 0,10 e 0,25 mm.

Hélio (99,999 % de pureza) foi usado como gas carreador no modo de fluxo
constante a 1,0 mL min®. Para as andlises das amostras do conjunto I, a
programacéo de temperatura foi: 35 °C (15 min) a 330 °C a 4 °C min*. O volume de
injecéo foi 1 pL, no modo sem divisédo de fluxo a 280 °C, com tempo de purga de 60
s e fluxo de purga de 5 mL min™. A programac&o de temperatura do segundo forno
foi paralela a da primeira, porém com temperatura 20 °C maior que a programacao
do primeiro forno. O periodo de modulacdo foi de 6 segundos, com 2 s de jato
quente. A temperatura do modulador foi 30 °C acima da programacdo de

temperatura do forno 'D.

Para as analises das amostras do conjunto I, no intuito de se obter uma
melhor separacdo das substancias no plano cromatogréafico, a programacao de
temperatura do forno da 'D, a programacdo de temperatura do forno da °D e o

periodo de modulacdo foram avaliados na inje¢cdo da amostra M450S e estédo
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resumidos na Tabela 8. Dessa forma, a condicdo otimizada e utilizada para as
amostras dos conjuntos Il e Il foi: programacéo de temperatura de 35 °C (6 min) a
330 °C a 3 °C min'; programacao de temperatura do segundo forno foi paralela a da
primeira, porém com uma temperatura 10 °C maior que a programacao do primeiro

forno; o periodo de modulacéo foi de 7 segundos, com 2 s de jato quente.

Tabela 8. Pardmetros utilizados na avaliacdo da melhor condigdo cromatografica com o uso da
amostra M450S.

Parametros cromatogréaficos

Condicdo  programacéo de Programacao de Periodo de
temperatura forno 'D temperatura forno D modulacéao (s)
1 35°C (15°m|n) _a_:1330 C 20 °C > 1D 6
a4 °C min
5 35°C (6 rpm)g:}lso C 5°C > 1p 6
a3 °Cmin
3 35°C (6 rpm)z_a;%lSO C 10 °C > D 7
a3 °Cmin

A temperatura da linha de transferéncia para o espectrometro de massas foi
de 280 °C. O TOFMS foi operado no modo de ionizacdo por impacto de elétrons,
com energia aplicada de 70 eV e a faixa de massas analisada foi de 35 a 600
Dalton. A temperatura da fonte iGnica foi de 230 °C, o detector foi operado com uma
voltagem de -1600 V (conjunto 1) e -1350 V (conjuntos Il e Ill) e a taxa de aquisicéo

foi de 100 espectros segundo™.

A aquisicdo e o processamento dos dados foram realizados com o uso do
programa ChromaTOF® versdo 4.21 (conjunto 1) e versdo 4.4 (conjunto II) (Leco, St.
Joseph, MI, USA). Depois da aquisicdo dos dados, as amostras foram submetidas a
um método de processamento onde 0s picos que apresentam uma relacao
sinal/ruido acima de 1000 foram selecionados. As areas dos picos individuais foram
obtidas utilizando o pico base de cada espectro, gerando uma lista com todos os
picos detectados. A identificacdo das substancias foi feita por comparacdo do
espectro de massas deconvoluido obtido com o da biblioteca NIST Mass Spectral
versdo 2.0. Além disso, foram utilizados os tempos de retencdo e a ordem de eluigdo

das substancias padréao. Alguns resultados aberrantes foram excluidos dessa lista,
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como moléculas contendo Cl, Br e Si. As éareas relativas dos demais picos foram
calculadas. A partir disso, foi utilizado um filtro de similaridade, onde apenas as
substancias com espectros de massas apresentando similaridade maior que 800
(>80%) foram avaliadas. As amostras foram analisadas a partir dos cromatogramas
de ions totais (TIC, total ion chromatogram) e dos cromatogramas de ions extraidos
(EIC, extracted ion chromatogram). As classes foram identificadas buscando-se ions
diagnosticos de cada familia, tais como benzeno e alquil-benzenos (m/z 78, 91, 92,
105, 106, 119, 120, 133, 134, 147, 148), naftaleno e alquil-naftalenos (m/z 128, 142,
156, 170, 184), fendis e alquil-fendis (m/z 94, 108, 122, 136, 150), benzenodidis (m/z
110, 124, 138, 152), acidos (m/z 45, 60, 88, 102), naftalenol e alquil-naftalenéis (m/z
144, 158, 172).

4.6.2.1 Validacdo do método GCxGC-TOFMS

A validacdo do método foi realizada buscando-se alguns parametros de
qualidade, tais como a faixa dinamica, linearidade, preciséo, exatiddo, os limites de

deteccao e quantificagcao.

Solu¢des-padrao em diferentes niveis de concentracdo para a construcdo das
curvas analiticas foram preparadas em triplicata e analisadas em dias diferentes por
GCxGC-TOFMS. As curvas analiticas foram construidas a partir das razdes das
areas do padrao/padrdo interno versus as razfes das concentracdes do

padrao/concentracdo do padréo interno.

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do método foram
calculados estatisticamente utilizando os parametros das trés curvas analiticas
(INMETRO, 2007), conforme as equagOes, onde a = média dos coeficientes

angulares e s, = desvio-padrao dos coeficientes lineares:

LD = 3,3x2 LO = 6,0x2
a a
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A avaliagao da repetibilidade e da preciséo foi realizada de duas formas. Na
primeira, a mistura padrdo a 5,0 ng uL™ foi analisada cinco vezes no mesmo dia. A
segunda foi realizada com a amostra (#85) fortificada com a mistura padrdo a 5,0 ng
uL™ e analisada em triplicata. A precisao foi avaliada pela repetibilidade dos valores

de concentracéo (em ng pL™) obtidos para as substancias padréo.

A recuperacéo (%) foi calculada utilizando a seguinte equacao:

[Conaiito (amostra fort) — Copaiivo (amostra sem fort)] 100
X

Recuperacao =
Cpadr ao

4.6.2.2 Quantificacdo dos analitos selecionados

Os valores de concentracdo (ng pL™) dos analitos selecionados nas amostras
de bio-6leo foram obtidos utilizando as curvas analiticas de cada substancia padrao.
Em seguida, a concentracdo em pg g™ foi calculada considerando a massa pesada

de cada amostra.

4.6.3 ESI(-)FT-ICR MS

As andlises por ESI(-)-FT-ICR MS foram realizadas no Nucleo de
Competéncias em Quimica do Petréleo — LabPetro — do Departamento de Quimica
da Universidade Federal do Espirito Santo, em colaboracdo com o grupo de

pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Eustaquio V. R. de Castro.

As solucBes de bio-6leo foram preparadas (0,5 mg mL™) e infundidas
diretamente em uma fonte de ionizagdo por ESI, operando no modo negativo, a um
fluxo de 5 mL min™. O espectrdmetro de massas de ultra-alta resolugéo, modelo
SOLARIX 9,4 T (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) foi configurado para operar
em uma faixa de massas de m/z 150-1200. As condicOes gerais de analises por ESI
foram: presséo do gas de 1,0 bar, voltagem do capilar de +4 kV, e 250 °C para a

temperatura do capilar de transferéncia de ions. O tempo de acumulacédo ibnica na
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célula de coliséo foi de 0,015 s, enquanto o tempo de voo foi ajustado para 0,4 ms
(SMITH et al., 2012). Cada espectro de massas foi obtido pela acumulacéo de 200
varreduras no dominio do tempo, em uma faixa de massa entre m/z 150-1200. Uma
solucédo de trifluoracetato de sodio (NaTFA) foi utilizada como calibrante externo.
Uma resolucédo de 450.000 em m/z 350 e uma precisdo em massas menor que 1
ppm foi alcancada, proporcionando uma atribui¢cdo inequivoca da formula molecular

dos ions produzidos.

Os espectros de massas por ESI(-)-FT-ICR MS foram adquiridos utilizando o
software Compass Data Analysis® (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os
espectros de massas combinados foram processados utilizando o software
Composer (Sierra Analytics, EUA), programado para atribuir férmulas moleculares e
realizar uma recalibracdo interna com as séries homélogas. Neste estudo, foram
utilizadas as séries das classes O3, Os, O7, O11 € O32 (conjunto 1) e Oy, O4, O, O; €
Oy (conjunto 1), previamente identificadas usando a calibracdo externa com cinco
pontos do NaTFA. O erro maximo aceitavel de atribuicdo das férmulas moleculares
foi de 1 ppm. Além disso, utilizou-se uma abundancia relativa minima de 0,3% por
pico. ApGs o processamento dos dados, com a finalidade de facilitar a interpretacéo
e a visualizacdo das informacdes, graficos de niamero de carbono versus DBE e a
distribuicdo de compostos contendo heteroatomos foram construidos. O DBE é
considerado o numero de anéis mais o numero de ligacdes duplas em cada estrutura

molecular, calculado da seguinte forma:

DBE = C H+N+1
N 2 2

Onde C, H, e N sdo os numeros de carbono, hidrogénio, e atomos de
nitrogénio, respectivamente, na formula molecular. Para a distribuicdo de classes
heteroatomos, a abundancia relativa foi obtida pela soma das intensidades dos picos
para os ions de cada classe, dividido pela soma das intensidades de todos os ions
para as massas atribuidas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA

5.1.1 Conjunto |

As amostras de bio-6leo de pirdlise convencional deste conjunto foram
previamente caracterizadas utilizando GCxGC-TOFMS e GC/MS em trabalhos
anteriores (TESSAROLO, 2012; TESSAROLO et al., 2013). Assim, nesta parte seréo
abordadas as analises por ESI(-)-FT-ICR MS e a avaliacdo da integracdo das duas
técnicas. A GCxGC ¢é responsavel por fornecer um aumento da resolucéo
cromatografica e da seletividade, porém o uso da GC apresenta limitacdes com
relagdo a volatilidade e estabilidade térmica das substancias. Dessa forma, as
analises por ESI(-)-FT-ICR MS foram realizadas no intuito de identificar as
substancias mais polares e de maior massa molecular, permitindo uma
caracterizagdo complementar e abrangente das amostras. A integracdo dos
resultados obtidos pela ESI(-)-FT-ICR MS e pela GCxGC-TOFMS né&o pode ser
guantitativa em funcdo das diferencas entre as técnicas, como por exemplo, 0s
modos de ionizacdo utilizados em cada uma. No processo de ionizacdo por ESI as
substancias que apresentam carater acido, tais como &cidos carboxilicos e fendis,

séo seletivamente ionizados por meio da desprotonagéo, gerando os ions [M-H]".

5.1.1.1 ESI(-)-FT-ICR MS

Nas analises por ESI(-)-FT-ICR MS, a recalibragédo interna foi realizada no
intuito de se aumentar o percentual de picos identificados, para os quais foram
atribuidos as férmulas moleculares, com uma diminuicdo dos erros nestas
atribuicdes. A recalibracéo possibilitou uma identificacdo mais confiavel das formulas
moleculares. Neste estudo, a recalibracdo interna foi feita a partir de uma lista de
séries homodlogas de substancias pertencentes as classes oxigenadas Oz, Os, Oy,
011 € O12 (Apéndice A). Com a recalibracdo, o numero de picos identificados, suas
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porcentagens em relagdo ao numero total de picos e a média dos erros para as

formulas moleculares atribuidas foram resumidos na Tabela 9.

Tabela 9. Porcentagem de picos identificados por ESI(-)-FT-ICR MS, a média dos erros para as
férmulas moleculares atribuidas (ppm e mDa) e o desvio padrdo (ppm e mDa) para as amostras a
partir da recalibracéo.

Amostra

#75 #85

Numero de picos identificados 836 564

% de picos identificados 86,6 83,8
Média dos erros (ppm) 0,024 0,015
Desvio padrao (ppm) 0,2938 0,2828
Média dos erros (mDa) 0,0089 0,0042
Desvio padrdao (mDa) 0,1028 0,0934

As Figura 13 a e b ilustram os espectros de massas por ESI(-)-FT-ICR MS
para as amostras de bio-6leo obtidas a partir do cacho vazio do fruto usado na
producdo do 6leo de palma (#75) e de lascas de madeira de pinho (#85),
respectivamente. Os valores de m/z sdo mostrados na regiao de 150-700, onde as
espécies mais abundantes foram encontradas e correspondem as classes Oy.
Ambos o0s espectros apresentam uma distribuicdo média de massa molecular
semelhante, centrado em aproximadamente m/z 200. O tempo de voo, um
parametro experimental do instrumento, foi avaliado no intuito de favorecer a captura
de espécies de baixa massa molecular no ICR, porém maiores que m/z 150. O valor
experimental otimizado foi de 0,4 ms baseado no trabalho desenvolvido por SMITH
et al. (2012).
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Figura 13. Espectros de massas por ESI(-)-FT-ICR MS para as amostras #75 (a) e #85 (b). As
férmulas moleculares de algumas espécies oxigenadas séo atribuidas.

A distribuicdo das classes de heterodtomos foi demonstrada apenas para as
classes com abundéancia maior que 0,15 % (Figura 14). Vérias classes de
substancias contendo oxigénio (classes Oy, onde x = 2-14) e classes mistas
(classes N;1Oy, onde y = 5-9) foram identificadas. A classe Os € a mais abundante,
apresentando 17,7% (#75) e 19,2% (#85) de intensidade relativa. Esta classe
consiste principalmente de substancias derivadas de agucares, que serdo discutidas
posteriormente. Devem ser destacadas algumas diferencas na distribuicdo das

amostras:

v' A identificacdo das classes de substancias contendo nitrogénio apenas na
amostra #75, mesmo com abundancia relativa menor que 1 %, esta de acordo
com os resultados obtidos por GCxGC-TOFMS em trabalhos anteriores
(TESSAROLO, 2012; TESSAROLO et al.,, 2013). Essa diferenca esta
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relacionada com a composi¢cao dos diferentes tipos de biomassa usados na

pirélise convencional.

v A amostra #85 mostrou-se ligeiramente mais enriquecida em substancias
contendo um menor niumero de atomos de oxigénio (classes O3z a O7) quando
comparada a #75. A #75 apresentou maior quantidade de substancias das

classes Og a O14.

v' A classe O,, acidos carboxilicos, foi identificada apenas na amostra #75.

20
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Figura 14. Distribuicdo das classes de heteroatomos para as amostras obtida com ESI(-)-FT-ICR MS.

Os diagramas de contorno de DBE versus numero de atomos carbono das
classes Oy e N;Oy (onde x = 2-14 e y = 5-9) estdo ilustrados nas Figura 15 (#75) e
Figura 16 (#85).
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Figura 15. Diagramas de contorno de DBE versus nimero de atomos de carbono para as classes
O,_14€ N;O5_gda amostra #75.
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Figura 16. Diagramas de contorno de DBE versus niimero de atomos de carbono para as classes
O3 13 da amostra #85.

A partir dos diagramas, destacam-se alguns resultados:

v" Uma distribuicao continua, comum em estudos de petroleémica, foi observada
para as classes contendo oxigénio, apresentando até 28 atomos de carbono e
valores de DBE até 13.

v' A classe O, da amostra #75 apresenta cinco acidos graxos, sendo os acidos
palmitico e estearico os mais abundantes. BOEY et al. (2011) observaram
gue o residuo do 6leo de palma é enriquecido em acidos graxos. Além disso,
a presenca destes acidos em bio-6leos € dependente das condicbes de
pirélise (NGO et al., 2013).
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v" De acordo com o trabalho desenvolvido por SMITH et al. (2012), a presenca
de sinais com valores de DBE maiores ou iguais a 5 na classe O3 sugere
fortemente que estas substancias possuem uma estrutura aromatica. Nesta

classe, a amostra #85 nado apresentou valores de DBE igual 5.

v' Outro comportamento diferente da amostra #75 em relacdo a #85 foi
observado para a distribuicdo da classe O4, que apresentou sinais dispersos
para numeros de carbono elevados. Fazendo uma analogia com JARVIS et
al. (2012), isso sugere uma distribuicdo multimodal e confirma que estes
efeitos sdo provavelmente inerentes das amostras de bio-6leos, embora a

natureza quimica destas substancias ainda ndo tenha sido desvendada.

v Interessantemente, as classes Os-O; na amostra #85 apresentaram

substancias dominantes no espectro de massas da Figura 13.

v As classes N0, foram classificadas como sendo substancias de agucares
associadas a algumas substancias secundarias contendo nitrogénio da

biomassa.

5.1.1.2 Integragdo GCxGC-TOFMS e ESI(-)-FT-ICR MS

Substéncias derivadas de acucares foram identificadas utilizando tanto a
GCxGC-TOFMS como a ESI(-)-FT-ICR MS (Figura 17). O levoglicosano foi uma das
substancias com maior massa molecular que foi detectada com a técnica de
GCxGC-TOFMS. Ja nas andlises por ESI(-)-FT-ICR MS, este correspondeu a um
dos sinais identificado com menor massa molecular (m/z 161,04552). Além disso, a
ESI(-)-FT-ICR MS possibilitou a detec¢cdo de outras substancias derivadas de
agucares das classes Os—Og na amostra #85, conforme ilustrado na Figura 18. As
estruturas foram propostas tentativamente a partir das formulas moleculares e dos
valores de DBE de cada pico identificado, com base no trabalho desenvolvido por
SMITH et al. (2012).
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Figura 17. Levoglicosano identificado por GCxGC-TOFMS (a) e FT-ICR MS (b) na amostra #85. O
espectro de massas utilizado na identificacdo da substéancia por GCxGC-TOFMS é apresentado.

14 14 -,
Os Oq
12 1 124
10 10
- o o o
8+ 8
w . e w . e o o
T @ e
6 6
. . e
- . .
4 4
2 2
0 T T T T T T T T T T T d 0 T T T T T T T T T T T 1
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
C C
149 144
o, ] o,
129 124 e o o o o
10 104
- e e e 4 . - A L)
8 84
4 o g :
* o e o . .
o 6 o 6
C e e e e -
e 0 o - 1 L)
47 v e e 47 Oo
21 24
0 LA I B B B B B | T T T 1 0 LA L B | T T T T T T T |
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
C C

Figura 18. Diagramas de contorno de DBE versus niimero de atomos de carbono para as classes
Os_g da amostra #85, ilustrando as estruturas das substancias derivadas de agucares identificadas
tentativamente.
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Na Figura 19, substancias fendlicas foram identificadas utilizando a GCxGC-
TOFMS nas amostras #75 e #85 a partir dos ions m/z 94, 108, 122, 136 e 150.
Comparando com os resultados obtidos por ESI(-)-FT-ICR MS (Figura 20), apenas
duas substancias fendlicas que pertencem as classes O3z e O, foram detectadas por
ambas as técnicas. De acordo com SMITH et al. (2012), nas analises por ESI(-)-FT-
ICR MS, as substancias com DBE maior ou igual a 4, correspondem as substancias
fendlicas. Na analise das amostras de bio-0leo, ndo € apropriado realizar uma
comparacao quantitativa entre os dados obtidos para abundancia ou concentracao
das classes das substancias identificadas. Esse fato esta relacionado as diferencas
entre as técnicas. Na fonte por ESI pode ocorrer a supressdo do sinal, o que
impossibilita uma analise quantitativa. Dessa forma, a comparacao realizada neste

estudo foi apenas no ambito qualitativo.

. on HO.
CaHy ~ M 194108 122 136 150 o
. assas: ~o o O z

| @ © oH

| a1)

Figura 19. Substancias fendlicas identificadas a partir do cromatograma dos ions extraidos m/z 94,
108, 122, 136 e 150 por GCxGC-TOFMS.
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Figura 20. Substancias fendlicas identificadas por GCxGC-TOFMS (a) e ESI(-)-FT-ICR MS (b) na
amostra #85. Os espectros de massas de baixa resolucdo usados na identificacdo das substancias
por GCxGC-TOFMS séo ilustrados.

Os acidos graxos foram detectados em uma série homoéloga na amostra #75
utiizando ambas as técnicas (Figura 21). A ESI(-)-FT-ICR MS permitiu a
identificacdo de acidos graxos maiores que o0 acido dodecandico (Ci2—Cy),
enquanto que a GCxGC-TOFMS possibilitou a identificacdo de acidos menores que
0 &cido undecandico, de C,—C;;. Os resultados indicam uma complementaridade
entre as técnicas na analise de acidos graxos, na qual foram avaliados os limites de
cada técnica a partir do tamanho das cadeias hidrocarbdnicas das substancias

detectadas.
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Figura 21. Gréfico de relacdo das areas (GCxGC-TOFMS) e intensidades (ESI(-)-FT-ICR MS) dos
picos para os acidos saturados presentes na amostra # 75.

OLCESE et al. (2013) descreveram a primeira abordagem combinando a
técnica de GC bidimensional heart-cutting acoplada a um detector por ionizagdo em
chama e um espectrbmetro de massas (GC-GC/MS-FID, heart-cutting two-
dimensional gas chromatography coupled to a flame ionization detector and mass
spectrometry) com a FT-ICR MS para avaliar a seletividade da conversao catalitica
de bio-6leos. Usando o mesmo procedimento de OLCESE et al. (2013), a fim de se
avaliar a complementaridade das técnicas estudadas, os resultados referentes a
area relativa para GCxGC-TOFMS e abundéancia relativa para ESI(-)-FT-ICR MS,
correspondentes aos numeros de atomos de carbono e de oxigénio das substancias
identificadas estao ilustradas na Figura 22. As substancias analisadas por ESI(-)-FT-
ICR MS séo polares, com massa molecular maior que 150 Da e abrangem uma faixa
ampla de niumeros de atomos de oxigénio (O,—014) e de carbono (Cs—C;7). No caso
das andlises por GCxGC-TOFMS (TESSAROLO, 2012; TESSAROLO et al., 2013),
as substancias identificadas apresentam massa molecular menor que 200 Da e

incluem uma faixa com menor niamero de oxigénio (Oy;—Og) € numero de carbono

(C3—C14).
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A distribuicdo das classes de heterodtomos para as amostras por ESI(-)-FT-
ICR MS e GCxGC-TOFMS em funcdo da abundancia relativa e area relativa,
respectivamente, estao ilustradas na Figura 23. A GCxGC-TOFMS e a ESI(-)-FT-
ICR MS apresentam-se como técnicas analiticas complementares na caracterizacao
de bio-6leos, permitindo a identificagdo de substancias volateis e polares,

respectivamente.

Os resultados mostram que as duas técnicas sado Uteis individualmente na
analise de bio-6leos. No entanto, em funcdo da complementaridade das técnicas,
uma caracterizacdo molecular mais detalhada pode ser alcancada se ambas as

técnicas analiticas sao utilizadas.
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Figura 22. Grafico de relagdo dos nimeros de atomos de C e O obtidos nas andlises por GCxGC-
TOFMS e ESI(-)-FT-ICR MS em func¢édo da area relativa (GCxGC-TOFMS) e abundancia relativa
(ESI(-)-FT-ICR MS) para as amostras dos bio-6leos #75 (a) e #85 (b).
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Figura 23. Distribui¢éo das classes de heterodtomos obtidas nas andlises por GCxGC-TOFMS e
ESI(-)-FT-ICR MS em funcéo das suas abundéancias relativas para as amostras dos bio-6leos #75 (a)
e #85 (b).

5.1.1.3 Consideracdes

O uso de ambas as técnicas de GCxGC-TOFMS e de ESI(-)-FT-ICR MS
possibilitou uma caracterizagcdo mais detalhada e abrangente das amostras de bio-
0leo do conjunto I. A técnica de GCxGC-TOFMS tem como vantagem uma excelente
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resolucdo cromatografica, permitindo a separacdo com deteccao e caracterizacdo de
muitas substancias fendlicas. Entretanto, as limitacdes para esta técnica incluem a
volatilidade das substancias e faixa dinamica de massa molecular. Ja a FT-ICR MS,
com uma fonte de ionizacdo por ESI, possibilitou a identificacdo das substancias
oxigenadas polares e nao volateis, tais como aquelas derivadas de acucares, que
nao foram detectadas por GCxGC-TOFMS.

5.1.2 Conjunto Il

As amostras de bio-6leo obtidas a partir da pirélise convencional e catalitica
de bagaco de cana e de madeira, utilizando diferentes temperaturas no processo
(550 °C, 500 °C e 450 °C), foram caracterizadas utilizando *H NMR, GCxGC-
TOFMS e ESI(-)-FT-ICR MS.

5.1.2.1 *H NMR

A caracterizacdo das amostras por ‘H NMR foi realizada para avaliar a
composi¢cdo do bio-6leo como um todo, diferente das técnicas de cromatografia e
espectrometria de massas, que permitem a andlise de fragcbes das amostras de

acordo com a volatilidade e a polaridade das substancias.

A Figura 24 ilustra os espectros de *H NMR das amostras de bio-6leo do
conjunto Il obtidas com madeira. As areas integradas para as diferentes regides dos
espectros foram medidas excluindo o sinal residual do solvente (2,4 ppm) e o sinal
da agua (3,7-3,3 ppm), e entdo normalizadas. Os valores estdo descritos nas
Tabela 10 e Tabela 11, de modo a avaliar o percentual de um determinado tipo de
hidrogénio em cada amostra e comparar os resultados obtidos para bio-0leos da

mesma biomassa.
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Figura 24. Espectros de 'H NMR (500 MHz, DMSO-d;) para as amostras de bio-6leo obtidos da pir6lise da madeira (M) a diferentes temperaturas (450 °C,

500 °C e 550 °C), com (Z) ou sem (S) o uso do catalisador ZSM-5.
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Tabela 10. Percentual normalizado de hidrogénios baseado na integracéo por regides do espectro de 'H NMR das amostras obtidas com bagaco de cana

Deslocamento

Tipo de hidrogénio

Area bruta integrada e normalizada

quimico (ppm) BC550S BC550Z
12,5-11,0 -COOH 4,06 0,22
11,0-8,25 -CHO, ArOH 8,99 3,01
8,25-6,0 H de aromaéticos e alcenos conjugados 16,28 24,53
6,0-4,2 OH de alifaticos, -CH=CH-, Ar-CH,-O-R 9,13 6,55
4,2-3,0 R-CH,-O-R, CH3-O-R 14,25 9,88
3,0-2,0 -CH,CH=0, H de alifaticos 16,04 28,13
2,0-0,0 H de alifaticos 31,24 27,69

Tabela 11. Percentual normalizado de hidrogénios baseado na integragdo por regides do espectro de 'H NMR das amostras obtidas com madeira.

Deslocamento Tipo de hidrogénio

Area bruta integrada e normalizada

quimico (ppm) M450S M450Z M500S M500Z M550S M550Z
12,5-11,0 -COOH 1,19 0,43 0,25 0,11 1,09 0,08
11,0-8,25 -CHO, ArOH 8,59 5,84 5,86 3,57 5,59 4,95
8,25-6,0 H de arométicos e alcenos conjugados 17,74 19,90 18,18 20,05 14,26 25,33
6,0-4,2 OH de alifaticos, -CH=CH-, Ar-CH,-O-R 6,50 3,62 7,86 7,56 15,05 3,44
4,2-3,0 R-CH,-O-R, CH;3-O-R 15,73 15,28 13,74 14,85 24,95 12,42
3,0-2,0 -CH>,CH=0, H de alifaticos 24,33 32,83 28,61 32,64 18,72 31,84
2.0-0,0 H de alifaticos 25,93 22.10 25,49 21,22 20,34 21,94
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Na Tabela 10, os resultados para as amostras de bio-6leo obtidas a partir de
bagaco de cana a 550 °C, BC550S e BC550Z, demonstram que o uso do catalisador
ZSM-5 influenciou na reducao dos hidrogénios das espécies oxigenadas presentes
nas regides entre 12,5-8,25 e 6,0-3,0 ppm. A regido entre 12,5-11,0 ppm deve ser
destacada, pois corresponde ao hidrogénio de &cidos carboxilicos, a qual
apresentou uma reducao significativa para a amostra obtida com o uso do
catalisador ZSM-5. Além disso, foi observado um aumento no percentual de
hidrogénios de arométicos e de alcenos conjugados. A sobreposicao espectral de
hidrogénios a a carbonila e hidrogénios alifaticos (regido entre 3,0-2,0 ppm) dificulta
a avaliacdo do comportamento de hidrogénios alifaticos. Entretanto, a reducédo do
percentual de hidrogénios referentes a acidos na regido entre 12,5-11,0 ppm e o
aumento do percentual na regidao entre 3,0-0,0 ppm com o uso do catalisador,
indicam um pequeno aumento de hidrogénios alifaticos na pirélise catalitica em

comparacao com a pirdlise convencional.

O mesmo comportamento com o uso do catalisador ZSM-5 foi observado para
a amostra de bio-6leo de madeira, ou seja, reducdo dos hidrogénios das espécies
oxigenadas e um aumento no percentual de hidrogénios de aromaticos e de alcenos
conjugados. Para as amostras obtidas a 500 °C ndo foi observada a mesma
tendéncia para os hidrogénios referentes a éteres e grupos metoxi (4,2-3,0 ppm),
provavelmente em funcdo da sobreposicdo espectral da regido de agua, o que

influencia na medida para essa regidao (Tabela 11).

5.1.2.2 GCxGC-TOFMS

5.1.2.2.1 Avaliacdo do método GCxGC-TOFMS

Na otimizacdo de um método GCxGC-TOFMS para elucidacdo da
composicdo de bio-0leos, o0s parametros cromatograficos devem ser
cuidadosamente avaliados, a fim de se obter uma melhor separacdo. A forma do
pico, bem como a elevada quantidade de espaco 2D desocupado, sdo parametros
tipicamente observados em muitas separacbes cromatograficas bidimensionais
(TRANCHIDA et al., 2007).
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Na Figura 25 sao ilustrados os cromatogramas de ions totais da amostra
M450S utilizando trés diferentes condigbes na otimizacdo do método. A primeira
condicdo (Figura 25a) foi utilizada em trabalhos anteriores para a analise das
amostras do conjunto | (TESSAROLO, 2012; TESSAROLO et al., 2013). A segunda
condigdo, na qual modificou-se a rampa de temperatura, a isoterma na temperatura
inicial e a diferenca de temperatura entre os dois fornos, proporcionou um aumento
na separacdo cromatografica. No entanto, observou-se o efeito denominado de
wrap-aroud (Figura 25b). O wrap-around, fendmeno que deve ser evitado, ocorre
quando o tempo de retencdo de uma substancia na segunda coluna excede o
periodo de modulagdo. Portanto, as condi¢cdes experimentais sdo geralmente
ajustadas para que o periodo de modulacao seja maior do que o tempo de retencéo
das substancias que sdo mais fortemente retidas na segunda dimensao (DALLUGE
et al., 2003). A terceira condicdo, que foi modificada da segunda na diferenca de
temperatura entre os dois fornos e no periodo de modulacao, foi escolhida para este
trabalho (Figura 25c) em funcdo do aumento significativo da capacidade de
separacao com 0s picos inseridos no periodo de modulacdo. Deve-se destacar que
as concentracdes das solucdes na primeira e na segunda condicéo foram diferentes
da terceira, sendo aproximadamente 20 mg mL™ e 10 mg mL™, respectivamente.
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Figura 25. TIC da amostra M450S usando diferentes condi?()es cromatograficas na otimizacao: (a)
condicéo 1 (20 mg mL'l), (b) condicdo 2 (20 mg mL™) e (c) condicdo 3 (10 mg mL'l).

A utilizacdo da GCxGC resulta em uma distribuicAo organizada das
substancias no espaco bidimensional, de acordo com suas propriedades fisico-
guimicas e, consequentemente suas classes quimicas. Assim, a separacéo
cromatografica estruturada por classe quimica tem grande potencial para a

identificagéo, fornecendo uma informagéo adicional sobre a estrutura quimica das
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moléculas (MONDELLO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2012). A Figura 26 ilustra uma
regido expandida do plano cromatogréafico, mostrando claramente este efeito para

diferentes classes de substancias detectadas em bio-6leos.

Massas: TIC
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—
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Figura 26. TIC de uma regido expandida do plano cromatogréfico da amostra BC550Z, ilustrando a
separacao por classes quimicas.

A técnica de GCxGC é ideal na separacdo de misturas complexas e na
caracterizacdo de substancias com estrutura quimica similar (Figura 27), que se
fossem analisadas por cromatografia unidimensional iriam eluir na mesma regiao

cromatografica.
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Figura 27. TIC da amostra M450Z mostrando o poder de resolugdo em uma regido complexa. Os
espectros de massas utilizados na identificacao estao ilustrados.

O acoplamento do TOFMS com o sistema de deteccéo pode ser considerado
como uma terceira dimensdo analitica, fornecendo uma identificagdo confiavel
através do espectro de massas e uma capacidade de separacao adicional pelo
algoritmo da deconvolucéao espectral (Figura 28). A deconvolucdo consiste em um
tratamento de dados usado para a separacdo matematica de picos coeluidos
cromatograficamente que apresentam diferengcas minoritarias no tempo de retencdo
na distribuicdo Gaussiana dos ions dentro do sinal referente aos ions totais. Com
isso € possivel discriminar e obter os espectros de massa das substancias

coeluidas, permitindo a identificacdo das mesmas (CASILLI et al., 2014).

Um ajuste fino da tensé@o do detector foi realizado no intuito de se detectar
substancias ao nivel de traco e evitar os problemas relacionados a perda de

linearidade em concentracbes maiores quando se utiliza o micro-channel plate. A
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voltagem selecionada foi + 50 V da voltagem obtida na calibracdo. Na Figura 29
destacam-se dois picos, sendo que o de menor intensidade (em azul) € uma
Gaussiana bem definida, enquanto que o pico de maior intensidade (em vermelho)

apresenta o pico em uma forma distorcida, ilustrando a saturacdo do detector neste

altimo.
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Figura 28. Deconvolugéo espectral e identificacdo confidvel de duas substancias (1) e (2) que
coeluem na mesma regido cromatogréfica.
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Figura 29. EIC m/z 108 e 120, ilustrando a identificacdo de picos de maior e menor intensidade.

5.1.2.2.2 Validacdo do método GCxGC-TOFMS

O protocolo de validagdo do método fornece dados que geram maior
confiabilidade das analises. A avaliacdo de algumas figuras de mérito foi realizada
na busca de parametros de qualidade, tais como a faixa dindmica, linearidade,

precisao, exatidao, os limites de deteccao e quantificacéo.

Solugbes-padréo em diferentes niveis de concentracdo para a construcao das
curvas analiticas foram preparadas em triplicata e analisadas em dias diferentes
(Tabela 12). As curvas analiticas foram obtidas nas faixas de 0,2-10,0 ng pL™ para
os alquil-fenéis; 0,5-10,0 ng uL™* para a 1,3-di-hidro-2H-inden-2-ona; 0,5-50,0 ng pL™
para a 2-butanona e a ciclopentanona; 5,0-80,0 ng pL™* para a gama-butirolactona, a
2,3-di-hidro-1H-inden-1-ona, o acido hexanoico e o acido octanoico. As substancias
padrao foram avaliadas em faixas diferentes de concentracéo, devido as diferengas
nas propriedades fisico-quimicas, como por exemplo, interacdo com a fase
estacionaria e volatilidade, causando variacdes na sensibilidade de cada analito. Os

coeficientes de determinacdo (Tabela 12), R? foram maiores que 0,99 para a
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maioria das curvas analiticas, sendo uma avaliagdo preliminar de linearidade das
equacles das retas nas faixas avaliadas. Algumas excec¢Oes foram observadas para
as curvas do acido hexanoico, acido octanoico e 2,3-di-hidro-1H-inden-1-ona, que

apresentaram valores de R? entre 0,96 e 0,98.
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Tabela 12. Parametros de qualidade para as substancias padrdo por GCxGC-TOFMS.
S oS equosacma K pme B L9
y = 0,5573x - 0,0007 0,9976
2,6-Dimetilfenol 122 y = 0,1836x - 0,0044 0,9989 0,2-10,0 0,3 0,5
y = 0,4089x - 0,0120 0,9999
y =0,3919x - 0,0122  0,9990
2-Etilfenol 122 y =0,1327x - 0,0068 0,9995 0,2-10,0 0,3 0,6
y = 0,3003x - 0,0165 0,9992
y = 0,5428x - 0,0274  0,9995
2,4-Dimetilfenol 122 y =0,1734x - 0,0082 0,9982 0,2-10,0 0,5 0,9
y = 0,4234x - 0,0245 0,9991
y = 0,3393x - 0,0294 0,9979
4-Etilfenol 122 y =0,1179x - 0,0102 0,9978 0,2-10,0 0,7 1,3
y = 0,2946x - 0,0259 0,9965
y = 0,4236x - 0,0346 0,9984
3,4-Dimetilfenol 122 y =0,1386x - 0,0106 0,9983 0,2-10,0 0,7 1,3
y = 0,3588x - 0,0310 0,9947
o y = 0,5510x - 0,3047 0,9978
f;;’ﬂ:?'_‘éf;k" 132 y=0,1787x - 0,1301 0,9955 5,0-80,0 4,5 8,1
y = 0,3837x - 0,2853 0,9755
o y = 0,2667x - 0,0404 0,9952
Ilr;g-eorl::gl-%?:H- 132 y =0,0939x - 0,0132 0,9965 0,5-10,0 1,2 2,2
y =0,2816x - 0,0384 0,9912
y = 0,4359x + 0,1148 0,9936
2-Butanona 72 y =0,1417x + 0,0299 0,9967 0,5-50,0 2,4 4.4
y = 0,3652x + 0,0531 0,9943
y = 0,4076x + 0,0065 0,9991
Ciclopentanona 84 y =0,1373x + 0,0006 0,9992 0,5-50,0 0,5 1,0
y = 0,3549x - 0,0121 0,9987
y =0,1422x - 0,0885 0,9949
Gama- 86 y = 0,0675x - 0,0826 0,9898 5,0-80,0 3,4 6,1
butirolactona
y =0,1688x - 0,1276 0,9996
- y =0,3161x - 0,4926 0,9948
ﬁc'do . 60 y =0,1960x - 0,3477 0,9824 5,0-80,0 5,8 10,5
exanoico
y = 0,5559x - 0,5846 0,9975
y = 0,2206x - 0,3674 0,9895
Acido octanoico 60 y =0,1436x - 0,2772 0,9698 5,0-80,0 7,0 12,6
y = 0,3934x - 0,4799 0,9982

*lon diagnéstico
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Os valores de LD foram obtidos entre 0,3 e 7,0 ng pL™?, enquanto que os
valores de LQ foram entre 0,5 e 12,6 ng L™ (Tabela 12). Os padrées de &cidos e do
2,3-di-hidro-1H-inden-1-ona apresentaram 0s maiores valores, o que pode estar

relacionado a menor linearidade na curva analitica destas substancias.

A precisdao foi avaliada pela repetibilidade, onde a solugdo-padréo na
concentracdo de 5,0 ng pL™ foi injetada cinco vezes no mesmo dia e as areas dos
padrées e do padrao interno foram obtidas. O desvio-padrdo relativo obtido para a
resposta de cada padrdo foi calculado utilizando a razdo area do padrdo/area do
padrdo interno e para somente a area do padrdo, sem considerar o padrao interno
(Tabela 13). Ao se usar a razdo area do padréo/area do padréo interno, os valores
obtidos para os desvios-padrdo foram mais baixos, entre 0,7 % e 6,7 % e, portanto
todos menores que 10 %, indicando uma boa preciséo e repetibilidade. A escolha do
padrdo interno foi baseada em analises realizadas anteriormente (TESSAROLO,
2012) e na revisdo da literatura, que coincidem na natureza das substancias
encontradas nos bio-6leos, principalmente substancias fendlicas e aromaticas
(MICHAILOF et al., 2014).

Tabela 13. Desvio-padréo relativo obtido para injecdes (n=5) realizadas no mesmo dia.

Desvio-padrao relativo

Padrao Area do padréo / area Area do

do padrao interno padréo
2,6-Dimetilfenol 0,8 5,0
2-Etilfenol 2,3 2,7
2,4-Dimetilfenol 2,4 5,6
4-Etilfenol 1,0 5,8
3,4-Dimetilfenol 0,6 4.5
2,3-di-hidro-1H-Inden-1-ona 2,9 3,0
1,3-di-hidro-2H-Inden-2-ona 1,4 3,8
2-Butanona 0,7 5,3
Ciclopentanona 1,2 4,7

Gama-butirolactona 6,7 3,8
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A amostra #85 foi fortificada a uma concentracéo de 5,0 ng pL™, em triplicata.

A precisdo do método GCxGC-TOFMS foi avaliada pelos valores de concentragdo

(em ng pL™Y) obtidos para as substancias padrdo (Tabela 14). Os valores dos

desvios-padréo relativos foram menores que 7,0 %, exceto para a 2-butanona (12,2

%), indicando uma boa preciséo e repetibilidade, considerando o efeito da matriz. A

recuperagdo é um dos processos de avaliacdo da exatiddo. As medias das

recuperacdes foram obtidas entre 70 e 131% para os padrdes (Figura 30), o que

indica uma boa recuperacéo para as substancias analisadas pelo método GCxGC-

TOFMS.

Tabela 14. Valores de concentracdo obtidos paraa amostra #85 fortificada (n=3) com as substancias
padrdo a concentracéo de 5,0 ng pL . Os desvios-padréo relativos foram calculados.

Substancia padréo nl n2 n3 Média [;23\:;%' Desr\/eiloa-t[i)\z/;l(()jrao
2,6-Dimetilfenol 49 43 46 4,6 0,3 6,4
2-Etilfenol 56 54 55 55 0,1 2,2
2,4-Dimetilfenol 48 43 44 45 0,3 6,7
4-Etilfenol 6,7 6,7 6,7 6,7 0,0 0,4
3,4-Dimetilfenol 64 59 58 6,0 0,3 5,8
2,3-di-hidro-1H-Inden-1-ona 11,8 11,8 11,8 11,8 0,0 0,2
1,3-di-hidro-2H-Inden-2-ona 5,5 55 5,6 5,6 0,1 1,0
2-Butanona 59 75 68 6,7 0,8 12,2
Ciclopentanona 54 53 54 54 0,0 0,9
Gama-butirolactona 18,0 18,0 17,9 18,0 0,1 0,3
Acido hexanoico 22,0 22,3 22,3 22,2 0,2 0,8
Acido octanoico 22,9 22,6 23,1 229 0,3 1,2
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Figura 30. Grafico com valores de recuperacao (%) para a amostra #85 fortificada com padrées na
concentracdo de 5 ng pL™ (n=3).

5.1.2.2.3 Avaliacdo qualitativa das amostras de bio-6leo

Os TIC por GCxGC-TOFMS para todas as amostras de bio-6leo obtidas a 550
°C (Figura 31) e 500 °C e 450 °C (Figura 32) foram comparados e 0s picos mais
intensos identificados. Qualitativamente, as amostras obtidas com catalisador
apresentam uma composi¢ao quimica mais complexa comparando com as amostras
de pirdlise convencional, indicando que a pirélise catalitica aumenta a decomposicéo

da celulose, hemicelulose e lignina para produzir principalmente hidrocarbonetos
aromaticos.
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Figura 31. TIC das amostras de bio-6leo, obtidas com e sem catalisador, por GCxGC-TOFMS: (a) BC550S, (b) BC550Z, (c) M550S e (d) M550Z, onde se
observa a presenca de hidrocarbonetos aromaticos nos bio-6leos obtidos com catalisador, e a auséncia destes nos bio-0leos sem catalisador.
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Figura 32. TIC das amostras de bio-6leo, obtidas com e sem catalisador, por GCxGC-TOFMS: (e) M500S, (f) M500Z, (g) M450S e (h) M450Z.
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Fendis e alquil-fendis foram identificados em todas as amostras usando os
ions m/z 94, 108, 122, 136 e 150 (Figura 33). Na Figura 34, a classe dos
benzenodiodis foi identificada nas amostras de bagaco de cana sem e com
catalisador, BC550S (a) e BC550Z (b), a partir do EIC m/z 110 e 124. E possivel
observar que a eluigédo diferenciada na segunda dimenséo para as substancias das
classes orto e para-benzenodiol esta relacionada a interagdo intramolecular que
ocorre para o orto-benzenodiol, o que diminui sua interacdo com a fase estacionaria

e leva a um menor tempo de retencdo na segunda dimens&o.

Masses: 94 108 122 136 150

3,94

@)

22Dimensao (s)
3,44

1273 1773 2273
12 Dimensao (s)

Figura 33. Fendis identificados na amostra de bio-6leo BC550S a partir dos EIC m/z 94, 108, 122,
136 e 150.



88

OH
(3)
Masses: 110 124

(3) OH
©\OH W o OH

@

362563

PN

23 Dimenséo (s) (ﬂg’\

s .
12 Dimensao (s)
(a) BC550S
‘?‘%’ (LQQ)\
734
Masses: 110 124 OH
416598 (3)
1)
OH
OH OH

OH

22Dimens&o (s) 2301
220

ami .
(b) BC550Z 12Dimenséo (s)

697

Figura 34. EIC m/z 110, 124 e 138 das amostras de bio-6leo (a) BC550S e (b) BC550Z, ilustrando a
identificacao benzenodiois.

A Figura 35 apresenta os TIC para as amostras BC550Z (a) e BC550S (b),
destacando a identificacdo de parte dos hidrocarbonetos aromaticos, que
visualmente apresentam menor abundancia na amostra BC550S que foi produzida
sem o0 uso do catalisador. A expansao da regido cromatografica destacada na figura
demonstra a série homologa dos alquilbenzenos e as diferencas na eluicdo dos
diferentes isbmeros que ocorre pela variagdo da cadeia hidrocarbénica substituida

no anel benzénico.
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Figura 35. TIC para as amostras (a) BC550Z e (b) BC550S, ilustrando a identificacdo da classe dos
hidrocarbonetos aromaticos.

5.1.2.2.4 Avaliagdo quantitativa

A Tabela 15 apresenta as curvas analiticas das substancias padréo utilizadas
para a quantificacdo dos analitos selecionados nas amostras, juntamente com 0s
ions diagnosticos usados para a aquisicdo das areas. Os valores de R? foram
maiores que 0,99 para a maioria das curvas analiticas. A concentracdo inicial da
faixa de trabalho para cada substancia padrdo usada na curvas analitica foi
determinada a partir dos valor de LQ, previamente calculado na Tabela 12. As
concentracdes em ng L™ e pg g* dos analitos nas amostras foram obtidas usando
as curvas analiticas e os valores estdo descritos na Tabela 16 (biomassa de bagaco

de cana) e na Tabela 17 (biomassa de madeira).



Tabela 15. Curvas analiticas das substancias padrao para a quantificacdo dos analitos selecionados.

Substéncia padrao Equacédo da curva R?>  Faixa (ng pL™)
2,6-Dimetilfenol y =0,4820x + 0,1108 0,9991 1,0-100,0
2-Etilfenol y =0,4208x - 0,0932 0,9969 1,0-100,0
2,4-Dimetilfenol y =0,4542x + 0,1778 0,9916 1,0-100,0
4-Etilfenol y = 0,4564x - 0,1950 0,9981 1,0-100,0
3,4-Dimetilfenol y =0,5153x - 0,1924 00,9966 1,0-100,0
2,3-di-hidro-1H-Inden-1-ona y=0,7186x-1,0763 0,9942 10,0-120,0
1,3-di-hidro-2H-Inden-2-ona y = 0,3428x - 0,0608 0,9899 2,0-80,0
2-Butanona y =0,4252x + 0,2797 0,9993 5,0-100,0
Ciclopentanona y =0,3404x + 0,1306 0,9934 1,0-80,0
Gama-butirolactona y =0,1422x - 0,0885 0,9949 5,0-80,0
Acido hexanoico y=0,5124x - 1,5186 0,9831 10,0-120,0
Acido octanoico y =0,3758x - 1,1801 0,9796 10,0-120,0

Tabela 16. Concentracdo (ng uL™ e pg g™) dos analitos identificados nas amostras de bio-6leo
obtidas a partir de bagaco de cana.

Concentracao do analito

Analito BC550S BC550Z

nguL™ pgg™ | ngul™ pgg™
2,6-Dimetilfenol 1.4 131,8 1,8 172,7
2-Etilfenol 3,3 305,1 7,4 697,9
2,4-Dimetilfenol 8,0 736,8 145 1366,2
4-Etilfenol 48,4 4485,7| 44,6 4207,6
3,4-Dimetilfenol 3.4 3159 5,2 487,1
2,3-di-hidro-1H-Inden-1-ona 11,8 1092,2| 20,5 1938,2

1,3-di-hidro-2H-Inden-2-ona nd nd nd nd
2-Butanona 14,6 1350,2| 27,2 2569,6
Ciclopentanona 51 4745 | 10,1 956,4
Gama-butirolactona 39,2 3626,8| 16,3 1540,6
Acido hexanoico 16,8 1556,2| 15,7 1477,6
Acido octanoico 17,4 1611,8| 16,7 15765

nd - ndo detectado
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Tabela 17. Concentracado (ng uL™ e pg g™*) dos analitos selecionados e identificados nas amostras de bio-6leo obtidas a partir de madeira.

Concentracao do analito

Analito M550S M550Z M500S M500Z M450S M450Z
nguL™ pgg™ | ngpl® pgg™® | ngpl? pggt| ngpl? pggt| ngpl? pggt| nguplt uggt

2,6-Dimetilfenol 18 1748 2,9 2741| 11 1054| 22 2110| 05 445 | 1,0 955
2-Etilfenol 37 3495| 88 8232| 35 3372 | 103 9699 | 26 2495| 7,1 6582
2.4-Dimetifenol 26,1 2486,5| 36,7 34285 185 17959| 1,4  133,6| 10,8 1014,6| 19,7 18247
4-Etilfenol 16,1 1534,3| 26,3 2460,4| 9,8 9540 | 293 27657| 7,7 7302 | 186 1717,9
3,4-Dimetilfenol 56 5369| 72 6773| 35 3434| 67 6364| 2,8 2603| 37 3446
2%3232.%”? 11,8 1120,9| 26,1 2436,3| 11,8 11484| 23,9 22557| 12,1 1139,3| 334 3089,3
LEGHNOO-2A g nd | 13 1190 10 944 | nd  nd | nd  nd | 11 1014
2-Butanona 49 468,77 | 294 27495 10,3 9964 | 29,8 2809,0| 22 2047 | 7.8 7254
Ciclopentanona 83 7874 | 128 12002| 64 6254 | 10,7 1007,3| 7,0 661,3| 3,1 2908
Gama-butirolactona 23,5 2239,0 8,1 760,9 21,2 2061,6| 13,7 1292,0| 15,4 1453,9 7,5 690,1
Acido hexanoico 19,2 1830,8| 15,6 1462,5| 20,1 1954,3| 16,0 1507,3| 21,2 2001,2| 19,0 17607
Acido octanoico 17,5 1663,9| 16,5 1546,6| 17,7 1720,8| 16,7 1573,6| 18,0 1702,1| 16,9 15694

nd - ndo detectado
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Na classe dos alquil-fendis, os analitos foram detectados em uma faixa ampla
de concentracdo (9,9 ug g*-4485,7 pg gl). Para esta classe, foi observado um
aumento na concentracdo de alquil-fendis quando as amostras foram obtidas na
pirdlise catalitica. Com relacdo as substancias da classe das cetonas (2-butanona e
ciclopentanona), também foi observado um aumento na concentracdo das mesmas
para a maioria das amostras que utilizaram o catalisador ZSM-5, exceto no caso da
amostra de madeira na temperatura de 450 °C. A gama-butirolactona apresentou
uma menor concentracdo nas amostras obtidas na pirélise catalitica. 2,3-di-hidro-1H-
Inden-1-ona e 1,3-di-hidro-2H-Inden-2-ona foram detectadas apenas nas amostras
M550Z, M500S e M450Z. Os acidos hexanoico e octanoico mostraram um
comportamento inverso nos valores de concentracdo quando comparados a classe

dos alquil-fendis e cetonas, com uso do catalisador.

A analise quantitativa dos analitos selecionados nas amostras foi realizada
com 0 uso de substancias padrdo para a construcdo das curvas analiticas,
restringindo a obtencdo da concentracdo apenas para 0s analitos que estao
relacionados a substancia padréo. Dessa forma, no intuito de se verificar o efeito do
catalisador e da temperatura no processo de pirolise, uma analise semi-quantitativa
foi realizada para uma avaliacdo da composi¢cdo das amostras como um todo com

relacédo as substancias detectadas por GCxGC-TOFMS.

5.1.2.2.5 Avaliagdo semi-quantitativa

A analise semi-quantitativa das amostras foi realizada utilizando a area
relativa de todos os analitos detectados com relagéo sinal/ruido (S/R) maior que
1000. Essa abordagem tem sido aplicada em trabalhos recentes por SILVA et al.
(2014b) e TESSAROLO et al. (2013) para avaliar a composicao de bio-0leos. Entre
as substancias detectadas, uma identificacdo por comparacdo dos espectros de
massas com os da biblioteca apresentando similaridade com a biblioteca maior que
800 foi realizada, e as areas relativas destas substancias identificadas foram
avaliadas.

Na Tabela 18 mostra-se o percentual das classes obtidas com areas maiores

que 1%. E possivel observar que, para a maioria das amostras, mais de 80 % do
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total de picos detectados por GCxGC-TOFMS foram identificados. Em todas elas
fica claro a visualizagdo do decréscimo da area relativa das substancias O-
heterociclicos e dos acidos carboxilicos, ao se fazer uso do catalisador no processo
de geracdo do bio-6leo. Ao mesmo tempo, observa-se um aumento consideravel
(~7,5 vezes) dos hidrocarbonetos arométicos nas amostras que sofreram catalise.
Na Tabela 19 foram exemplificadas as substancias mais abundantes das classes

dos acidos, O-heterociclicos, hidrocarbonetos aromaticos, fendis e cetonas ciclicas.



Tabela 18. Area percentual (%) das classes de substancias identificadas.

Classes BC550S BC550Z M550S M550Z M500S M500Z M450S M450Z
O-heterociclicos 14,78 10,67 1795 9,83 18,03 9,56 23,48 12,89
HC arométicos 2,93 21,86 292 2335 3,27 2484 198 1547

Acidos 20,70 8,68 13,80 6,03 12,86 8,25 11,96 8,90

Benzenodidis 3,21 7,44 10,74 7,67 9,98 7,24 6,23 5,49

Fendis 12,78 14,29 13,07 14,25 10,41 14,07 7,17 10,91

Metoxifendis 0,03 0,29 0,32 0,33 0,95 1,17 9,20 9,38

Cetonas 22,52 10,55 9,11 16,18 9,72 8,24 7,95 7,37
Cetonas ciclicas 7,17 8,21 7,00 5,83 6,71 7,21 6,05 7,39

Esteres 1,91 2,06 3,19 1,46 6,63 1,62 3,73 2,29

Aldeidos 2,50 2,69 2,70 2,80 2,45 2,09 1,21 2,56

Anidridos 0,22 1,01 0,29 0,09 0,22 0,42 0,31 0,46

TOTAL 88,74 87,76 81,11 87,82 81,21 84,72 79,24 83,11

94
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Tabela 19. Lista das substancias mais abundantes identificadas nas classes dos acidos, O-heterociclicos, hidrocarbonetos aromaticos, fendis e cetonas

ciclicas.
Acidos
Férmula Area relativa (%)
Nome Estrutura
molecular BC550S BC550z M550S M550Z7 M500S M500Z M450S M450Z
(@]
Acido acético CoH40, /U\ 15,68 8,56 8,40 5,14 7,76 7,41 7,16 7,75
OH
(@]
. i . R
Cs-Cs alquil C3Hs0, N 3.56 nd 1.27 nd 1.36 0,05 1,64 1,00
acidos CsH160>
(R=C3-Cs
alquil)
O-heterociclicos
Férmula Area relativa (%)
Nome Estrutura
molecular BC550S BC550z M550S M550Z M500S M500Z M450Z2 M450S
/ \ H
Furfural CsH405 o 3,78 1,98 4.34 0,88 6,05 0,82 5,49 1,80
(0]
Butirolactona C4HeO2 @O 1,38 0,36 0,77 0,15 0,66 0,19 0,47 0,13
2(5H)-Furanona C4H40- @o 0,99 0,20 1,86 nd 2,11 0,33 3,87 0,77
Benzofurano, 2,3- -\, @f} 1,20 1,33 nd 0,77 0,17 0,68 nd 0,42
dihidro- o
C, alquil S
1 aiquil- CoHgO \ 0,26 1,20 0,37 1,10 0,46 0,95 0,44 0,51
benzofuranos o



R

A\
C10H100 ©:\<> 0,14 1,06 0,72 1,31 0,68

C, alquil-
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1,33 0,50 1,28
benzofuranos
(R=C2Hs,
2XCHj)
HC aromaticos
Eormula Area relativa (%)
Nome Estrutura
molecular BC550S BC550Z M550S M550Z M500S M500Z M450S  M450Z
Benzeno CeHe @ nd 0,60 nd 1,76 nd 0,67 nd 0,18
lquil %
gl alquil- CHs @ nd 3,74 nd 0,72 nd 4,67 nd 1,09
enzenos
R
tS:zalqun- CaHio @ 0,72 3,40 0,53 7,66 0,57 7,25 0,19 3,86
enzenos
(R=C3Hs, 2xCH3)
R
t()33 alquil- CoHio @ 0,43 1,86 0,43 3,19 0,41 2,89 0,23 2,11
enzenos (R=CsHy, 3xCH,
2XCH3+C,Hs)
)
bC4 alquil- C1oH14 (R=C4Hs, 4XCHs, nd 0,36 nd 0,86 0,18 0,76 0,18 0,84
enzenos 2XC;Hs,
C,H5+2xCH3,
C3H7+CHs)
Naftaleno  CioHa nd 1,81 nd 0,03 nd 1,16 nd nd
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C1 alquil- Ci1H1o CH3 nd 0,99 nd nd nd 005 012 005
naftalenos
C?ta:qu”- CioH1o R 0,15 1,10 0,13 1,09 0,15 0,76 0,12 0,60
nartalenos (R=CzHs, 2XCH;)
Cs alquil- CisHag nd 0,33 nd 0,26 nd 0,38 0,02 0,27
naftalenos (R=C3H-, 3xCHs,
2XCH3+C3Hs)
Fluoreno CisH1o "O 0,04 0,10 nd 0,13 nd 0,08 nd 0,04
Fenantreno CuaH1o OO‘ nd 0,09 nd 0,08 nd 0,04 nd nd
Fenodis
Férmula Area relativa (%)
Nome Estrutura
molecular BC550S BC550z M550S M550Z M500S M500Z M450S M450Z
OH
Fenol CeHeO 4.62 419 2,59 2,63 1,97 2,99 1,40 1,50
OH
C; alquil-fendis C/HgO @ 1,59 1,33 1,44 1,95 1,11 1,52 0,55 1,18
CHs
OH
C, alquil-fendis CgH100 @ 2,24 3,47 3,23 2,87 2,49 3,27 1,64 2,52
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Cs alquil-fendis CoH120 o 1,93 1,50 1,68 2,29 1,16 1,72 1,21 1,47
(R=CsH,
3XCH3
2XCH3+C2H5)
é
C, alquil-fendis C10H140 (R:C4Hi 0,34 0,42 0,75 0,77 0,73 0,60 0,48 0,63
4XCHs, 2XCoHs,
C,Hs+2XxCHg,
C3H7+CH3)
Naftalenol C10HgO OH 0,10 0,74 0,21 0,49 0,09 0,37 0,02 0,25
OH
C, alquil-1- “
naftalendis C11H100 O = 0,08 0,38 0,24 0,46 0,14 0,28 nd 0,18
(R=CHy)
Cetonas ciclicas
Férmula Area relativa (%)
Nome Estrutura
molecular BC550S BC550Z M550S M550Z M500S M500Z M450S M450Z
Ciclopentanona CsHsO Q 0,74 0,71 0,80 0,79 0,73 0,53 0,50 0,37
(o]
Z'C'C'Oop:a”te”'l' CsHeO Q 1.01 1.60 218 0.62 131 083 0.95 1,16

o



C, alquil-2-
ciclopenten-1-
onas

C, alquil-2-
ciclopenten-1-
onas

2-Ciclopenten-
1,4-diona

2-Ciclohexen-1-
ona

2-Ciclohexen-1,4-
diona

CesHsO

C7H100

CsH402

CesHsO

CesHsO>

CH3

=]

2XCHs)

~
py)
Q)
N
T
a

s arsy

1,20

0,86

0,09

0,43

0,19

1,09

0,68

0,45

0,90

0,18

1,20

0,72

0,20

0,32

0,29

0,82

0,67

0,33

nd

0,07

1,11

1,02

nd

0,40

0,35

1,78

0,72

0,14

0,94

0,19

1,27

0,76

0,13

0,29

0,45

99

1,52

1,09

0,36

0,93

0,31




100

A Figura 36 apresenta a distribuicdo das classes de substancias. A fim de
facilitar a visualizagdo da variagdo causada na composicao em funcédo do uso do
catalisador ZSM-5, as distribuicbes para as amostras de mesma biomassa em uma
determinada temperatura foram obtidas nas Figura 37 a Figura 40. Além disso, as
amostras obtidas com (Figura 41) e sem (Figura 42) o uso do catalisador ZSM-5
foram comparadas.



25

Area relativa (%)

Figura 36. Distribuicdo das classes de substancias nos bio-6leos.
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Bagaco de cana
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Figura 37. Distribuicdo das classes de substancias para as amostras de bagaco de cana na temperatura de 550 °C: BC550S e BC550Z.
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Madeira / 550 °C
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Figura 38. Distribuicdo das classes de substancias para as amostras de madeira na temperatura de 550 °C: M550S e M550Z.
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Figura 39. Distribui¢éo das classes de substancias para as amostras de madeira na temperatura de 500 °C: M500S e M500Z.
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Madeira / 450 °C
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Figura 40. Distribui¢do das classes de substancias para as amostras de madeira na temperatura de 450 °C: M450S e M450Z.
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Figura 41. Distribuigéo das classes de substéancias para as amostras com o catalisador ZSM-5: BC550Z, M550Z, M500Z e M450Z.
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Figura 42. Distribui¢cdo das classes de substancias para as amostras obtidas sem o catalisador: BC550S, M550S, M500S e M450S.
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Algumas observacdes devem ser destacadas pela andlise dos dados nas
tabelas e figuras:

v' As classes principais detectadas e identificadas nas amostras sdo os acidos,
cetonas, cetonas ciclicas, fendis, O-heterociclicos e hidrocarbonetos

aromaticos;

v A classe dos acidos apresentou uma reducao na area relativa com o uso do
catalisador ZSM-5. No caso especifico da amostra BC550S, a area relativa
para esta classe foi superior quando comparada as outras amostras (21 %). O
acido carboxilico majoritario em todas as amostras é o acido acético. A
reducdo da éarea relativa do &cido acético com o uso do catalisador foi mais
pronunciada a 550 °C do que a 500 °C e 450 °C;

v A classe dos O-heterociclicos apresenta uma maior area relativa nas
amostras que foram obtidas sem o catalisador quando comparadas aquelas
obtidas com o catalisador. A abundancia desta classe também parece estar
relacionada com a temperatura. O aumento da temperatura da pirolise

influencia na reducéo da area relativa da classe dos O-heterociclicos;

v A classe dos fenodis foi detectada com maior area relativa quando o
catalisador ZSM-5 foi utilizado. O fenol e os C, alquil-fenéis sdo as

substancias majoritarias desta classe, em todas as amostras;

v" Na classe dos hidrocarbonetos aromaticos, as amostras obtidas no processo
de pirdlise catalitica mostraram um aumento consideravel da area relativa
para as substancias desta classe. As substancias majoritarias para esta

classe séo C;, C, e Cj alquil-benzenos.

Os resultados obtidos estdo de acordo com o trabalho de PATTIYA et al.
(2008), que utilizaram a zedlita ZSM-5 no processo de pirdlise catalitica da raiz de
mandioca e observaram a producéo de hidrocarbonetos aromaticos e reducao das

substancias oxigenadas derivadas de lignina.
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5.1.2.3 ESI(-)-FT-ICR MS

As analises por ESI(-)-FT-ICR MS foram realizadas para se obter mais dados
sobre as amostras, em particular quanto as substancias mais polares e
funcionalizadas, assim como de maior massa molecular, de forma complementar a
GCxGC-TOFMS como observado para as amostras do conjunto |. Dentre estas,
destacam-se principalmente aquelas oxigenadas derivadas da lignina, da celulose e
da hemicelulose, que ndo puderam ser analisadas por GC (TESSAROLO et al.,
2014; BI et al.,, 2014). Para uma comparacdo dos resultados obtidos para cada

amostra, a concentracao e 0s parametros instrumentais foram mantidos constantes.

A Figura 43 e a Figura 44 ilustram os espectros de massas por ESI(-)-FT-ICR
MS para as amostras de bio-6leo obtidas a partir de bagaco de cana e madeira,
respectivamente. Os valores das massas sdo mostrados na regido de m/z 160-700,
onde as espécies mais abundantes correspondem as classes Oy. De maneira geral,
0S espectros apresentam uma distribuicdo média de massa molecular semelhantes
(~255 Da). Na Figura 43, os sinais 1 e 6 detectados na amostra BC550 (a) tiveram
suas intensidades absolutas reduzidas na amostra BC550Z (b). Uma expanséo foi
realizada na m/z 255, mostrando uma diminuicdo na intensidade absoluta do ion
[C12H1606-H] € um aumento dos ions [Ci5H1,04-H] e [Ci6H1603-H] quando o
catalisador foi utilizado (b). A partir destes resultados observou-se que o0 uso do
catalisador no processo de pirdlise fornece uma decomposicdo seletiva das
substéancias derivadas da lignina no produtos da pir6lise. O oxigénio foi removido
como agua, CO e CO2 por meio de reacbes de desidratacédo, descarbonilacdo e
descarboxilagéo, respectivamente (PATTIYA et al., 2008). Em relacdo a temperatura
de pirolise (Figura 44), analisando a expansao realizada em m/z 255, uma reducéo
significativa na intensidade absoluta dos ions foi observada para a amostra M550Z
(f) quando comparada com as outras. Estes resultados indicam uma diminui¢cdo na

degradacé&o dos constituintes da biomassa na temperatura mais baixa (450 °C).
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Figura 43. Espectros de massas por ESI(-)-FT-ICR MS para as amostras BC550Z e BC550S. As formulas moleculares de algumas espécies séo atribuidas.
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Figura 44. Espectros de massas por ESI(-)-FT-ICR MS para as amostras a partir de madeira. As formulas moleculares de algumas espécies sao atribuidas.
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Uma recalibracdo interna foi realizada com as séries homdlogas das
substancias pertencentes as classes de substancias oxigenadas O, O4, O, O7 € Oo.
Apos a recalibracdo, a porcentagem de picos assinalados foi maior que 85%, exceto
para as amostras BC550S e M450Z, que foram menores que 50%. A média dos
erros para as atribuicbes das foérmulas moleculares e o desvio padrdo foram
menores que 1 ppm, exceto para as amostras BC550S e M450Z. Neste ultimo caso,
as séries utilizadas na recalibracdo destas amostras ndo foram suficientes para a

atribuicdo das formulas moleculares da maior parte dos picos.

A distribuicdo das classes de heteroatomos foi apresentada apenas para as
classes com abundancia maior que 0,1% (Figura 45). No total, 11 diferentes classes
foram identificadas de O,—0;, (01, foi observada apenas para M450S). A classe Oy
foi a mais abundante em todas as amostras, apresentando em média 22-33% de
intensidade relativa. Esta classe consiste principalmente de substancias fendlicas. A
distribuicdo das substancias oxigenadas em bio-6leos apresentou variacdo em
funcdo da composicdo da biomassa e das condi¢cdes do processo, como descrito na
literatura (CZERNIK e BRIDGWATER, 2004).

m BC550Z
® M550S
m M550Z
® M500S
= M500Z
m M450S

Abundancia relativa (%)

02 03 04 O5 O6 O7 08 09 010 011 012

Classe

Figura 45. Distribuicdo das classes de heteroatomos obtida por ESI(-)-FT-ICR MS.
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A fim de verificar a influéncia do catalisador na composi¢do quimica dos bio-
Oleos, as distribuicbes das classes de heteroatomos para as amostras de bio-6leo de
madeira foram ilustradas na Figura 46. As amostras obtidas com o catalisador
(M550Z e M500Z) sdo mais enriquecidas em substancias com um numero menor de
atomos de oxigénio (classes O,—0,) quando comparadas aquelas sem o catalisador
(M550S e M500S), que apresentam maior quantidade de substancias das classes
0O5—01;.
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Figura 46. Distribuicdo das classes de heteroatomos obtidas com ESI(-)-FT-ICR MS para as
amostras M550S, M550Z, M500S e M500Z.

Um aumento da abundancia relativa das classes de O,—0O, foi observado
quando ha mudanca da temperatura de pirolise de 450 °C para 550 °C, ilustrado na
Figura 47. Além disso, ha uma diminuicdo da abundéncia relativa das classes
Og—012. Com 0 uso da temperatura intermediaria (500 °C), a classe Os mostrou
maior abundancia relativa quando comparada com as temperaturas de 450 °C e 550
°C. Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos no trabalho de
KEKALAINEN et al. (2014), no qual foram avaliados bio-6leos obtidos com duas

temperaturas de pirolise (300 °C e 380 °C).
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Figura 47. Distribuicdo das classes de heteroatomos obtidas com ESI(-)-FT-ICR MS para as
amostras M550S, M500S e M450S.

Na Figura 48 sédo ilustrados os diagramas de contorno de DBE versus
namero de atomos de carbono das classes O3 e O4 para as amostras M550S e
M550Z. Uma distribuicdo continua, comum em estudos de petroledmica, foi
observada para as classes de substancias oxigenadas. As substancias mais
abundantes nas classes O3z e O, foram identificadas com valores de DBE elevados
(DBE > 5). De acordo com KEKALAINEN et al. (2014), estas moléculas
correspondem as substancias fendlicas, sendo derivadas da decomposi¢do da
lignina. A intensidade das moléculas com valor de DBE de 10 na amostra M550Z foi
menor quando comparada com a M550S. Dessa forma, pode-se inferir que a
utilizacdo do catalisador ZSM-5 na pir6lise aumentou a taxa de degradacdo da
lignina presente na biomassa, levando a producdo de bio-6leos contendo

substéancias fendlicas com valores menores de DBE, numero de carbono e oxigénio.
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Figura 48. Diagramas de contorno de DBE versus niimero de carbono para as classes O3z e O, das
amostras M550S (a) e M550Z (b).

Os diagramas de contorno de DBE versus numero de atomos de carbono das
classes O,—0, para as amostras M450S, M500S e M550S sao mostrados na Figura
49. Com relacdo a classe O, as substancias com numeros de atomos de carbono
de 16 e 18 e valor de DBE de 1 foram identificadas e correspondem ao acido
hexadecanoico e acido octadecandico, respectivamente. Entretanto, a amostra
M450S mostrou-se ligeiramente enriquecida nestas substancias. A classe dos acidos
carboxilicos deve ser destacada em fungéo dos problemas relacionados a corroséo
dos equipamentos durante o processo de pirdlise e upgrading (Bl et al., 2014). Além
dos acidos carboxilicos, outras substancias com valores maiores de DBE (DBE > 5)
foram observadas em ambas as amostras, apresentando uma estrutura aromatica.
Dentre estas, a estrutura da molécula com numero de atomos de carbono de 10 e
valor de DBE de 6 foi tentativamente proposta com base no trabalho de BI et al.

(2014) (Figura 49). No entanto, a estrutura exata da molécula ndo pode ser
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confirmada, a ndo ser que outras andlises sejam realizadas, como por exemplo a
espectrometria de massas em tandem. A distribuicdo da classe O3 foi semelhante
para as amostras, na qual substancias com numeros de atomos de carbono entre
9—20 e valores de DBE superiores (isto é, DBE > 5) foram observadas. Comparando
as amostras M450S e M550S, o aumento na abundéncia das classes O; e O,
(Figura 45) associada com a maior intensidade de substancias da classe O, com
valores elevados de DBE para a amostra M550S indicam um aumento na taxa de
degradacdo dos constituintes da biomassa quando a pirdlise é realizada em

temperaturas maiores, de acordo com KEKALAINEN et al. (2014).
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5.1.2.4 Consideracdes

A pirdlise de madeira e bagaco de cana levou a producdo de bio-6leos com
composicdo quimica similar, porém com abundancias diferentes para as classes
detectadas. As principais classes de substancias identificadas foram os acidos,
cetonas, fendis, O-heterociclicos e hidrocarbonetos arométicos. A pirdlise catalitica
usando o catalisador ZSM-5 promoveu a desoxigenacdo, aumentando o teor de
hidrocarbonetos aromaticos e a degradacdo da lignina para produzir bio-6leos
contendo substancias fendlicas com menor nimero de atomos de oxigénio e
carbono. Com relacdo a temperatura do processo, foi observado um aumento na
abundancia relativa das classes contendo menor nimero de atomos de oxigénio
(O,—0,4) quando hd aumento da temperatura de pirdlise de 450 °C para 550 °C, o
que indica um aumento na taxa de degradagcédo dos constituintes da biomassa em
alta temperatura.

5.1.3 Conjunto Il

As amostras de bio-6leo de madeira de pinho, obtidas a partir da pirdlise
convencional, catalitica e hidrogenacao do bio-6leo convencional foram analisadas
utilizando *H NMR, GCxGC-TOFMS e ESI(-)-FT-ICR MS.

5.1.3.1 'H NMR

A Figura 50 ilustra os espectros de *H NMR das amostras de bio-6leo do
conjunto Ill. As areas integradas e normalizadas para as diferentes regides dos
espectros foram descritas na Tabela 20, excluindo o sinal residual do solvente (2,4
ppm) e o sinal da agua (3,7-3,3 ppm), de modo a avaliar o percentual de um
determinado tipo de hidrogénio em cada amostra e comparar os resultados obtidos

para diferentes processos de pirélise e hidrotratamento.
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ppm
Figura 50. Espectros de *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) para as amostras de bio-6leo de pirélise convencional (MPT) e pirélise catalitica (MPC), de bio-6leo

hidrotratado (MPH).
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Tabela 20. Percentual de hidrogénios baseado na andlise por *H NMR das amostras de bio-6leo do conjunto III.

Deslocamento . . o Area bruta integrada e normalizada (%)
quimico (ppm) Tipo de hidrogénio BT VBC VB
12,5-11,0 -COOH 3,63 0,37 2,31
11,0-8,25 -CHO, ArOH 9,62 3,94 2,90
8,25-6,0 H de arométicos e alcenos conjugados 17,62 26,67 5,90
6,0-4,2 OH de alifaticos, -CH=CH-, Ar-CH,-O-R 21,35 2,01 9,18
4,2-3,0 R-CH,-O-R, CH3-O-R 23,57 13,94 14,73
3,0-2,0 -CH,CH=0, H de alifaticos 10,22 29,78 14,73

2,0-0,0 H de alifaticos 14,00 23,29 50,24
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Na Tabela 20, os resultados mostraram que o uso do catalisador ZSM-5 na
pirélise catalitica (MPC) e o processo de hidrogenacéo do bio-6leo obtido da pirélise
convencional (MPH) foram determinantes na reducéo do percentual dos hidrogénios
das substancias oxigenadas. Para a regido entre 12,5-11,0 ppm, que corresponde
aos hidrogénios de acidos carboxilicos, a reducdo foi mais significativa para a
amostra MPC. O mesmo comportamento foi observado para a regiao entre 6,0-4,2
ppm, referente aos hidrogénios de alcoois alifaticos, alcenos nao conjugados e
éteres aromaticos. Além disso, a equivaléncia entre os valores percentuais para 0s
hidrogénios observados nas regides de 4,2-3,0 ppm (hidrogénios de aldeidos e
fendis) e 11,0-8,25 ppm (hidrogénios de éteres e grupos metdxi) das amostras MPC
e MPH indica que o efeito da utilizacdo do catalisador ZSM-5 e do hidrotratamento
atuam de forma similar para as substancias desta classe. Com relacdo aos
hidrogénios de arométicos e alcenos conjugados (regidao de 8,25-6,0 ppm), um
aumento no percentual foi observado quando o bio-6leo foi obtido cataliticamente
(MPC), enquanto que uma reducdo significativa foi identificada na amostra
hidrotratada (MPH). O processo de hidrogenacdo favorece a clivagem das
substancias para esta classe. A amostra MPH apresentou um alto teor de
hidrogénios alifaticos, representando de forma majoritaria os hidrogénios presentes
nesta amostra, considerando que substéncias carboniladas sao facilmente
hidrotratadas e que a regido entre 3,0-0,0 ppm € basicamente de substancias
alifaticas. A amostra MPC também mostrou um alto teor de hidrogénios alifaticos,

porém esse aumento € menos pronunciado quando comparado a amostra MPH.

5.1.3.2 GCxGC-TOFMS e ESI(-)-FT-ICR MS

As amostras do conjunto Il foram analisadas utilizando a GCxGC-TOFMS
(Figura 51) e ESI(-)-FT-ICR MS (Figura 52).
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123

MPH

MPC

MPT

200 300 400 500 690 700 800 900
miz

Figura 52. Espectros de massas por ESI(-)-FT-ICR MS para as amostras MPH, MPC e MPT.

5.1.3.3 Consideracgdes

A andlise por *"H NMR demonstrou ser uma ferramenta (til para avaliar de
forma rapida e completa o perfil dos bio-6leos. Em geral, as amostras apresentaram
uma reducgéo dos hidrogénios associados as substancias oxigenadas, especialmente
dos hidrogénios de acidos carboxilicos e um aumento dos hidrogénios de
aromaticos, alcenos conjugados e alifaticos, com a utilizagcdo de catalisador na
pirélise catalitica ou no hidrotratamento. No intuito de se obter uma diminui¢cdo
significativa no teor de substancias oxigenadas e um aumento no teor de
hidrocarbonetos, a amostra obtida a partir da pirélise catalitica, sem o
hidrotratamento, parece ser uma opcado mais viavel na obtencdo de bio-0leos de
melhor qualidade, em funcdo do alto custo relacionado ao uso de hidrogénio no

processo de hidrogenacéo.
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5.2 INTEGRACAO *H NMR, GCxGC-TOFMS E ESI(-)-FT-ICR MS

A integracdo dos resultados obtidos utilizando as trés técnicas analiticas de
alta resolucdo, *H NMR, GCxGC-TOFMS e ESI(-)-FT-ICR MS, destaca a relevancia
deste estudo, possibilitando a obtencdo de uma caracterizagdo quimica
complementar e abrangente dos bio-6leos. A Figura 53 ilustra de forma resumida
0S constituintes principais que podem compor a biomassa, que com o0 processo de
pirdlise, gera um bio-6leo a partir da fragmentacdo destes constituintes. Além disso,
as classes de substancias identificadas foram organizadas em funcao do alcance de
cada técnica. Por GCxGC-TOFMS e ESI(-)-FT-ICR MS a distribuicdo foi realizada
em funcdo da massa molecular e da polaridade. Ja no espectro de RMN, os atomos
de hidrogénio presentes em diferentes ambientes quimicos (em vermelho) foram

destacados.

As anélises por *H NMR mostraram ser esta uma ferramenta (til para avaliar
a composicdo do bio-6leo como um todo. Os hidrogénios das diferentes funcdes
qguimicas identificadas fornecem uma visdo geral dos perfis das amostras. Pela
GCxGC-TOFMS, as substadncias mais volateis foram detectadas, como
hidrocarbonetos e substancias oxigenadas com massa molecular menor que 200 Da
pertencentes as classes Oy—Os. J& a técnica de ESI(-)-FT-ICR MS possibilitou a
identificacdo das substancias oxigenadas polares e ndo volateis, com massa
molecular maior que 150 Da pertencentes as classes O,—0;,, como as substancias
derivadas de agucares. Algumas substancias com massa molecular entre 150 e 200
Da das classes 0,—0s, como por exemplo, o levoglicosano e substancias fendlicas,
foram identificadas utilizando tanto a GCxGC-TOFMS e ESI(-)-FT-ICR MS. Dessa
forma, a técnica de *H NMR pode ser utilizada para fornecer uma avaliagéo rapida
das variacdes do processo de pirdlise, enquanto as técnicas de GCxGC-TOFMS e
ESI(-)-FT-ICR MS uma especiacdo molecular individual.
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Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB).
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6 CONCLUSAO

Avaliacdo abrangente e complementar da composicdo quimica de bio-6leos
foi obtida utilizando as trés técnicas analiticas de alta resolucéo: *H NMR, GCxGC-
TOFMS e ESI(-)-FT-ICR MS. Os resultados para bio-6leos provenientes de
diferentes fontes de biomassa permitiram uma avaliacdo detalhada da alteracdo na
composicdo quimica resultante das mudancas dos parametros operacionais da
pirélise e hidrotratamento. Em geral, a pirélise catalitica usando o catalisador ZSM-5
promoveu a desoxigenagao, aumentando o teor de hidrocarbonetos. A utilizagdo de
temperaturas mais elevadas no processo de pirélise indica um aumento na taxa de
degradacdo dos componentes da biomassa, sendo observado um aumento na
abundancia relativa das classes contendo menor nimero de atomos de oxigénio. A
técnica de 'H NMR pode ser utilizada para fornecer uma avaliacdo rapida das
variacfes do processo de pirdlise, enquanto as técnicas de GCxGC-TOFMS e ESI(-
)-FT-ICR MS uma especiacdo molecular. Deve ser ressaltado que esse € 0 primeiro
trabalho que realizou uma integracdo dos resultados obtidos por essas trés técnicas
analiticas de alta resolucéo para a analise de bio-6leos. A caracterizacdo quimica de
bio-6leos € importante para que seja proposto um adequado uso para cada amostra,

em particular pela industria petroquimica.
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APENDICE A

analises da amostra #75.

E6rmula m/z m/z m/z Erro Erro

tedrico experimental recalibrado (mDa) (ppm)
CoHsO3 161,02442 161,02442  161,02443 -0,012 -0,076
CioHsO3 175,04007 175,04007  175,04006 0,013 0,073
CgHgOs 183,02990 183,02992  183,02989 0,010 0,053
C1iH1003 189,05572 189,05575  189,05571 0,005 0,029
CoH100s 197,04555 197,04561  197,04555  -0,005 -0,027
CioH1,03 203,07137 203,07143  203,07137 0,002 0,012
CioH120s 211,0612 211,06127 211,06119 0,007 0,031
CisH1403 217,08702 217,08712  217,08704 -0,018 -0,082
C11H140s 225,07685 225,07696  225,07685 -0,008 -0,035
CisH1603 231,10267 231,10278  231,10267 -0,003 -0,013
CioHi160s 239,09250 239,09262  239,09249 0,009 0,036
CisH1803 245,11832 245,11848  245,11834  -0,020 -0,080
CisHi180s 253,10815  253,1083 253,10815 -0,003 -0,013
Ci4H200s 267,12380 267,12396  267,12377 0,025 0,092
CisH140; 281,06668 281,06687  281,06666 0,014 0,049
CisH1607 295,08233 295,08258  295,08234  -0,014 -0,046
CisH1807 309,09798 309,09824  309,09797 0,001 0,003
CisH2007 323,11363 323,11392  323,11363 -0,002 -0,006
Ci7H220; 337,12928 337,12958  337,12927 0,010 0,028
CigH2407 351,14493 351,14528  351,14494  -0,017 -0,050
Ci14H2201, 381,10385 381,10421  381,10383 0,022 0,057
CisH24012 395,11950 395,11990 395,11950 -0,001 -0,002
Ci6H26012 409,13515 409,13557  409,13515 -0,004 -0,010
Ci7H2801, 423,15080 423,15127  423,15084  -0,040 -0,095
CigH30012 437,16645 437,16688  437,16643 0,022 0,050
CaoHp6011 465,14024 465,14074  465,14022 0,019 0,042
Ca3H2g011 479,15589 479,15646  479,15587 0,011 0,023
Ca4H30011 493,17154 493,17223  493,17156 -0,026 -0,053
Ca6H34011 521,20284 521,20375  521,20283 0,005 0,010
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Tabela 1A. Lista das séries homologas das classes de O3, Os, O;, O;; € Oy, para a recalibragéo nas



analises da amostra #85.

Férmula m/,z_ m/z _ m/z _ Erro Erro
tedrico experimental recalibrado (mDa) (ppm)
CioHgO3  175,04007 175,04010 175,04007 0,002 0,009
CgHgOs  183,02990 183,02994 183,02990 0,001 0,007
C11H1003 189,05572 189,05578 189,05572 -0,006 -0,034
CoH1005  197,04555 197,04564 197,04556 -0,013 -0,065
Ci12H1,03 203,07137 203,07146 203,07137 0,001 0,005
Ci10H120s 211,06120 211,06129 211,06118 0,019 0,089
Ci3H1403 217,08702 217,08715 217,08702 -0,003 -0,015
C11H140s 225,07685 225,07699 225,07685 0,001 0,003
Ci4H1603 231,10267 231,10282 231,10266 0,006 0,026
Ci12H160s 239,09250 239,09266 239,09249 0,012 0,050
CisH1803 245,11832 245,11852 245,11833 -0,012 -0,049
Ci3Hi180s 253,10815 253,10836 253,10815 0,000 -0,002
Ci13H1407; 281,06668 281,06694 281,06667 0,009 0,031
Ci14H1607 295,08233 295,08264 295,08234 -0,017 -0,058
CisH1807 309,09798 309,09831 309,09799 -0,011 -0,036
Ci6H2007 323,11363 323,11398 323,11362 0,003 0,010
Ci17H2,07; 337,12928 337,12966 337,12928 -0,002 -0,006
Ci4H220;, 381,10385 381,10429 381,10383 0,019 0,050
Ci5H24012 395,11950 395,11998 395,11950 0,002 0,006
Ci6H26012 409,13515 409,13563 409,13512 0,029 0,071
Ci7H2801, 423,15080 423,15137 423,15083 -0,031 -0,074
CigH3001, 437,16645 437,16705 437,16647 -0,023 -0,054
C2oHp6011 465,14024 465,14087 465,14020 0,033 0,072
Ca3H25011 479,15589 479,15663 479,15590 -0,018 -0,038
Ca6H34011 521,20284 521,20380 521,20283 0,002 0,004
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Tabela 2A. Lista das séries homdlogas das classes de O3, Os, O7, 011 € Oy, para a recalibracdo nas
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Tabela 3A. Média dos erros (ppm e mDa) e desvio padrédo (ppm e mDa) para a recalibracéo.

#75 #85
Erros

mDa ppm mDa ppm
Média 0.012 0.041 0.011 0.035

Desvio padrao 0.015 0.049 0.015 0.044
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