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“SISTEMA E METODO PARA ANALISAR UMA AMOSTRA E METODO PARA IONIZAR
UMA AMOSTRA”
PEDIDO RELACIONADO

O presente pedido reivindica o beneficio e a prioridade ao pedido de patente provi-
sorio U.S. com numero de série 61/430.021, depositado em 5 de janeiro de 2011, estando o
conteudo deste aqui incorporado em sua totalidade a titulo de referéncia.

SUPORTE GOVERNAMENTAL

O Governo Norte-Americano possui uma licenga quitada nesta invencao e o direito
em circunstancias limitadas para exigir que o titular da patente licencie a terceiros em ter-
mos razoaveis, tal como previsto nos termos do Numero de Concessdao CHE0848650 outor-
gado pela Fundagdo Nacional de Ciéncias e do Numero de Concessdo DE-FGO02-
06ER15807 outorgado pelo Departamento de Energia.

CAMPO DA INVENCAO

A invencao refere-se, em geral, a sistemas e métodos para analise de amostras.

FUNDAMENTOS

A quimica de grupos funcionais se baseia em alcanos. Isto proporciona um impera-
tivo pedagégico para sua caracterizagdo que complementa o imperativo econdmico de ca-
racterizagao de alcano pesado (“pesados”). Dentre os métodos espectroscopicos, a espec-
trometria de massa foi associada de modo particularmente veemente a industria petrolifera,
especificamente a analise de produtos de craqueamento a base de hidrocarbonetos (Fisher
et al., Anal. Chem. 1975, 47, 59). Os primeiros espectrdmetros de massa comerciais foram
usados para este propésito e o método influente de ionizagdo quimica e, muito antes, da
quimica ibnica/molecular fundamental, foi desenvolvido por cientistas do petréleo (Field et
al., J. Am. Chem. Soc. 1956, 5697; e Field et al., J. Am. Chem. Soc. 1957, 79, 2419). Mais
recentemente, a espectrometria de massa com ressonancia ciclotron iénica de alta resolu-
cao (MS) vem sendo aplicada para ajudar a elucidar a complexidade notavel de materiais
derivados de petroleo utilizando-se defeitos de massa de Kendrick para organizar de modo
compacto os varios constituintes de grupo funcional de amostras derivadas de petréleo

(Qian et al., Energ. Fuel. 2001, 15, 492). Dois grupos de compostos derivados de petroleo,
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os asfaltenos e as ceras, no entanto, ainda proporcionam dificuldades particulares em carac-
terizacao detalhada por MS e outros métodos (Pinkston et al., Energy Fuels 2009, 23, 5564;
e Pomerantz et al., J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 7216).
SUMARIO

5 A invengao se refere, em geral, a sistemas e a métodos para andlise de amostras.
Os sistemas e métodos da invengao permitem uma analise espectral de massa de alcanos
pesados, e, logo, permitem uma analise de determinados compostos derivados de petréleo
que previamente ndo poderiam ser facilmente analisados por espectrometria de massa, tais
como ceras.

10 Em determinados aspectos, a invengdo proporciona sistemas para analisar uma
amostra que incluem uma sonda incluindo um material conectado a uma fonte de alta ten-
sao, um dispositivo para geragdo de um gas aquecido, e um analisador de massa. O materi-
al pode ser um material poroso (por exemplo, papel, filtro, papel ou membrana de PVDF) ou
um material ndo-poroso (por exemplo, um metal como aluminio). Uma descrigao adicional

15  de sistemas que utilizam materiais porosos para ionizagao é fornecida em PCT/US 10/32881
por Purdue Research Foundation e Wang et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 877, es-
tando os conteludos de cada um desses aqui incorporados em sua totalidade a titulo de refe-
réncia. Em determinadas modalidades, o sistema opera sob condi¢des ambientes.

Em determinadas modalidades, o gas aquecido é direcionado na sonda, por exem-

20 plo, o gas aquecido é direcionado em uma ponta da sonda. Em outras modalidades, o sis-
tema inclui, ainda, uma camara configurada para circundar a sonda e o dispositivo para ge-
racao do gas aquecido. Nesta modalidade, o gas dentro da camara é aquecido e, conse-
guentemente, aquece a sonda. Logo, o gas aquecido nao precisa ser direcionado na sonda.
Um gas exemplificador € o nitrogénio. Devido a configuracdo do sistema, o gas aquecido

25 auxilia na ionizagao da amostra e participa em uma reagao quimica com a amostra, isto €, o
gas aquecido participa em uma reagao ionica para ionizar a amostra e também modifica o
analito. Em geral, a ionizagéo e a reagdo quimica ocorrem simultaneamente.

Materiais porosos exemplificadores incluem papel ou membrana de PVDF. Um pa-

pel exemplificador é o papel filtro. Em modalidades particulares, a sonda é conformada para
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que tenha uma ponta pontiaguda. Por exemplo, em determinadas modalidades, a sonda é
composta por papel filtro que é conformado como uma pecga triangular. Materiais nao-
porosos exemplificadores incluem metais, tal como aluminio. Em modalidades particulares,
a sonda é conformada para que tenha uma ponta pontiaguda. Por exemplo, em determina-

5 das modalidades, a sonda é composta por aluminio que é conformado como uma pega tri-
angular.

O analisador de massa pode ser aquele de um espectrdmetro de massa de banca-
da ou de um espectrometro de massa portatil. Os analisadores de massa exemplificadores
incluem uma armadilha i6nica quadrupolar, uma armadilha i6nica retilinea, uma armadilha

10  i6nica cilindrica, uma armadilha de ressonancia ciclotron iénica, ou um orbitrap.

Em outros aspectos, a invengao proporciona um método para analisar uma amostra
que envolve colocar uma amostra em contato com um material, aplicar alta tensdo e calor
ao material para gerar ions de um analito na amostra que sao expelidos a partir do material,
e analisar os ions expelidos. Em determinadas modalidades, o0 método é realizado sob con-

15  digbes ambientes. Em determinadas modalidades, a andlise envolve proporcionar um anali-
sador de massa para gerar um espectro de massa de analitos na amostra.

A amostra pode ser qualquer amostra quimica ou biolégica. A amostra pode ser um
liquido ou um s6lido. Em modalidades particulares, a amostra é um sélido. Em determinadas
modalidades, o sélido é um alcano pesado, tal como um composto derivado de petréleo. Em

20  particular modalidades, o composto derivado de petréleo € uma cera.

Pode-se produzir calor através de qualquer método conhecido na técnica. Em mo-
dalidades particulares, o calor é produzido a partir de um gas aquecido. Em determinadas
modalidades, o gas aquecido é direcionado na sonda, por exemplo, 0 gas aquecido é direci-
onado em uma ponta da sonda. Em outras modalidades, a etapa de aplicagdo do método é

25 conduzida em uma camara confinada, e, logo, o gas dentro da camara é aquecido e, conse-
guentemente, aquece a sonda. Logo, o gas aquecido nao precisa ser direcionado na sonda.
Um gas exemplificador é o nitrogénio. Em determinadas modalidades, o gas aquecido auxi-
lia na ionizagcdo de amostras e participa em uma reagao quimica com a amostra, isto €, o

gas aquecido participa em uma reagao ibnica para ionizar a amostra e também modificar o
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analito. Em geral, a etapa de ioniza¢do e a reagao quimica ocorrem simultaneamente.
Outro aspecto da invengao proporciona métodos para ionizar uma amostra que en-
volve aplicar alta tensdo e calor a um material para gerar ions de um analito na amostra.
Outro aspecto da invengao proporciona métodos para analisar um alcano pesado
5 que envolve obter um alcano pesado, e usar uma técnica de ionizacdo ambiente direta para
analisar o alcano pesado. Em modalidades particulares, o alcano pesado é um sélido. Em
determinadas modalidades, o alcano pesado é um componente de um composto derivado
de petréleo. Em modalidades particulares, o alcano pesado é uma cera.
Técnicas de espectrometria de massa exemplificadoras que utilizam métodos de
10  ionizagdo/amostragem ambiente direta incluem ionizagdo de dessorgao por eletroaspersao
(DESI; Takats et al., Science, 306:471-473, 2004 e patente U.S. nimero 7.335.897); analise
direta em tempo real (DART; Cody et al., Anal. Chem., 77:2297-2302, 2005); lonizacao por
Descarga de Barreira Dielétrica em Alta Pressdo Atmosférica (DBDI; Kogelschatz, Plasma
Chemistry and Plasma Processing, 23: 1-46, 2003, e publicagéo internacional PCT numero
15 WO 2009/102766), e dessorgao/ionizagdo a laser assistida por eletroaspersao (ELDI; Shiea
et al., J. Rapid Communications in Mass Spectrometry, 19:3701-3704, 2005). Os conteudos
de cada um desses se encontram aqui incorporados em suas totalidades a titulo de referén-
cia.
Em modalidades particulares, a técnica de ionizacdo ambiente direta envolve colo-
20 car o alcano pesado em contato com um material, aplicar alta tensdo e calor ao material
poroso para gerar ions de um analito no alcano pesado que sao expelidos a partir do mate-
rial, e analisar os ions expelidos. O material pode ser um material poroso (por exemplo, pa-
pel, filtro, papel ou membrana de PVDF) ou um material ndo-poroso (por exemplo, um metal,
tal como aluminio). Uma descri¢ao adicional dos sistemas que utilizam materiais porosos é
25 fornecida em PCT/US 10/32881 por Purdue Research Foundation e Wang et al., Angew.
Chem. Int. Ed. 2010, 49, 877, estando os conteudos de cada um desses aqui incorporados
em sua totalidade a titulo de referéncia. Em determinadas modalidades, sendo que a andlise
envolve proporcionar um analisador de massa para gerar um espectro de massa de analitos

na amostra.

Peticao 870200060419, de 15/05/2020, pag. 19/78



5/28

O calor pode ser produzido através de qualquer método conhecido na técnica. Em
modalidades particulares, o calor é produzido a partir de um gas aquecido. Em determina-
das modalidades, o gas aquecido é direcionado na sonda, por exemplo, 0 gas aquecido é
direcionado em uma ponta da sonda. Em outras modalidades, a etapa de aplicagdo do mé-
5 todo é conduzida em uma camara confinada, e, logo, o gas dentro da cAmara é aquecido e,
consequentemente, aquece a sonda. Logo, o gas aquecido nao precisa ser direcionado na
sonda. Um gas exemplificador é o nitrogénio.
Outros aspectos da invencao proporcionam métodos para rastrear carbono no cur-
so do processamento de petréleo. Os métodos da invengao envolvem usar uma técnica de
10  ionizagdo ambiente direta para gerar ions de um analito em uma amostra derivada a partir
do processamento de petréleo, direcionar os ions em um analisador de massa, separar por
massa 0s ions de acordo com sua massa, detectar os ions separados por massa a partir da
amostra, e utilizar os ions detectados para determinar as quantidades relativas das varias
formas quimicas de carbono na amostra.
15 Em determinadas modalidades, a amostra é um sélido. Em modalidades particula-
res, a amostra inclui alcanos pesados. Em modalidades particulares, a amostra € uma cera.
Em determinadas modalidades, a técnica de ionizagdo ambiente direta envolve co-
locar o alcano pesado em contato com um material, e aplicar alta tensdo e calor ao material
para gerar ions de um analito na amostra que sao expelidos a partir do material poroso. O
20 material pode ser um material poroso (por exemplo, papel, filtro, papel ou membrana de
PVDF) ou um material ndo-poroso (por exemplo, um metal, tal como aluminio). Uma descri-
¢ao adicional dos sistemas que utilizam materiais porosos é fornecida em PCT/US 10/32881
por Purdue Research Foundation e Wang et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 877, es-
tando os conteudos de cada um desses aqui incorporados em sua totalidade a titulo de refe-
25  réncia.
Outro aspecto da invengao proporciona métodos para funcionalizar um analito em
uma amostra que envolve colocar uma amostra em contato com um material, e aplicar alta
tensdo e um gas aquecido ao material sob condigbes de modo que as moléculas do gas

aquecido modifiquem um analito na amostra, funcionalizando, assim, um analito na amostra.
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O analito funcionalizado pode ser convertido em ions pela alta tenséao e pelo gas aquecido.
Os ions podem ser expelidos a partir do material e analisados. Os ions podem ser coletados
e, entao, analisados ou podem ser coletados apds a andlise, por exemplo, através de espec-
trometria infravermelha ou espectrometria de massa.

O material pode ser um material poroso (por exemplo, papel, filtro, papel ou mem-
brana de PVDF) ou um material ndo-poroso (por exemplo, um metal, tal como aluminio).
Uma descrigado adicional dos sistemas que utilizam materiais porosos para ionizagao é for-
necida em PCT/US 10/32881 por Purdue Research Foundation e Wang et al., Angew.
Chem. Int. Ed. 2010, 49, 877, estando os conteudos de cada um desses aqui incorporados
em sua totalidade a titulo de referéncia. Em determinadas modalidades, o sistema opera sob
condigbes ambientes. Em determinadas modalidades, o gés € nitrogénio.

A amostra mostra ser um liquido ou um sélido. Em modalidades particulares, a
amostra é um solido. Em determinadas modalidades, o sélido é um alcano pesado, tal como
um composto derivado de petréleo. Em modalidades particulares, o composto derivado de
petréleo é uma cera.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 fornece uma modalidade dos sistemas da invengao.

A Figura 2 € um espectro de massa da cera n-CgoH122, atmosfera Np, 325°C, 6 kV,
utilizando-se um Orbitrap LTQ e mostrando regides expandidas de [M+N]* e [2M+N-2H]*, M
= "2Ceo'Hi22

As Figuras 3A e 3B sao espectros de massa registrados a partir de papel filtro em
atmosfera Nz (a) amostra de Polywax 1000 padrao; e (b) distribuicao isotdpica para os picos
C110 comparada a distribuicao isotopica calculada de C11oH222N.

As Figuras 4A e 4B mostram espectros de ions de produto (a) MS/MS e (b) MS
mostrando todos os fragmentos (acima do corte de baixa massa) gerados através da se-
quéncia [M+N]* (m/z 856,8) — C19H4oN* (m/z 282,2). Nota-se em (a) o conjunto completo de
eliminagdes de alceno e em (b) a perda de nitrogénio para fornecer cations de alquenil mo-
noinsaturados.

A Figura 5 mostra um esquema de reagao de um mecanismo de fragmentacao CID
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proposto que leva a eliminacdo de amina de alquila com a formagao de céations de alquenil
nos espectros MS.
A Figura 6 mostra um esquema de reagdo de um mecanismo de tentativa para in-
sercao de ions de nitrogénio atdmico em alcanos em um substrato de papel eletricamente
5 flutuado. Os alcanos sao ativados pelo potencial aplicado.
A Figura 7 mostra um esquema de reacado para as primeiras etapas na formagao de
ions diméricos, incluindo [2M+N-2H]*.
A Figura 8 mostra uma cromatografia de gas de Polywax 1000 (disponivel junto a
Restek Corporation).
10 A Figura 9 mostra um espectro de massa de alcano CsoHs2 analisado pelos méto-
dos da invencao. O gas aquecido estava em 250°C.
A Figura 10 mostra um espectro de massa de 6leo analisado pelos métodos da in-
vencao. O gas aquecido estava em 350°C.
A Figura 11 é um MS/MS de ion [2M+N-2H]* de alcano C4oHg2. O fragmento € mo-
15 noisotdpico porque o ion precursor € isolado em resolugao unitaria.
A Figura 12 € um MS/MS de ion [2M+N-2H]* de alcano CsoH102. O fragmento € mo-
noisotépico porque o ion precursor € isolado em resolugao unitaria.
A Figura 13 é um MS/MS de ion [2M+N-2H]* de alcano CeoH122. O fragmento € mo-
noisotépico porque o ion precursor € isolado em resolugao unitaria.
20 A Figura 14 é uma representagdo esquematica de um sistema para ionizagdo am-
biente de alcanos a partir de papel seco.
As Figuras 15A-B sao representacdes esquematicas de um sistema para ionizagao
por descarga assistida por malha (pode ser acompanhada por oxidagao) de alcanos.
A Figura 16 mostra um espectro de massa de 6leo analisado pelos métodos da in-
25 vengao. O gas aquecido estava em 300°C.
A Figura 17 mostra um espectro de massa de um 6leo.
A Figura 18 é um espectro MS de baixa massa para Polywax 1000 em atmosfera
N2 a 450°C.

A Figura 19 é uma representacao esquematica de um sistema para andlise de al-
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canos que usa um substrato nao-poroso.

A Figura 20 é um espectro MS de n-CisHs2 obtido utilizando-se a configuragao de
sistema da Figura 19.

A Figura 21 é um espectro MS/MS de ion [M+N]* de alcano C4oHso.

A Figura 22 é um espectro MS2 de ion [M+N]* de alcano CaoHs.

A Figura 23 é um espectro MS2 de ion [M+N]* de alcano CioHs.

A Figura 24 é um espectro MS2 de ion [M+N]* de alcano CuoHs.

A Figura 25 é um espectro MS® de ion [M+N]* de alcano CuoHs.

A Figura 26 é uma representagdo esquematica que mostra um mecanismo de fra-
gmentacao que leva aos cations de alquenil observados nos espectros MS.

A Figura 27 é uma representagado esquematica que mostra um mecanismo possivel
de insercao de nitrogénio em alcanos em substrato de papel. Os alcanos sao ativados pelo
potencial aplicado.

A Figura 28 é uma representagédo esquematica que mostra um mecanismo possivel
de formacdo de ions diméricos a partir de alcanos adjacentes em substrato de papel. Os
alcanos sao ativados pelo potencial aplicado.

A Figura 29 é um espectro MS de n-C14Hso registrado a partir de papel filtro em at-
mosfera N2 a 50°C, 6 kV, utilizando-se LTQ e mostrando [M+N]* e [2M+N]*, M = C14Hso.

A Figura 30 é um espectro MS de 6leo de motor a base de petrdleo 10W30 ionizado
por descarga em arco a 150°C em atmosfera N: todos os picos sdo incorporados em mono-
nitrogénio.

A Figura 31 mostra espectros MS/MS de (a) ion [M+N]* alcano n-C+gHsg registrado
em linha (b) pico de m/z 268,3 a partir da andlise nanoESI de amostra enxaguada apés a
deposicao de [M+N]* e outros ions em pressao atmosférica durante a ionizagao reativa de n-
C1gHas.

A Figura 32 & um espectro FT-IR de triacontano (n-CsHs2) € de outro material de-
positado ao coletar [M+N]* e outros ions de triacontano ionizado por aspersao em papel em
uma atmosfera de nitrogénio. Nota-se que o novo pico em 1714 cm™ corresponde a uma

alquilamina insaturada.
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DESCRICAQO DETALHADA

No presente documento, mostra-se uma quimica de ativagao de alcano que forma a
base para um método extremamente simples, ainda robusto para gerar ions exclusivos e
registrar os espectros de massa de alcanos pesados, tais como ceras, cicloalcanos, e com-

5 postos a base de alcanos funcionalizados de cadeia longa. Uma configuragéo de sistema
exemplificador € mostrada na Figura 1. Esta figura mostra um sistema exemplificador da
invengao que inclui uma camara que circunda uma sonda, um dispositivo de geracao de
calor, e uma entrada MS. Outras configuragdes de sistema sdo possiveis e descritas no pre-
sente documento. Utilizando-se tal sistema, as ceras de alta massa podem ser ionizadas

10  flutuando-se o papel impregnado com cera seca em alto potencial em atmosfera de nitrogé-
nio quente e sugando-se os ions gerados em um espectrdmetro de massa. A insergéo de
ions de nitrogénio no alcano ativado fornece ions [M+N]*. Logo, o gas aquecido auxilia na
ionizacdo da amostra e participa em uma reagdo quimica com a amostra, isto é, 0 gas
aquecido participa em uma reagao idnica para ionizar a amostra e também modificar o anali-
15  to. Em geral, a ionizagéo e a reagdo quimica ocorrem simultaneamente.

A cera CeoH122 € depositada como o sélido (ou a partir da solugdo ou como um su-
blimado) sobre a ponta de uma pega de papel filtro cortado em um triangulo. Um potencial
de poucos kV é aplicado ao papel em uma atmosfera de nitrogénio aquecido, e registra-se
um espectro, tal como aquele mostrado na Figura 2. O espectro da cera Ceso € dominado

20 (excluindo isétopos de carbono) por apenas dois ions: [M+14]* e [2M+12]*, onde M € o peso
molecular monoisotopico do composto, isto é, 842.9546 Da no caso de CeoHi22. As medi-
¢Oes de massa exatas feitas utilizando-se um instrumento Orbitrap LTQ mostraram que os
ions principais tém a formula [M+N]* a qual o valor esperado € m/z 856.9577; o valor medido
de m/z 856.957(2) esta de acordo com o este valor, mas exclui [M+CHz]* que requer m/z

25 856.9703. De modo similar, o ion dimérico principal, [2M+12]*, tem a formula [2M+N-2H]*
com uma massa medida de 1697.896(8) e uma massa esperada de 1697.8967. Observou-
se a mesma incorporagao de nitrogénio para as ceras Cs € Cso conforme mostrado na Ta-

bela 1 abaixo.

30
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Tabela 1
Alcano M (todos, M+N M+CH:2 M+O-2H Observado 2M+N-2H Observado
120’1H)
Tetracontano, 562,64162 576,64469 576,65727 576,62088 576,64459 1137,27066 1137,27185
CaoHs2
Pentacontano, 702,79811 716,80118 716,81376 716,77738 716,8000 1417,58364 1417,5807
CsoH102
Hexacontano, 842,94560 856,95768 856,97025 856,93387 856,9571 1697,89663 1697,8986
CeoH122

Para explorar a aplicabilidade desta quimica em analise de distribuicbes de peso

molecular de alcanos pesados, examinou-se um Polywax 1000 padrao de cera pesada co-

5 mercial (Restek Corporation, Bellefonte, PA). O envelope de pico principal corresponde aos

alcanos saturados. Por exemplo, o ion em m/z 1558 nominal corresponde ao alcano com

namero de carbono C110 (Massa quimica média do aduto N 1558,95; massa exata do iséto-

po '2C 1557,74, massa medida 1557,7). A distribuicdo isotdpica (Figura 3B) esta de acordo

com o calculo para Ci10H222. A distribuicdo de peso molecular na Figura 3 se estende até

10 pelo menos m/z 1895, que corresponde ao hidrocarboneto saturado CissHz70. O pico m/z

1165,33, correspondente a Cs2Hies, € 0 mais abundante. Estas observagdes sdo consisten-

tes aos dados do fabricante (vide a Figura 8 e a Tabela 2 abaixo).

Tabela 2

Padrao qualitativo de 6leo bruto
ASTM D5307

Peso molecular M-1 M+14
Decano 6,25% 142 141 156
Undecano 6,25% 156 155 170
Dodecano 6,25% 170 169 184
Tridecano 6,25% 184 183 198
Tetradecano 6,25% 198 197 212
Pentadecano 6,25% 212 211 226
Hexadecano 6,25% 226 225 240
Heptadecano 6,25% 240 239 254
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Octadecano 6,25% 254 253 268
Elcosano 6,25% 282 281 296
Tetracosano 6,25% 338 337 352
Octacosano 6,25% 394 393 408
Dotriacontano 6,25% 450 449 464
Hexatriacontano @ 6,25% 506 505 520
Tetracontano 6,25% 562 561 576
Tetratetracontano : 6,25% 618 617 632

Além da série [M+N]*, um ion correspondente a [(M'+23]* esta evidente a partir do
envelope isotépico (M’ é o alcano com dois atomos de carbono a menos, Figura 3B), bem
como no perfil de peso molecular (Figura 3A).

5 As condicoes otimizadas para andlise de alcano (Exemplos no presente documen-
to) foram usadas para produzir os dados mostrados nas Figuras 2 e 3. O experimento foi
feito em uma a atmosfera N> em uma camara isolada normalmente usada para ionizagao
quimica em pressao atmosférica, eletricamente aquecida a 80- 500°C, com um potencial de
6 kV aplicado ao papel que segura a amostra. Dois outros conjuntos de condi¢des experi-

10  mentais também foram explorados (Exemplo 2 no presente documento). Em um deles, a
amostra foi novamente ionizada a partir do papel, mas foi aquecida ao ar livre com uma pis-
tola de calor enquanto fornece a alta tensdo. Na outra alternativa, que sucedeu o trabalho
anterior sobre ionizacao de dessorcao por eletroaspersao de modo de transmissao (DESI;
Chipuka et al., J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2008, 19, 1612), a amostra foi colocada em uma

15 malha de aco inoxidavel, um potencial de 1,5-2 kV foi aplicado a uma agulha na frente da
malha, e uma descarga em arco estavel estabelecida. Resumindo os dados provenientes
dos trés tipos de experimentos: (i) Aspersdao em papel em uma camara de N. aquecida até
400°C (de preferéncia, 100°C a 150°C, é bem sucedida para n-alcanos maiores (> C28);
fornece [M+N]* e [M+N-2H]* bem como ions diméricos [2M+N-Hy]* onde y é 1 e 4. (ii) As-

20 persao em papel ao ar livre a 300°C é eficaz para alcanos de tamanho médio e fornece prin-
cipalmente [M-H]*, acompanhada por varias espécies oxigenadas, (ii) Descarga em malha
ao ar livre, com aquecimento, foi bem sucedida para hidrocarbonetos de tamanho médio e

leves, bem como outros hidrocarbonetos. Informagcdes mais detalhadas sao fornecidas nos
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Exemplos no presente documento.
Devido ao fato de ter se provado ser mais facil controlar as condigées para produzir
[M+N]* ao invés de ions [M-H]*, prestou-se maior atencdo a estas espécies. No entanto,
ambos os ions sao formados por processos quimicos altamente incomuns. Os ions [M-H]*
5 parecem nao ser formados por reagdes ibnicas/moleculares, porém, parecem envolver um
processo de ionizagdo em campo (Exemplos no presente documento). Segundo Rollgen
(Ber. Bunsenges. Phys. Chem. 1971, 75, 988), a origem de [M-H]* foi experimentalmente
atribuida a dessorgdo em campo com transferéncia de prétons a superficie emissora (papel
ou metal). Vide Pirkl (Analytical and Bioanalytical Chemistry, 2010, 397(8), 3311). A obser-

10  vacao de tragos de cétions de radical molecular (M*) sugere que um componente secunda-
rio de ionizagdo ocorre por simples ionizagdo em campo. Os produtos mais notaveis sao
[M+N]* e [2M+N-2H]*. A reacao principal, que leva ao ultimo, formalmente envolve N* liquido
além de um alcano, conforme mostrado nas Figuras 2, 3A e 3B, 9, e 10. Isto representa uma
substituicdo sem precedentes na ligagao C-C (ou C-H) de um alcano.

15 Os experimentos de multiplos estagios (MS/MS e MS) forneceram informagdes so-
bre a natureza dos ions [M+N]*. Os dados MS/MS exibiram principalmente eliminagbes de
alceno (Figura 4A), uma fragmentacao altamente caracteristica para compostos de alquil de
cadeia longa, sejam funcionalizados ou ndo. Os dados MS forneceram acesso a ions de
massa inferior e mostraram resultados surpreendentes adicionais tipificados pelos dados na

20  Figura 4B. Outra fragmentagao de qualquer um dos ions gerados por perda de alceno a par-
tir do precursor [M+N]* (isto €, de seus homologos inferiores [M+N]*) ocorre por perda de
aminas de alquil com tamanho especifico para fornecer cations de alquenil com uma faixa
estreita de pequenos numeros de carbono. Os dados MS indicam a posi¢ao da inser¢ao de
nitrogénio, mostrando uma forte preferéncia pela inser¢gédo C-6 a C-9. Um possivel mecanis-

25 mo para a fragmentacdo é mostrado conforme a Figura 5 para um espectro representativo
MS (que envolve o ion intermediario de m/z 226).

Sem se ater a nenhuma teoria ou mecanismo de agao, esses dados sugerem a in-
sercao de nitrogénio em ligagdes C-C que se situam préximas, mas ndo nas extremidades

da cadeia de n-alcano. A especificidade de sitio da inser¢céao de nitrogénio sugere um N-
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doador ibnico ao invés de radical livre (tal com o radical azida; Continetti et al., J. Chem.

Phys. 1993, 99, 2616). Os ions principais gerados em uma descarga de nitrogénio em pres-

sao atmosférica sdo N3* e N4** (Dzidic et al., Anal. Chem. 1976, 48, 1763). Isto leva ao pro-

pésito de que a reagdo primaria com alcanos envolve a inser¢cdo N* a partir de um ion de
5 azida com eliminagdo de dinitrogénio.

O papel da alta tens@o nao é simplesmente gerar uma descarga corona na atmos-
fera de nitrogénio. Essas descargas sao frequentemente geradas e ndo ha uma reatividade
associada. O nitrogénio também pode participar de uma reagdo quimica com o analito. O
nitrogénio age como um agente de ionizagdo quimica, e o alcano € ativado pelo campo elé-

10  trico, permitindo que este seja submetido a reagdo com o nitrogénio ionizado. Aparentemen-
te, € provavel que a presenga de um campo elétrico alto no ponto do material onde a amos-
tra é colocada seja responsavel pela inser¢cao do ion atdmico de nitrogénio; em outras pala-
vras, 0 processo nao € puramente uma reagdo em fase gasosa. Em modalidades preferen-
ciais, a cera é colocada na ponta do material uma vez que este ndo seja mével nem seja um

15  solvente para mobiliza-lo.

Sem se ater a nenhuma teoria ou mecanismo de agao, propde-se experimental-
mente que as ceras nao-volateis sejam ativadas em campo enquanto sao fisissorvidas ao
substrato onde elas sao fortemente polarizadas pelos campos elétricos terminais fortes. Su-
gere-se, ainda, que os alcanos ativados em campo reajam com o doador N, Ns*. A evidéncia

20 para o papel do campo elétrico resulta a partir desses fatos (i) a reagdo nao ocorre com ou-
tros compostos testados - por exemplo, peptideos, colesterol, cocaina etc. (ii) a reagéo é
favorecida em alcanos pesados em relagcdo a alcanos leves (isto pode contribuir para a di-
minuicdo do envelope em massa inferior na Figura 3A) (iii) a ocorréncia de ions diméricos
suporta um mecanismo mediado por superficie. Propde-se que a molécula de alcano fisis-

25 sorvida seja polarizada pela carga no papel, levando a cargas induzidas na molécula con-
forme representado na Figura 6. Em determinados casos, os ions diméricos podem ser for-
mados. Vide a Figura 7.

O sitio favorecido de ataque de cation de azida estara na extremidade da molécula

mais préximo ao papel devido a magnitude da carga induzida na molécula de alcano (Lor-
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quet, Mol. Phys. 1965, 9, 101; e Lorquet, J. Phys. Chem. 1969, 73, 463). Os fatores estéri-
cos provavelmente contribuem para que o sitio de reagéo favorecido fique a certa distancia
da terminagao de cadeia. Aparentemente, ndo ha dados termoquimicos no cation de azida e
nenhum caso de sua reatividade i6nica/molecular. Os analogos mais préximos a insergao N*

5 em uma ligagdo C-H ou C-C de alcano envolvem quimica idnica atémica em fase gasosa de
metal leve (Schwarz et al., Pure Appl. Chem. 2000, 72, 2319; e Gord et al., J. Chem. Phys.
1989, 91, 7535). Nota-se que o intermediario gerado na reagao de inser¢cao C-C proposta é
um ion de nitrénio, uma classe altamente reativa de intermediérios de interesse atual consi-
deravel (Novak et al., J. Phys. Org. Chem. 1998, 11, 71).

10 Os dados MS/MS sobre os ions diméricos (Figuras 11-13) fornecem suporte ao
mecanismo de ativacdo em campo proposto acima. A insercdo de N* em intercadeia com a
eliminacao de H. para fornecer um ion de nitrénio reticulado & proposta como sendo respon-
savel pela formagao dos ions diméricos. Esta reacao é proposta como sendo seguida pela
redisposicdo a um aduto de amdnio estavel que se fragmenta mediante a ativagdo com eli-

15  minagao de alceno para formar um produto [M+N]* de massa inferior.

Discutiu-se que a utilizagao efetiva de recursos de petréleo requer rastrear carbono
através das varias formas quimicas que ocorrem no curso do processamento de petréleo.
Esta tarefa complexa, referida como agrupamento orientado por estrutura (Jaffe et al., Ind.
Eng. Chem. Res. 2005, 44, 9840) envolve monitorar o 'orgamento de carbono’ e requer re-

20  cursos significativos em termos de metodologia analitica que séo justificadas pelo valor eco-
némico do conhecimento adquirido. A dificuldade de analisar os alcanos com alto peso mo-
lecular por espectrometria de massa € um impedimento para a implementacdo completa
desta tarefa. Estes compostos podem ser ionizados através de dois métodos: sendo comu-
mente usado o método de dessorcdo em campo veneravel (FD). Este método manualmente

25 intensivo requer que uma solugao da amostra seja pingada sobre um emissor dendritico fino
ao qual se aplica um potencial a medida que o mesmo € aquecido em vacuo para criar ions.
O método alternativo € o método de ionizagédo de elétrons de feixe molecular elegante de
Amirav (Granota et al., Int. J. Mass Spectrom. 2005, 244, 15). Ambos os métodos fornecem

dados reproduziveis, porém, ambos envolvem a ionizagdo em vacuo e, logo, carece da sim-

Peticao 870200060419, de 15/05/2020, pag. 29/78



15/28

plicidade do procedimento descrito no presente documento. Aparentemente, a metodologia
de insercao de N* descrita neste documento tera propriedades complementares e uma utili-
dade pratica.

Colecao de ions

5 Os sistemas e métodos para coleta de ions que foram analisados por um espec-
trdmetro de massa sao mostrados em Cooks, (patente U.S. numero 7.361.311), estando o
conteudo desta aqui incorporado em sua totalidade a titulo de referéncia. Em geral, a prepa-
racao de arranjos de microchips de moléculas primeiramente envolve a ionizagao de molé-
culas de analito na amostra (solida ou liquida). As moléculas podem ser ionizadas por qual-

10  quer um dos métodos discutidos anteriormente. Entao, os ions sdo separados com base em
sua razao entre massa/carga ou e, sua mobilidade, ou tanto na razdo entre massa/carga
como na mobilidade. Por exemplo, os ions podem ser acumulados em um dispositivo de
armazenamento de ion, tal como uma armadilha idénica quadrupolar (armadilha de Paul, in-
cluindo as variantes conhecidas como a armadilha iénica cilindrica e a armadilha i6nica line-

15 ar) ou uma armadilha de ressonancia ciclotron (ICR). Seja dentro deste dispositivo ou usan-
do um analisador de massa separado (tal como um filtro de massa quadrupolar, setor mag-
nético ou tempo de voo), os ions armazenados sao separados com base em razdes entre
massa/carga. Uma separagao adicional pode se basear na mobilidade utilizando-se disposi-
tivos de deslocamento de ions ou os dois processos podem ser integrados. Os ions separa-

20 dos séao, entao, depositados em um microchip ou substrato em pontos ou locais individuais
de acordo com sua raz&o entre massa/carga ou em sua mobilidade para formar um microar-
ranjo.

Para obter isto, 0 microchip ou substrato € movido ou varrido nas dire¢des x-y e pa-
rado em cada local durante um periodo de tempo predeterminado para permitir que o depé-

25 sito de um numero suficiente de moléculas forme um local tendo uma densidade predeter-
minada. Alternativamente, os ions de fase gasosa podem ser direcionados eletrénica ou
magneticamente a diferentes locais sobre a superficie de um chip ou substrato estacionario.
As moléculas sao preferencialmente depositadas sobre a superficie com a preservacgao de

sua estrutura, ou seja, elas sao aterrissadas suavemente. Dois fatos tornam provavel que a
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dissociagdo ou desnaturagdo em aterrissagem possam ser evitadas. As superficies adequa-
das para uma aterrissagem suave sao superficies quimicamente inertes que podem remover
de modo eficiente a energia vibratéria durante a aterrissagem, mas que permitirdo a identifi-
cacgao espectroscopica. As superficies que promovem a neutralizagao, a reidratagéo ou ten-

5 do outras caracteristicas especiais também podem ser usadas para uma aterrissagem sua-
ve de proteina.

Em geral, a superficie para a aterrissagem de ions fica localizada atras da monta-
gem de detector do espectrémetro de massa. No modo de detecgao de ions, as altas ten-
sOes sobre o dinodo de conversdo e o multiplicador sdo ligadas e os ions sdo detectados

10  para permitir que qualidades espectrais gerais, a relacao entre sinal e ruido e a resolu¢édo de
massa ao longo da faixa de massa completa sejam examinados, as tensdes sobre o dinodo
de conversao e o multiplicador sdo desligadas e os ions sdo permitidos passar através do
orificio na montagem de deteccéo para alcangar a superficie de aterrissagem da placa (tal
como uma placa de ouro). A superficie é aterrada e a diferenga de potencial entre a origem

15 e a superficie é de 0 volts.

Um substrato exemplificador para uma aterrissagem suave é um substrato de ouro
(20 mm x 50 mm, International Wafer Service). Este substrato pode consistir em uma pasti-
lha de Si com uma camada de adesao de cromo de 5 nm e 200 nm de ouro depositado em
vapor policristalino. Antes de ser usado para a aterrissagem de ions, o substrato é limpo

20 com uma mistura de H2SO4 e H20> em uma razéo de 2:1, lavado vigorosamente com agua
deionizada e etanol absoluto, e, entdo, seca a 150°C. Uma mascara de Teflon, 24 mm x 71
mm com um furo de 8 mm de didmetro no centro, é usada para revestir a superficie de ouro
de modo que somente uma &rea circular com um didmetro de 8 mm sobre a superficie de
ouro fique exposta ao feixe de ions para uma aterrissagem suave de ions de cada feixe de

25  ions selecionado por massa. A méscara de Teflon também é limpa com 1:1 de MeOH:H20
(v/v) e seco em uma temperatura elevada antes do uso. A superficie e a mascara sao fixa-
das em um retentor e a area superficial exposta € alinhada ao centro do eixo geométrico
optico de ion.

Pode-se usar qualquer periodo de tempo para a aterrissagem dos ions. Entre cada
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aterrissagem de ion, o instrumento € ventilado, a méscara de Teflon € movida para expor
uma area superficie nova, e o retentor de superficie é relocalizado para alinhar a area alvo
com o eixo geométrico optico de ion. Apds a aterrissagem suave, a mascara de Teflon é
removida da superficie.

5 Em outra modalidade, pode-se usar uma armadilha iénica linear como um compo-
nente de um instrumento de aterrissagem suave. Os ions viajam através de um capilar
aquecido em uma segunda camara através de guias de ion em camaras de aumento de
vacuo. Os ions sdo capturados na armadilha i6nica linear aplicando-se tensdes adequadas
aos eletrodos e tensées RF e DC aos segmentos das hastes da armadilha idnica. Os ions

10  armazenados podem ser radialmente ejetados para deteccdo. Alternativamente, a armadilha
ibnica pode ser operada para ejetar os ions de massa selecionada através do guia de ion,
através de uma placa sobre a placa de microarranjo. A placa pode ser inserida através de
um sistema de valvula com porta mecanica sem ventilar todo o instrumento.

As vantagens da armadilha iénica quadrupolar linear em relagdo a armadilha iénica

15  de Paul padrao incluem uma capacidade de armazenamento de ions aumentada e a capa-
cidade de ejetar ions tanto axial como radialmente. As armadilhas idnicas lineares fornecem
uma resolugao unitaria a pelo menos 2000 Thomspon (Th) e tém capacidades de isolar ions
de uma Unica razdo entre massa/carga e, entao, realizar uma excitagdo e uma dissociagao
subsequentes a fim de registrar um produto de MS de ion/MS de espectro. A andlise de

20 massa sera realizada utilizando-se métodos de forma de onda ressonante. A faixa de massa
da armadilha linear (2000 Th ou 4000 Th, mas ajustavel para 20.000 Th) permitira a analise
de massa e uma aterrissagem suave da maioria das moléculas de interesse. No instrumento
de aterrissagem suave descrito anteriormente, os ions sao introduzidos axialmente nas has-
tes do filtro de massa ou nas hastes da armadilha i6nica. Os ions também podem ser radi-

25 almente introduzidos na armadilha iénica linear.

Os métodos de operagao dos instrumentos de aterrissagem suave descritos anteri-
ormente e outros tipos de analisadores de massa para aterrissar suavemente ions de dife-
rentes massas em diferentes locais em um microarranjo serdo descritos agora. Os ions do

analito funcionalizado a partir da amostra sdo introduzidos no filtro de massa. Os ions de
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razdo entre massa e carga selecionada serao filtrados por massa e aterrissados suavemen-
te sobre o substrato durante um periodo de tempo. Entéo, os ajustes de filtro por massa se-
rdo varridos ou escalonados e os movimentos correspondentes na posigdo do substrato
permitirdo a deposigao dos ions em posigdes definidas sobre o substrato.

5 Os ions podem ser separados em tempo de modo que os ions cheguem e aterris-
sem sobre a superficie em momentos diferentes. Enquanto isto € realizado, o substrato esta
sendo movido para permitir que os ions separados sejam depositados em diferentes posi-
¢bes. Um disco giratorio é aplicavel, especialmente quando o periodo de rotagdo correspon-
der ao ciclo de funcionamento do dispositivo. Os dispositivos aplicaveis incluem o tempo de

10  voo e o tubo de deslocamento de mobilidade i6nica linear. Os ions também podem ser dire-
cionados a diferentes locais em uma superficie fixa por campos elétricos ou magnéticos de
varredura.

Em outra modalidade, os ions podem ser acumulados e separados utilizando-se um
Unico dispositivo que atua tanto como um dispositivo de armazenamento de ions como um

15 analisador de massa. Os dispositivos aplicaveis sao armadilhas i6nicas (Paul, armadilha
ibnica cilindrica, armadilha linear, ou ICR). Os ions sdo acumulados seguidos por uma eje-
cao seletiva dos ions para aterrissagem suave. Os ions podem ser acumulados, isolados
como ions de razdo entre massa e carga selecionada, e, entao, aterrissados suavemente
sobre o substrato. Os ions podem ser acumulados e aterrissados simultaneamente. Em ou-

20 tro exemplo, os ions de varias razbes entre massa e carga sao continuamente acumulados
na armadilha iénica, enquanto ao mesmo tempo, os ions de uma razdo entre massa e carga
selecionada podem ser ejetados utilizando-se SWIFT e aterrissados suavemente sobre o
substrato.

Em uma modalidade adicional do instrumento de aterrissagem suave, a mobilidade

25 ibnica é usada como um parametro adicional (ou alternativo). Como antes, os ions sao ge-
rados por uma fonte de ionizagdo adequada, tal como aquela descrita no presente docu-
mento. Os ions séo, entdo, submetidos a separagao pneumatica utilizando-se um fluxo de ar
transversal e um campo elétrico. Os ions se movem através de um gas em uma direcao es-

tabelecida pelas for¢gas combinadas do fluxo de gas e pela forga aplicada pelo campo elétri-
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co. Os ions sao separados em tempo e espacgo. Os ions com uma mobilidade maior chegam
na superficie mais cedo e aqueles com uma mobilidade menor chegam na superficie mais
tarde em espacos ou locais sobre a superficie.
O instrumento pode incluir uma combinacao dos dispositivos descritos para a sepa-
5 ragdo e a aterrissagem suave de ions de diferentes massas em diferentes locais. Duas des-
sas combinagdes incluem um armazenamento de ions (armadilhas ibnicas) mais uma sepa-
racao em tempo (TOF ou tubo de deslocamento de mobilidade i6nica) e um armazenamento
de ions (armadilhas ibnicas) mais uma separagao em espago (setores ou separador de mo-
bilidade i6nica).

10 E desejavel que a estrutura do analito seja mantida durante o processo de aterris-
sagem suave. A estratégia para manter a estrutura do analito mediante a deposigao envolve
manter a energia de deposi¢ao baixa para evitar a dissocia¢do ou a transformagao dos ions
quando eles aterrissarem. Isto precisa ser feito, enquanto ao mesmo tempo, minimiza o ta-
manho do local. Outra estratégia consiste em selecionar por massa e aterrissar suavemente

15 uma forma incompletamente dessolvatada da molécula ionizada. A hidratagao extensiva nao
€ necessaria para que as moléculas mantenham suas propriedades de fase de solugédo em
fase gasosa. Os ions moleculares hidratados podem ser formados por eletroaspersao e se-
parados enquanto ainda estiverem “Umidos” para uma aterrissagem suave. A superficie do
substrato pode ser uma superficie “Umida” para uma aterrissagem suave, isto incluiria uma

20 superficie com apenas uma monocamada de agua. Outra estratégia consiste em hidratar a
molécula imediatamente apds a separagao por massa e antes da aterrissagem suave. Va-
rios tipos de espectrometros de massa, incluindo a armadilha i6nica linear, permitem rea-
¢Oes ibnicas/moleculares incluindo reagdes de hidratagdo. Pode ser possivel controlar o
numero de moléculas de agua de hidratagdo. Outras estratégias adicionais consistem em

25  desprotonar os ions selecionados por massa utilizando-se reagdes ibnicas/moleculares ou
ibnicas/ibnicas apds a separagdo, mas antes da aterrissagem suave, para evitar reacoes
ibnicas/superficiais indesejadas ou se protonar em um grupo de derivatizagao de sacrificio
que é subsequentemente perdido.

Diferentes superficies sdo propensas a serem mais ou menos adequadas para uma
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aterrissagem suave bem-sucedida. Por exemplo, as superficies quimicamente inertes que
podem remover de modo eficiente a energia vibratoria durante a aterrissagem podem ser
adequadas. As propriedades das superficies também determinardo quais tipos de identifica-
¢ao espectroscopica in situ sdo possiveis. Os ions podem ser aterrissados suavemente dire-

5 tamente sobre os substratos adequados para MALDI. De modo similar, uma aterrissagem
suave sobre superficies SERS ativa deve ser possivel. Um MALDI in situ e uma espectro-
metria de massa ibnica secundaria podem ser realizadas utilizando-se um analisador de
massa bidirecional, tal como uma armadilha linear como o analisador de massa na etapa de
deposicao de ions e, também, na etapa de andlise de material depositado.

10 Em outra modalidade, os ions podem ser coletados no ambiente (pressdao ambien-
te, mas ainda sob vacuo) sem uma analise de massa (Vide os exemplos no presente docu-
mento). Os ions coletados podem, entdo, ser subsequentemente analisados através de
qualquer técnica adequada, tal como espectrometria infravermelha ou espectrometria de
massa.

15 Incorporacéo a titulo de referéncia

Toda e qualquer referéncia e citagcao a outros documentos, tais como patentes, pe-
didos de patente, publicagbes de patente, jornais, livros, documentos, conteldos da web,
que foram feitas ao longo desta revelagdo se encontram aqui incorporadas em suas totali-
dades a titulo de referéncia para todos os propésitos.

20 Equivalentes

A invencao pode ser incorporada em outras formas especificas sem divergir do es-
pirito ou das caracteristicas essenciais da mesma. Portanto, as modalidades anteriores de-
vem ser consideradas em todos os aspectos ilustrativas e ndo limitantes a invengao descrita
no presente documento.

25 Exemplos

Exemplo 1: Andlise de alcanos utilizando-se espectrometria de massa

Um espectrédmetro de massa LTQ Finnigan (Thermo Fisher Scientific, San Jose,
CA) foi usado para os experimentos de baixa resolugdo e um Orbitrap LTQ disponivel junto

a mesma companhia foi usado para medi¢des de alta resolugdo. As condigdes instrumen-
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tais, exceto onde especificado em contrario, foram as seguintes. Temperatura de capilar de
entrada: 200°C; tensao de capilar aquecido: 15 V; tensao de lente do tubo: 65V. A configu-
racao experimental para ionizagdo a partir do papel era similar aguela descrita em uma pu-
blicagao anterior (Wang et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 877) exceto pelo fato de que

5 o solvente nao foi usado e o papel foi colocado dentro da camara aquecida fechada do LTQ
normalmente usado para experimentos de ionizagdo quimica em pressao atmosférica. A
camara foi preenchida com gas nitrogénio aquecido até cerca de 350°C. Os solventes e ou-

tros produtos quimicos, incluindo alcanos puros, foram adquiridos junto a Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO), e foram usados sem uma purificacdo adicional. O substrato de papel era um

10  papel cromatografico de Grau 1 adquirido junto a Whatman (Maidstone, Inglaterra). Polywax
1000 foi adquirido junto a Restek Corporation (110 Benner Circle, Bellefonte, PA). A caracte-
rizacdo de cromatografia gasosa/deteccédo de ionizagcdo de chama (FID) de Polywax 1000
(dados junto a Restek) é mostrada na Figura 8. Observa-se uma distribuicdo assimétrica; o

sinal mais intenso na distribuicdo ponderada para intensidade ocorre aproximadamente em

15  Cos enquanto a maior intensidade absoluta ocorre em Cgs. O padrao qualitativo de éleo bruto
ASTM® D5307 foi adquirido junto a Sigma-Aldrich. Este tem 16 alcanos com quantidades

iguais de cada componente, conforme mostrado na Tabela 3.

Tabela 3

Padrdo qualitativo de déleo bruto
ASTM D5307

Peso molecular M-1 M+14
Decano 6,25% 142 141 156
Undecano 6,25% 156 155 170
Dodecano 6,25% 170 169 184
Tridecano 6,25% 184 183 198
Tetradecano 6,25% 198 197 212
Pentadecano 6,25% 212 211 226
Hexadecano 6,25% 226 225 240
Heptadecano 6,25% 240 239 254
Octadecano 6,25% 254 253 268
Elcosano 6,25% 282 281 296
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Tetracosano 6,25% 338 337 352
Octacosano 6,25% 394 393 408
Dotriacontano 6,25% 450 449 464
Hexatriacontano 6,25% 506 505 520
Tetracontano 6,25% 562 561 576
Tetratetracontano = 6,25% 618 617 632

Exemplo 2: Configuracoes de sistema alternativas

As Figuras 14-15 mostram configuragdes de sistema alternativas aquelas descritas
anteriormente no Exemplo 1 para andlise de alcanos. A Figura 14 mostra uma configuracéo
5 de sistema para uso ao ar livre quente. O método usa um aquecimento em cerca de 300°C e
opera em ar. O resultado sdo espectros dominados por ions [M- H]* e também incluem va-
rios produtos de oxidagao.

A Figura 15 mostra uma configuracdo de sistema que envolve descarga em arco
assistida por malha. Este método usa aquecimento e opera em ar, mas a amostra se encon-
10 tra em uma malha de ago inoxidavel, ndo em papel. Esta foi bem sucedida para alcanos
leves e de comprimento médio. Uma configuragéo de sistema para conduzir uma técnica de

descarga em arco € descrita em Li (Analyst, 135, 2010, 688-695).
Os principais recursos dos dados para cada um dos trés métodos experimentais
sdo: i) Aspersao em papel em uma camara aquecida, atmosfera N», eletricamente aquecida
15  a aproximadamente 400°C para n-alcanos maiores (> C28), fornece [M+14]* em outras pa-
lavras, [M+N]* e [M+12]*, em outras palavras, [M+N-2H]*, bem como alguns ions diméricos
[2M+N-yH]* onde y = 1 e 4 (configuracao de sistema descrita no Exemplo 1). A reagao prin-
cipal envolve formalmente uma transferéncia liquida de N* para gerar os ions [M+N]* con-
forme mostrado nas Figuras 2, 9, e 10. Isto representa uma substituicdo C-H ou C-C sem
20 precedentes, conforme discutido mais adiante, ii) Aspersdo em papel ao ar livre utilizando-se
uma pistola de calor em uma temperatura de 300°C, para alcanos de tamanho médio forne-
ce principalmente [M-H]*; acompanhado por varias espécies oxigenadas, conforme mostra-
do na Figura 16. iii) Descarga em malha ao ar livre, utilizando-se uma malha de ago inoxida-

vel, uma pistola de calor, para hidrocarbonetos leves e médios.
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A Figura 9 mostra a formacgao da caracteristica de ions [M+14]* e [2M+N-2H]* a
partir de um unico n-alcano, CsHs2. Além dos ions principais, também existem ions secun-
darios. Eles incluem [M+N+23]*, provavelmente como resultado da incorporacao de sédio. A
amostra de 6leo (Tabela 3) fornece a distribuicdo esperada de alcanos inferiores (Figura 10)

5 bem como alguns pequenos picos devido a dimerizagdo em massa superior quando exami-
nados por métodos conduzidos com gas nitrogénio aquecido. Uma vista expandida da
amostra de 6leo bruto (Figura 17) indica a presencga de uma variedade e ions secundarios,
dentre os quais o cation de radical, M** é de maior interesse.

Outro recurso de interesse em espectros de alcano € a presenga em massa muito

10  baixa de cations de alquil e alquenil, conforme observado para a amostra de Polywax na
Figura 18. Os cations de alquil C4+ a Cg abundantes e ions de alquenil poderiam servir como
0s ions reagentes na ionizagdo quimica em pressao atmosférica dos alcanos de cadeia lon-
ga vaporizados.

O método de aquecimento ao ar livre foi bem sucedido para o alcano Cs, fornecen-

15  do ions [M-H]* proeminentes em m/z 449, 393, 337 e 281 (Figura 10). Existem dados na
literatura indicando que os ions [M- H]* podem ser formados por transferéncia i6nica de hi-
dreto para gerar carbocations; isto pode ocorrer na superficie de emissores de campo ou por
adsorgao ibnica induzida em campo de compostos insaturados. A origem dos ions [M-H]*
também foi atribuida a ionizagdo em campo combinada com a transferéncia de hidrogénio a

20  partir das moléculas aos sitios de radical da superficie emissora.

A espécie dominante observada depende das condigées experimentais, que podem
ser ajustadas para favorecer [M-H]* ou [M+N]* conforme indicado. Se a formacgao dessas
espécies for controlada pelo tamanho dos alcanos ao invés de por condigbes experimentais,
entdo, em algum tamanho de alcano, devem-se observar ambos o0s tipos de ions no mesmo

25 espectro. No entanto, esta situagdo ndo foi encontrada. As espécies secundarias incluem
M* (vista, por exemplo, em Cz-Cas, bem como os ions diméricos ja& mencionados). O pro-
cesso de formagédo de [M-H]*, incluindo os experimentos com alcanos rotulados, sugerem
que este ion ndo seja gerado a partir de cations de alquil de baixa massa observados nos

espectros de massa por reagdes ibnicas/moleculares. A alternativa l6gica a um processo
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ibnico/molecular para formacao de [M-H]* é um processo de ionizagdo/dessorgao em cam-

po. Seguindo Rollgen, a origem do [M-H]* foi atribuida a dessor¢do em campo que envolve a

transferéncia de prétons a superficie emissora. A observagao de tragdes de céations de radi-

cal molecular (M*) sugere que um componente secundario de ionizagdo ocorre por ioniza-
5 ¢ao em campo simples. Sob estas condi¢des, também ndo existem moléculas protonadas.

No método de descarga em arco, ao invés de aplicar um potencial ao substrato no
qual a amostra de hidrocarboneto é colocada, a amostra pode ser colocada em uma malha
de ago e uma agulha corona pode ser usada para induzir uma descarga. Utilizando-se este
método de descarga em arco aqui descrito, obtém-se dados bastante similares com incorpo-

10  ragao de atomo de nitrogénio nos alcanos. Vide a Figura 30.

Outra configuragéo de sistema é mostrada na Figura 19. Esta figura mostra uma
configuracao de sistema que usa um substrato ndo-poroso. Um material ndo-poroso exem-
plificador € um metal, tal como aluminio. O substrato é conectado a uma fonte de alta tens@o
e o alcano (por exemplo, cera) é aplicado ao substrato. A amostra &, entdo, aquecida sobre

15 o substrato para produzir ions do alcano. A Figura 20 mostra o espectro de massa de n-
CisHs2 registrado a partir da folha de aluminio em atmosfera N2 a 200°C, 3 kV, corrente de
descarga 4,65 uA, utilizando-se LTQ e mostrando [M+N]+ e [2M+N]+, M = CsHao.

Exemplo 3: Composicdo e estrutura ibnica

Utilizaram-se medigbes de massa exatas para confirmar as estruturas dos ions

20  principais gerados pelos métodos da invengao utilizando-se gas nitrogénio aquecido. Expe-
rimentos de espectrometria de massa em tandem e MS foram usados para obter informa-

¢cOes adicionais sobre esses ions. Os dados sdo mostrados nas Figuras 21 a 25. Os dados
MS/MS séao discutidos na descrigdo detalhada. A faixa de massa inferior ndo pode ser ob-
servada na armadilha ibnica, mas a regiao superior mostra produtos de eliminagao de alce-

25 no com picos em intervalos de 14 Da (Figura 21). Os ions de massa inferior sdo acessiveis
em experimentos MS e aqueles para alcano C4oHs2 representativo mostram que os produtos
intermediarios de eliminagdo de alceno, m/z 198, 226, 254, e 296, todos apresentam um
comportamento similar em (i) ndo submeté-los a eliminagéo de alceno e (ii) em fornecer um

pequeno conjunto de ions de alquenil de massa inferior (Figuras 22-25). O primeiro fato indi-
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ca que as perdas de alceno observadas nos espectros MS/MS sao provavelmente conside-
raveis devido a fragmentos neutros plnicos ao invés de uma série de perdas sucessivas. O
segundo fato indica que os fragmentos de ions intermediarios selecionados com perda de
nitrogénio e seu comportamento sdo mais bem acomodados assumindo que a inser¢cdo N*
5  original ocorreu proxima a extremidade da cadeia de alquil para criar uma amina N, N-alquil
alquenil. A fragmentagao desses ions por perda de uma amina de alquil fornece o céation de
alquenil, sendo que o comprimento deste indica a posigao de inser¢ao de nitrogénio. Os
dados indicam uma forte preferéncia por Cs a Cy de inser¢do N. Um mecanismo possivel
para a fragmentacdo em um caso MS representativo (aquele de m/z 226) é mostrado na
10  Figura 26.

Logo, os dados sugerem com veeméncia a inser¢ao de nitrogénio as ligagoes C-C
e que estas ligagdes se situam préximas as extremidades da cadeia de n-alcano. Isto sus-
tenta a hipétese de que as ligagbes sao ativadas pelo campo elétrico. Evidencia-se também
que as espécies reativas responsaveis pela insercdo N sejam um ion, presumidamente, o
15  ion de azida, ndo o radical de azida. Isto leva alguém a propor 0 mecanismo de ativagao de
alcano assistida em capo e a inser¢éo de ion de axida mostrados na Figura 27. A molécula
de alcano é polarizada pela carga sobre o papel levando a cargas induzidas conforme mos-
trado. O sitio favorecido de ataque de céation de azida ocorrera na extremidade da molécula
mais proxima ao papel. Os fatores estéricos provavelmente contribuem para que o sitio de

20 reacao favorecido fique a certa distancia da terminacao de cadeia

Exemplo 4: ions diméricos

O ion [2M+12] é [2M+N-2H]* com base em medicoes HRMS. Este envolveria a
transferéncia de alquil com eliminagdo de H: se ocorresse a partir do monémero em uma
reacao idnica/molecular. Portanto, um mecanismo que envolve uma reagao superficial assis-

25 tida em campo é mais praticavel, conforme mostrado na Figura 28. O ion de azida pode ge-
rar uma nova ligagao C-C entre as cadeias ativadas e bem compactadas ou o ion de nitrénio
intermediario em uma reagao de insergao intercadeia inicial pode reagir com uma cadeia
adjacente para gerar o produto. Em qualquer caso, energia adicional sera necessaria para a

dessorgdo de ambas as unidades que estdo de acordo com um aumento em dimero em
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relacdo ao produto monomérico a medida que a temperatura é aumentada.
De fato, existem varios ions diméricos, [2M+13]*(ca. 10%), [2M+12]* (ca. 77%), e
[2M+10]* (ca. 13%). As abundancias relativas sdo dadas apds a corregédo '°C e servem para
o sistema CeoH122. Nota-se a formacao do cation de radical [2M+N-H]*. Os dados MS/MS
5  (Figuras 11-13) dos ions diméricos seguem o mesmo padrao que os monémeros, mostrando
perda de alcenos neutros, que estdo de acordo com os tipos de estruturas propostas. Nota-
vel é o fato de que as fragmentagbes sdo dominadas por fragmentagdo ao mondémero,
[M+N]* com a perda do alceno neutro.
Exemplos representativos adicionais de incorporagéao de atomo N bem-sucedida em
10  alcanos menores foram registrados. Algumas vezes nesses casos, o0 ion dimérico [2M+N]* é
o pico de base. Um exemplo é mostrado na Figura 29.

Exemplo 5: Fontes de atomo de nitrogénio

O ion de produto é formalmente o resultado da insercdo de N* em uma ligagdo C-H
ou C-C de um alcano. A reagao poderia envolver uma inser¢gdo de N* direta a partir de um

15  ion precursor adequado ou uma insercao de atomo N seguida por ionizagdo. O ion de rea-
gente mais abundante em N> em descargas de pressdao atmosférica € N4+ com o trimero
N3* também proeminente. Portanto, as causas provaveis para a reagao direta sao a transfe-
réncia de N* e a eliminagéo de N2 ou Ns'. A rota de inser¢cao de atomo N provavelmente en-
volveria o radical de azida como o precursor.

20 O radical N3 tem quase o mesmo calor de formacéo que Nz (IZ4*)] + N (*S) — apenas
0,05 +/-0,10 eV maior — embora seja cineticamente estavel. O cation Ns* é conhecido a partir
de sua ocorréncia em descargas de N», porém, ndo ha quimica idbnica/molecular experimen-
tal nem termoquimica na literatura. Nao existem dados termoquimicos sobre o cation de
radical N4+, o outro ion reagente possivel, mas pouco provavel.

25 Exemplo 6: Modificacdo quimica e colecdo de ceras

A ativacao e funcionalizagao de ligagées C-H alifaticas foram estudas intensivamen-
te no decorrer das Ultimas décadas, principalmente através de reagbes envolvidas com es-
pécies de transicdo de metal (Lech et al., J. Am. Chem. Soc. 111, 8588 (1989); Schwarz,
Pure Appl. Chem. 72, 2319 (2000); e Labinger, Nature 417, 507 (2002). No presente docu-
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mento, reporta-se uma estratégia diferente para alcangar uma ativagéo de ligagéao C-H sele-

tiva de alcanos saturados para gerar espécies idnicas inseridas por nitrogénio, com a fonte

de nitrogénio sendo dinitrogénio quimicamente inerte. As espécies funcionalizadas foram

coletadas diretamente em pressao atmosférica a medida que emergiam a partir da fonte de
5 ions sem envolver analise de massa.

As condi¢des otimizadas para ionizagdo de alcano a partir de papel seco em uma
atmosfera de nitrogénio foram usadas para produzir os dados mostrados. O experimento foi
realizado em uma atmosfera N> em uma camara isolada normalmente usada para ionizagao
quimica em pressao atmosférica, eletricamente aquecida a 200°C, com um potencial de 5-6

10  kV aplicado ao papel que segura a amostra. O gas nitrogénio tem uma pureza minima de
99,9% e foi passado em uma taxa de 5-15 L/min durante a operagao. A colegao de ions em
pressao atmosférica foi realizada direcionando-se o substrato de papel contendo o hidrocar-
boneto e flutuado em +5 kV foi direcionado a um substrato de pastilha de Au/Si aterrado (10
mm de distancia), em um fluxo de nitrogénio aquecido foi introduzido com uma taxa de fluxo

15  de gas de 10 L/min para manter a atmosfera de nitrogénio. A pastilha de Au/Si foi resfriada
utilizando-se nitrogénio liquido para reter as espécies depositadas. Apdés uma hora de cole-
¢ao de ions, a pastilha foi deixada aquecer até a temperatura ambiente para medicao de FT-
IR. A pastilha também foi enxaguada utilizando-se hexano e o efluente enxaguado foi anali-
sado por nanoESI.

20 Primeiramente, o n-CigHss foi depositado em quantidades de microgramas como
uma pelicula delgada sobre a ponta de um triangulo de papel filtro, € um potencial de 5-6 kV
foi aplicado em uma atmosfera de nitrogénio aquecido (ca. 200°C). O espectro de massa
resultante foi dominado por apenas dois ions: [M+N]* e [2M+N- 2H]*, onde M representa o
alcano examinado, que é verificado por medicées de massa exatas. O sinal [M+N]* durou

25 um longo periodo de tempo (tipicamente > 1 hora) sem uma diminuicao notavel durante a
ionizagao da cera. Os ions resultantes foram depositados em uma superficie inerte e coleta-
dos. Eles foram depositados sobre um substrato de Au em pressao atmosférica sem os ions
entrando no espectrdmetro de massa. Os espectros nanoESI MS/MS da amostra coletada

eram idénticos em todos os aspectos aqueles do ion [M+N]* gerado em linha e registrados
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durante o evento de ionizacao (Figura 31). Isto confirma a deposicdo bem-sucedida das es-
pécies de alcano inseridas por nitrogénio.

O espectro FT-IR da amostra coletada apresentou um novo pico de absorgao pro-

ximo a 1714 cm™ (Figura 32), designado como o esticamento C=N de uma cetamina ou al-

5 dimina com base na frequéncia predita a partir de calculos de RHF desde o inicio. A falta de

eliminacdo de amédnia nos espectros MS/MS de [M+N]* de alcanos lineares sugere forte-

mente que o nitrogénio foi inserido em uma ligagdo C-C ao invés de uma ligagdo C-H. A

interpretacdo esta de acordo com os dados para inser¢do N em cicloalcanos, onde a perda

de amdnia é abundante quando o nitrogénio for inserido em ligagdes C-H nao-terminais.

10  MS/MS de [M+N]* mostrou que o menor fragmento de ion detectado por Orbitrap tinha m/z

de 58.0656(7), tendo a férmula de CsHsN*, também sugerindo que o nitrogénio fica localiza-

do proximo a extremidade da cadeia alifatica. Com base na analise anterior, provavelmente,

0 nitrogénio ndo é inserido muito seletivamente em ligagées C-C quase terminais de alcanos

lineares.
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REIVINDICACOES

1. Sistema para analisar uma amostra, o sistema CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende:

uma sonda que compreende um substrato que afunila em uma ponta, em que o
substrato é configurado para segurar a amostra e o substrato é conectado a uma fonte de
alta tensdo para gerar uma tensao;

um dispositivo de aquecimento para gerar um gas aquecido; e

um espectrometro de massa que compreende um analisador de massa, em que 0
sistema é configurado de tal forma que a tensdo gerada a partir da fonte de alta tensdo e o
gas aquecido gerado a partir do dispositivo de aquecimento sdo simultaneamente aplicados
ao substrato a fim de dessorver e ionizar a amostra do substrato e uma entrada do espec-
trdmetro de massa é operacionalmente associada com o substrato para receber ions da
amostra.

2. Sistema, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
gas aquecido é direcionado na sonda.

3. Sistema, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
gas aquecido é direcionado em uma ponta da sonda.

4. Sistema, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende ainda uma camara configurada para abranger a sonda e o dispositivo para ge-
rar o gas aquecido.

5. Sistema, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
gas € nitrogénio.

6. Sistema, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
substrato € um material poroso.

7. Sistema, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
substrato € um material ndo-poroso.

8. Sistema, de acordo com a reivindicagdo 7, CARACTERIZADO pelo fato de que o
material ndo-poroso € um metal.

9. Sistema, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
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espectrOmetro de massa € um espectrometro de massa portatil.

10. Sistema, de acordo com a reivindicagao 9, CARACTERIZADO pelo fato de que
o analisador de massa é selecionado a partir do grupo que consiste em: uma armadilha iéni-
ca quadrupolar, uma armadilha iénica retilinea, uma armadilha iénica cilindrica, uma armadi-
lha de ressonancia ciclotron ibnica, e um orbitrap.

11. Método para analisar uma amostra, o método CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende:

contatar uma amostra com um substrato que afunila em uma ponta;

aplicar simultaneamente alta tensdo e calor ao substrato para gerar ions de um
analito na amostra que sejam expelidos a partir do substrato; e

analisar os ions expelidos.

12. Método, de acordo com a reivindicacao 11, CARACTERIZADO pelo fato de que
o calor é produzido a partir de um gas aquecido.

13. Método, de acordo com a reivindicacao 12, CARACTERIZADO pelo fato de que
0 gas aquecido é direcionado no substrato.

14. Método, de acordo com a reivindicacao 13, CARACTERIZADO pelo fato de que
0 gas aquecido é direcionado em uma ponta do substrato.

15. Método, de acordo com a reivindicacao 12, CARACTERIZADO pelo fato de que
0 gas é nitrogénio.

16. Método, de acordo com a reivindicacao 11, CARACTERIZADO pelo fato de que
0 substrato € um material poroso.

17. Método, de acordo com a reivindicacao 11, CARACTERIZADO pelo fato de que
0 substrato € um material ndo-poroso.

18. Método, de acordo com a reivindicacao 11, CARACTERIZADO pelo fato de que
a etapa de aplicar é conduzida dentro de uma camara confinada.

19. Método, de acordo com a reivindicacao 11, CARACTERIZADO pelo fato de que
analisar compreende proporcionar um analisador de massa para gerar um espectro de mas-
sa de analitos na amostra.

20. Método, de acordo com a reivindicagédo 11, CARACTERIZADO pelo fato de que
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o método é realizado sob condigcbes ambientes.

21. Método para ionizar uma amostra, o método CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende:

aplicar simultaneamente alta tens&o e calor a uma amostra disposta em um subs-

5 trato que afunila em uma ponta para gerar ions de um analito na amostra.
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