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RESUMEN

TITULO. DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR PROMEDIO DE LAS FRACCIONES
AROMATICAS DEL PETROLEO UTILIZANDO ESPECTROMETRIA DE MASAS DE TIEMPO DE
VUELO ACOPLADO A DESORCION/ IONIZACION POR LASER (LDI-TOF/TOF MS).

AUTOR: ADRIANA MARIA RUEDA SIERRA”
PALABRAS CLAVES ESPECTROMETRIA DE MASAS LDI-TOF/TOF, CRUDO, PCA

DESCRIPCION

En el presente trabajo se determind el peso molecular promedio de la fraccion aromatica de 24
muestras de crudos colombianos mediante espectrometria de masas acoplada a un analizador de
tiempo de vuelo (TOF/TOF). Las muestras (fraccion aromatica), para este estudio fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Espectroscopia Atémica Molecular (LEAM). Los espectros de
masas se obtuvieron mediante un instrumento MALDI TOF/TOF, equipado con un laser
SmartBeam Il (Nd:YAG, 355nm), operado en el modo reflectron modo positivo debido a que este
tipo de compuestos se comportan por si mismo como una matriz y una energia maxima del laser
equivalente al 65% de su energia total. El rango espectral empleado fue de 0-3500Da con
precisibn de lppm. Las muestras fueron preparadas por el método de la gota seca, en este
método, la muestra es disuelta en cloroformo a una concentracion de 1mg/ml .Su sefal espectral
fue correlacionada, mediante analisis de componentes principales (PCA).

El rango de masas que se utilizé para la toma de espectros fue de 0 a 3500 Dalton. El método
mostrd resultados satisfactorios para cada fraccion y para la prediccion del peso molecular
promedio. En ambos casos (muestras pares e impares), presentaron una varianza explicada de
67%. La metodologia de caracterizacion propuesta por espectrometria LDI TOF/TOF MS requiere
un menor costo de andlisis y ofrece una mejor resolucion.

:*Trabajo de grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica Director Enrique Mejia Ospino. Codirector: Diana
Catalina Palacios.
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ABSTRACT

TITLE: DETERMINATION OF AVERAGE MOLECULAR MASS FRACTION OF AROMATIC OIL
MASS SPECTROMETRY USING FLIGHT TIME TRAILER A desorption / ionization LASER (LDI-
TOF / TOF MS) *.

AUTHOR: ADRIANA MARIA RUEDA SIERRA”

KEYWORDS: MASS SPECTROMETRY LDI-TOF / TOF, RAW, PCA
DESCRIPTION

In this study the average molecular weight of the aromatic fraction of 24 samples of Colombian
crude by mass spectrometry analyzer coupled to a time of flight (TOF / TOF) was determined.
Samples (arom), for this study were provided by the Laboratory of Atomic Molecular Spectroscopy
(LEAM). Mass spectra were obtained by a MALDI TOF / TOF instrument, equipped with a
SmartBeam Il (Nd: YAG 355nm) laser operated in mode reflectron positive mode because these
compounds behave itself as a matrix and maximum laser energy equivalent to 65% of its total
energy at a frequency of 200Hz per acquisition (500 laser shots). The spectral range used was
accurately 0-3500Da 1ppm. Samples were prepared by the dried droplet method, in this method,
the sample is dissolved in chloroform at a concentration of 1mg / ml was .lts spectral signal
correlated by principal component analysis (PCA).

The mass range was used for taking spectra was 0-3500 Dalton. The method was successful for
each fraction and for predicting the average molecular weight results. In both cases (even and odd
samples) presented an explained variance of 67%. The characterization methodology proposed by
spectrometry LDI TOF / TOF MS requires less cost analysis and provides better resolution.

** Faculty of Science. School of Chemistry director Enrique Mejia Ospino. Co-Director: Diana
Catalina Palacios.
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INTRODUCCION

En la explotacion petrolera actual es cada vez mas comun encontrarse con crudos
pesados y bitimenes, que paulatinamente se han ido incorporando en los
esquemas de refinacién. La presencia de fracciones pesadas en las cargas de
alimentacion en los procesos de refinacion no solo aumenta la produccién de
fondos de barril sino también afecta el rendimiento y la calidad de los productos
livianos, ocasionando grandes pérdidas econdmicas a la empresa y al pais
(MORENO, 2011).

Para caracterizar los crudos pesados y sus fracciones mas pesadas, se utiliza la
separacion cromatografica SARA, que permite obtener los componentes de
Saturados, Aromaticos, Resinas y Asfaltenos. Los asfaltenos y resinas son los
hidrocarburos mas pesados, contienen la mayor proporcion de heteroatomos del

crudo (Ni, V, N, Sy O), presentan el mayor punto de ebullicion.

Los hidrocarburos aromaticos, llamados también bencénicos por ser derivados del
benceno; constituyen una familia muy numerosa por la formacién de sistemas de
anillos condensados, estando presentes en las fracciones mas pesadas del

petréleo.

Hoy en dia las industrias se interesan cada vez mas en la explotacion y refinacion
de ciertos crudos y sus residuos. Pensando en la gran necesidad de procesar los
crudos pesados y en la falta de informaciébn quimica y estructural de sus
fracciones pesadas se buscan nuevas técnicas de analisis para mejorar la calidad
de los procesos de refinacion del petréleo manteniendo las especificaciones en

cada producto.
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Se han realizado estudios de fracciones del petréleo empleando la espectrometria
de masas acoplada a un sistema de ionizacién/desorcion laser (LDI-MS), en el
analisis de fracciones livianas de destilacion de fondos de vacio (CALDERON,
2013), permitiendo determinar las distribuciones de peso molecular medio, sin
embargo bajo ciertas condiciones experimentales se pueden observar

fragmentaciones o la formacion de clusters o aglomerados.

Como se ha venido mencionando, la composicion quimica del petréleo es variada
y compleja, en general, en su estado natural es una mezcla de compuestos
organicos de estructura variada y de pesos moleculares diferentes, desde
hidrocarburos parafinicos y nafténicos, hasta hidrocarburos aromaticos; lo cual
lleva al disefio de métodos de andlisis y procesamiento acorde con la complejidad

del crudo y considerando los productos que se desea obtener.

Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo es determinar la masa
molecular promedio de las fracciones aromaticas del petréleo usando
espectrometria LDI. Los estudios seran realizados con fracciones de crudos
colombianos, dichos estudios nos permitira obtener informacién acerca de su peso

molecular promedio y propiedades.
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1. CONSIDERACIONES TEORICAS

1.1 CRUDO

1.1.1 Generalidades. Es un liquido molecular complejo que se auto organiza. Se
halla en el interior de la tierra, almacenado en capas o estratos de roca porosa, en
capas de arena o sobre una capa impermeable. Cada yacimiento esta constituido
por una mezcla de miles de hidrocarburos diferentes, formados principalmente de
carbono e hidrogeno y pequefias porciones de heteroatomos tales como

nitrégeno, azufre, oxigeno y algunos metales (AQUINO et al., 1997).

Los crudos se componen de tres grupos principales de compuestos: parafinicos,
nafténicos y aromaticos. Los primeros son hidrocarburos con cadenas lineales o
ramificadas y sin ningun tipo de anillos en su estructura. Los segundos
corresponden a hidrocarburos saturados con uno a mas anillos en su estructura,
cada uno de los cuales puede tener una a mas cadenas parafinicas; y los terceros
representan los hidrocarburos que contienen uno o mas anillos bencénicos en su
estructura, son altamente insaturados, ademas contienen sustituciones de
cadenas parafinitas y anillos nafténicos (KILLOPS et al., 2005; PETERS et al.,
2005).

Existen diferentes métodos para clasificar los crudos, que proporcionan
informacion valiosa, para su produccién, comercializacion, transporte y refinacion.
No existe un sistema de clasificacion Unico que proporcione la informacion
requerida para tomas las mejores decisiones sobre la calidad y aplicacion del
crudo, y se recomienda correlacionar los diferentes métodos existentes para sacar

el mayor provecho y conocimiento del crudo.
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El pardmetro mas utilizado para la clasificacion de los crudos es su gravedad °API.
La Gravedad °API (API, American Petroleum Institute) medida a temperatura
estandar de 60 °F es una funcién de la Gravedad Especifica (GE) (ALTGELT et

al., 1994) y se representa por la siguiente ecuacion (1):

°AP] = 1415 131.5 1
~ GE(15°C) ' (1)

De acuerdo con esta clasificacion los crudos pueden ser:
e Convencionales o ligeros: mas de 20 °API
e Pesados: entre 10y 20 °API

e Extra pesado: menos de 10 °API

1.1.2 Composicion quimica El petrdleo esta compuesto por muchas y variadas
moléculas de hidrocarburos, otorgando una caracteristica compleja en este. El
andlisis quimico del petréleo es complejo, se requiere de diferentes técnicas y
recursos (CASTRO et al., 2004). Sin embargo, las proporciones de los elementos
que lo componen varian en un intervalo relativamente estrecho, donde el
contenido de carbono es de 83 a 87%m, hidrogeno entre 10 y 14%m, com
pequefias concentraciones de nitrdgeno, azufre, metales y oxigeno (SPEIGHT,
1999). Los hidrocarburos que conforman el petréleo se agrupan en cuatro familias:

saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos.

1.1.2.1 Saturados: Son wuna fraccién, incolora o lechosa compuesta
principalmente de parafinas (sélidas y liquidas) y cicloparafinas (naftenos). Esta
fraccién se concentra principalmente en las fracciones livianas, aunque es posible
encontrarlos en menor cantidad en las fracciones mas pesadas del crudo
(KILLOPS et al., 2005).

16



Hidrocarburos alifaticos saturados o alcanos o parafinas: Estan
constituidos por una cadena de atomos de carbono enlazados cada uno de 0 a

3 atomos de hidrégenos, excepto en el mas sencillo, el metano (CHy).

Cada carbono estd ligado siempre a otros cuatro atomos (carbono o
hidrogeno); y su férmula general es C,H,,.,. Cuando su estructura es de
cadena recta se llaman parafinas normales o n-alcanos. Los atomos de
hidrogenos pueden ser sustituidos por carbonos o cadenas hidrocarbonadas,

formando las isoparafinas o isoalcanos.

Hidrocarburos ciclicos saturados, cicloalcanos o naftenos: en estos
hidrocarburos hay una ciclacion total o parcial del esqueleto carbonado. El
ndamero de atomos de carbono del anillo formado puede ser variable. Tienen
temperaturas de ebullicibn y densidades superiores a la de los alcanos del
mismo numero de atomos de carbono. En los petréleos crudos, los anillos mas
frecuentes son los de cinco o seis atomos de carbono. En estos anillos, cada
atomo de hidrogeno puede ser sustituido por una cadena parafinica recta o

ramificada, llamada alquilo.

1.1.2.2 Arométicos: Son liquidos altamente viscosos de color amarillo a rojo con

estructuras moleculares que contienen compuestos mono, di y poliaromaticos con

uniones condensadas de anillos nafténicos junto con cadenas parafinicas

asociadas. Esta fraccion es el medio de dispersion de los asfaltenos en el crudo;

su peso molecular es ligeramente mayor que el de los saturados (SPEIGHT,
1984).

Hidrocarburos aromaticos: son hidrocarburos ciclicos poliinsaturados que
estdn presentes en una gran proporcion en los crudos de petroleo. La
presencia en su formula de uno o mas ciclos con tres dobles enlaces

conjugados les confiere unas notables propiedades. Asi, los primeros
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compuestos (benceno, tolueno, xilenos) son materias primas fundamentales de
la petroquimica (ademés contribuyen igualmente a aumentar el ndmero de
octano de las gasolinas) mientras que los homologos superiores son en
general nefastos (problemas de medio ambiente, de sanidad publica, deterioro

de la actividad de los catalizadores por su capacidad).

1.1.2.3 Resinas: Las resinas se encuentran formando parte de las fracciones mas
pesadas del crudo. Son conocidas también, como hidrocarburos aromaticos
polares. Son compuestos sélidos, semisélidos y en algunos casos aceites
viscosos, de color oscuro, conformadas por estructuras aromaticas, nafténicas y
heteroatomos (nitrégeno, azufre, oxigeno) que le dan caracter polar (KILLOPS et
al., 2005).Las resinas se pueden clasificar en dos grupos:

Resinas |: Son las que co-precipitan con los asfaltenos después de adicionar el
alcano, pues se encuentran formando parte del agregado resina-asfalteno en el

crudo.

Resinas II: Se encuentran formando parte de la fraccion de maltenos (fraccion
soluble en n-alcanos) que se obtiene como filtrado del proceso de precipitacion de

asfaltenos. Esta fraccidén es posteriormente separada de los maltenos.

1.1.2.4 Asfaltenos: Los asfaltenos se definen formalmente como una fraccién
compleja del crudo que precipita cuando a este se le adiciona un n-alcano,
usualmente n-pentano o n-heptano (PHILIP et al., 1984). Los asfaltenos se
caracterizan por ser sélidos amorfos, que se descomponen con incremento de
temperatura (ALTGELT et al.,, 1994). Son insolubles en solventes parafinicos
livianos y solubles en compuestos altamente aromaticos como el xileno y tolueno;
no son volatiles y constituyen la fraccibn mas pesada y polar del petréleo
(HAMMAMI et al., 1998).
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1.1.3 Anédlisis SARA EI gran nimero de compuestos que forman parte de los
crudos hace necesaria la separacion en grupos mas homogéneos mediante
técnicas de fraccionamiento para su identificacion. La mayoria de los
procedimientos existentes hacen una primera separacion de los crudos mediante
precipitacion con hidrocarburos saturados de bajo peso molecular (n-heptano o n-
pentano). A la fraccion insoluble se le denomina asfaltenos y a la soluble
maltenos. Estos udltimos pueden a la vez dividirse en saturados, naftenos-

aromaticos y polares o resinas (figura 1).

Figura 1. Esquema simplificado de la separacion del petr6leo crudo en las
fracciones SARA

Petroleo crudo

Diluidoen n-alcano

Maltenos

Absorbido en silice Precipitado
Lavado con n-alcano

n-alcano Tolueno Tolueno/metanol
Saturados || Aromaticos Resinas Asfaltenos

1.1.4 Fraccion aromatica. Un estudio realizado en la Universidad de petréleo de

China por (CHEN et al., 2013) analizaron los compuestos aromaticos derivados
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del petroleo primero utilizando LIAD / SVUVPI-MS (Desorcion acustica inducida
por laser junto con vacio sincrotrén sintonizable fotoionizacion ultravioleta
espectrometria de masas), con diferentes energias de fotones. Se investigaron
tres muestras diferentes, los aromaticos primarios Lgar (S1) y los compuestos
aromaticos secundarios después de la hidrogenacion de Lgar (S2) y sus resinas
(S3). La distribucion de masa de estos compuestos es amplia y continua a partir
de las ~150Da, alcanzando un maximo de ~450Da y se extiende hasta ~1000Da,

con un peso molecular medio (Mw) de aproximadamente 500Da.

La masa en los espectros de los aromaticos primarios presenta picos de
distribucion multimodal a 300 y 450Da, lo que sugiere compuestos policiclicos en
la gama de masa de 400 - 900Da y compuestos alifaticos y compuestos aliciclicos
en el rango de 200 - 400Da.

Otros estudios previamente realizados (STILIANO et al.,, 2002), han utilizado la
espectrometria de masas de ionizacion por electrospray (ESI MS) para analizar las
fracciones de petrdleo aromaticas pesadas usando nitrato de plata como un
compuesto reactivo para formar iones aductos caracteristicos tales como [M + Ag]
+y [2M + Ag] +.La concentracion de la [2M + Ag] + iones se puede reducir
aumentando el voltaje del cono de muestreo, iones moleculares y otros iones de
aductos también se pueden formar dependiendo de la estructura de la molécula

aromatica.

1.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS
La espectrometria de masas es una técnica analitica en la que los atomos o

moléculas de una muestra son ionizados, con mayor frecuencia positivamente,

separados por su relacion (m/z) y posteriormente detectados y registrados.
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La importancia y proyeccion de la MS es debida a su potencial analitico. Las
ventajas de esta técnica se pueden resumir en los siguientes aspectos:
proporciona una insuperable especificidad en la determinacion del peso molecular
debido a la posibilidad de medir exactamente su masa molecular asi como obtener
informacion a partir de los fragmentos i6nicos de un analito (EL-ANEED et al.,
2009).

Es muy versétil, ya que permite determinar la estructura de tipo de compuestos
muy diversos. Es aplicable a los elementos y a todo tipo de muestras, volatiles, no
volatiles, polares y apolares, soélidos, liquidos y gases. En combinacién con
técnicas de separacion de alta resolucion, es mas cualificada para analizar

muestras complejas reales.

El andlisis por espectrometria de masas se realiza en cuatro etapas bésicas:

1. Introduccién de la muestra.

2. lonizacion de la muestra, en la que se transforman los atomos o moléculas en
especies idnicas en fase gaseosa, con la consiguiente pérdida de electrones o
protones.

3. Separacion y el analisis de los iones moleculares y de los fragmentos cargados
producidos segun su relacion m /z.

4. Finalmente, se obtiene el espectro de masas, en el que se presenta la
abundancia relativa de los iones y fragmentos separados respecto a la relacién

masa /carga.

En las figura 2 y en la tabla 1 se presenta un esquema de los componentes

basicos y los componentes de los diferentes equipos instrumentales.
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Figura 2. Esquema de un espectrémetro de masas

lonizacion Analisis Deteccion

Sistema de
ionizacion
Analizador Detector

(Fuente de
iones)

II\

Introduccion de Vacio Datos
la muestra

Espectro

Abundandia
relativa %

m/z

Fuente: J. Gross, Mass Spectrometry, 2004

Tabla 1. Componentes de los diferentes equipos instrumentales

|. COMPONENTES DE LOS ESPECTROMETROS

1. Sistemas de introduccién de la muestra:

1.1Sistemas directos e indirectos.
1.2 Sistemas en espectrémetros acoplados a técnicas de separacion (LC,

GC, CE,.....).
2. Sistemas de ionizacion:

2.1Sistemas de ionizacidn en fase gaseosa:
2.1.a. El: lonizacién por impacto de electrones.
2.1.b. CI: lonizacién quimica.
2.1.c. PI: Fotoionizacion.

2.2Sistemas o fuentes de desorcion
2.2.a. ESI: lonizacién por electrospray.
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2.2.b. LDI: lonizacién por desorcion laser.
2.2.b.1. MALDI: lonizacién por desorcion laser asistida por una matriz.
2.2.b.2. SELDI: lonizacion por laser inducida en superficie.

2.2.c. FAB: Bombardeo con atomos acelerados.
2.2.d. DART lonizacion por analisis directo en tiempo real.

3. Analizadores:
3.1. TOF: De tiempo de vuelo.
3.2. IT: Trampa de iones.
3.3. FT-ICR: Resonancia ibnica ciclotronica de iones, con Transformada
de Fourier.
3.4. Orbitrap.
3.5. Q: Cuadrupolo.

4. Detectores:

4.1. Fotomultiplicadores.
4.2. Copa de Faraday.

IIl. MODALIDADES Y OPERACIONES EN ESPECTROMETRIA DE MASAS

a) Espectrometria de masas en tandem.
b) Acoplamiento de la espectrometria de masas con técnicas de
separacion (hyphenated methods).

El espectro resultando es un grafico que representa la abundancia relativa de los
iones producidos (% de abundancia relativa de los iones producidos) respecto a su
relacion masa /carga (m /z). La sefial correspondiente a un i6n aparece en forma
de varios picos que corresponden a la distribucién estadistica de los distintos
isétopos del i6n. La informacién obtenida por espectrometria de masas es
esencialmente cualitativa, como es la determinacion de masa molecular o la
informacion sobre la estructura a partir de los fragmentos obtenidos, pero también
se pueden realizar analisis cuantitativos utilizando patrones internos o externos

con limites de deteccion desde picomoles a femtomoles.
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Los sistemas de ionizacion o fuentes de ionizacion tienen diferente fundamento y
puede ser: de ionizacion en fase gaseosa o de ionizacion por desorcion, en el
primer caso, la muestra se volatiliza y posteriormente se ioniza, estas fuentes se
utilizan para compuestos térmicamente estables y de pesos moleculares menores
de aproximadamente 10° Dalton. En el segundo caso, ionizacién por desorcién, la
muestra se transforma directamente en iones gaseosos, estos sistemas son
aplicables a muestras no volatiles y térmicamente inestables. Asimismo, son

vélidas para moléculas que tienen pesos moleculares mayores de 10° Dalton.

1.2.1 Espectrometria LDI (lonizacion mediante Desorcién por Laser). En 1970,
Vastola, Mumma y Pirone (COTTER, 1997) obtuvieron un espectro de masa de los
iones organicos moleculares formados directamente por la accion de un laser
pulsado sobre el compuesto hexasulfonato de sodio (Na'CgH13SO73). Su registro
puede ser el primer ejemplo de laser desorcion.

En la técnica Laser Desorption lonization (LDI), ionizacién y desorcion por laser,
los pulsos laser varian de 10° a 10 W /cm? y son focalizados en una area, en la

superficie de la muestra, alrededor de 10 hasta 10*cm?

Los pulsos de la radiacion laser inducen la desorcion del material en la forma de

iones y de moléculas neutras en las capas superficiales de la muestra (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de accion del haz laser en la técnica LDI

Campo eletrostatico

La técnica LDI dio origen a la técnica MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption
lonization) en 1988 (HOFFMAN et al., 1996), hoy es mucho mas utilizada que la
LDI porque amplio tanto la sensibilidad como el rango de masas analizadas v,
consecuentemente, las aplicaciones de la espectrometria de masas. Ambas
utilizan la misma instrumentacion, pero difieren esencialmente en la preparacion

de la muestra.

En el modo de ionizacion (LDI), puede ser dificil controlar la cantidad de energia
transferida, provocando una degradacién de la muestra por un exceso de
calentamiento, ademas no todos los compuestos son capaces de absorber a la
longitud de onda del laser y en consecuencia, no se produce la ionizacién

completa de la muestra.

La longitud de onda del laser es un parametro importante en MALDI (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization) (KNOCHENMUSS, 2006). La longitud de
onda que se usa con mayor frecuencia es la de 337nm de un laser de nitrégeno,
pero también han sido usado los armoénicos del laser de Nd:YAG y mas
recientemente laseres infrarrojos tales como Er:YAG (IR-MALDI). Cada pulso laser
genera un pequefio plasma que se extiende en vacio, del cual se extraen los iones

(positivos o negativos) del analito que son acelerados por un potencial de 10-30kV
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y controlados por medio de campos electromagnéticos. Debido a diferencias de
velocidades que resultan en sus diferencias en masas los iones llegan al detector
en diferentes tiempo (PLASCENCIA, 2003).

1.2.2 Analizador de tiempo de vuelo (TOF/TOF) Es uno de los analizadores mas
sencillos, pero actualmente tiene una gran presencia en los laboratorios. El
principio de los espectrometros de tiempo de vuelo (TOF, por sus siglas en ingles
time of flight) se basa en la relacién entre la masa y la velocidad de los iones. Se
mide el tiempo que necesitan los iones acelerados para recorrer una distancia (L),
que depende de las caracteristicas del instrumento, sin que los iones estén

sometidos a un campo eléctrico (Figura 4).

El analizador TOF es el analizador de masas mas rapido, puede adaptarse a los
métodos de ionizacion por pulsos (MALDI), tiene alta transmisién de iones y el
rango de masa mas grande de todos los analizadores de masas. Estos
analizadores requieren de un método de ionizacion por pulsos y la selectividad de
los iones puede limitarse en algunos experimentos, ademas, el principal problema
es el tiempo que tardan los iones en alcanzar el detector se encuentra en el
entorno de unos pocos microsegundos, lo que exige sistemas de deteccion muy

rapido.

Los analizadores TOF/TOF proporcionan un mejor enfoque de los iones y por
tanto, mayor resolucién y precision. Este tipo de analizadores constan
principalmente de tres secciones: un TOF lineal, una region de colisiébn que sirve
como fuente de iones y un TOF reflector. En el primer TOF, los iones son
extraidos en pulsos de la fuente de ionizacion e inmediatamente son acelerados
mediante la accion de un campo eléctrico para lograr la uniformidad en sus
energias cinéticas antes de que entren al analizador. El tiempo necesario para que
los iones atraviesen la longitud del tubo depende del valor de la raz6n m/z de cada

e

ion.
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Figura 4. Analizador de tiempo de vuelo (TOF)
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Fuente: J. Gross, Mass Spectrometry, 2011

En la segunda region de tiempo de vuelo, el reflectrén, crea un campo retardador
que funciona como un espejo y envia los iones de retorno hacia el tubo de vuelo.
El reflectron introduce una correccion en la energia de dispersion de los iones que
salen de la fuente de ionizacién y que tienen el mismo valor de la razén m/z. Los
iones con mas alta energia cinética penetraran mas profundamente en el
reflectron y por lo tanto estaran un tiempo mayor en el mismo. Asi, estos iones
impactaran al detector al mismo tiempo que aquellos iones mas lentos que tienen
el mismo valor de m/z y penetran menos en el mismo. El reflectron incrementa la
resolucién espectral a expensas de la sensibilidad dado que muchos iones se

pierden en su area y ademas introduce una limitacion en el alcance de masas.

1.2.3 Estudios realizados de la fraccion aromatica Un estudio realizado en la
Universidad de petréleo de China por (CHEN et al.,, 2013) analizaron los
compuestos aromaticos derivados del petréleo primero utilizando LIAD / SVUVPI-
MS en diferentes energias de fotones. Tres muestras diferentes se investigaron,
los aromaticos primarios Lgar (S1) y los compuestos aromaticos secundarios
después de la hidrogenacion de Lgar (S2) y sus resinas (S3). La distribucion de
masa de estos compuestos es amplia y continua a partir de las ~150Da,
alcanzando un maximo de ~450Da y se extiende hasta ~1000Da, produciendo un

Mw medio de aproximadamente 500Da.
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La masa en los espectros de los aromaticos primarios presenta picos de
distribucion multimodal a 300 y 450Da, la intensidad relativa de los dos picos
cambia significativamente con el foton SVUV energia de (9,0, 11,0, 14,0, eV), lo
gue sugiere al menos dos categorias de compuestos con diferentes energias de
ionizacion (IE), en los aromaticos primarios, es decir, compuestos policiclicos en la
gama de masa de 400 - 900Da y compuestos alifaticos y compuestos aliciclicos en
el rango de 200 - 400Da.

Otros estudios previamente realizados ( STILIANO et al., 2002), han utilizado la
espectrometria de masas de ionizacion por electrospray (ESI MS) para analizar las
fracciones de petroleo aromaticas pesadas usando nitrato de plata como un
compuesto reactivo para formar iones aductos caracteristicos tales como [M + Ag]
+ Yy [2M + Ag] +.La concentracion de la [2M + Ag] + iones se puede reducir
aumentando el voltaje del cono de muestreo, iones moleculares y otros iones de
aductos también se pueden formar dependiendo de la estructura de la molécula

aromatica.

1.3 QUIMIOMETRIA

Es una disciplina que ha llevado a una adquisicion rapida de grandes volumenes
de informacion, la cual hay que organizar, interpretar y ubicar en el contexto
adecuando para obtener informacién Gtil (MELENDEZ, 2014).

Sus primeras aplicaciones se realizaron en el area de quimica analitica a finales
de la década de 1970 con el objetivo de analizar datos con mas de una variable

simultaneamente.

La mayoria de las herramientas quimiométricas ven a un espectro de una

sustancia registrado a k longitudes de onda como un vector en un espacio con K
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dimensiones y de igual modo todo tipo de informacion descrita por p-parametros
que se puedan saber sobre una muestra también se pueden condensar en un
vector, de modo que los espectros y las propiedades de la sustancia obedeceran
al algebra vectorial y matricial (GELADI, 2003).

Cuando se realiza mediciones en quimica, los datos obtenidos se pueden
representar numéricamente, en forma de tabla o matriz de datos, de alli nos puede
interesar conocer si los objetos son homogéneos 0 no, en caso de no ser asi, Si
existe algun dato discrepante, si se encuentran muestras caracteristicas conocer
cuales son sus parametros o variables diferentes de las otras muestras. Este tipo
de informacién se obtiene aplicando una serie de técnicas quimiométricas

conocidas como “pattern recognition” (RUBINSON et al, 2001).

En comparacion con los métodos de calibracion convencional, como la
determinacién simultanea de varias variables aplicando métodos ASTM, la técnica
de calibracion multivariable presenta ventajas como la sencillez, rapidez y bajo
costo en el analisis. Por lo anterior se considera importante el desarrollo y
aplicacion de los nuevos métodos de calibracion multivariable en la quimiometria,
para lograr asi, extraer la maxima informacion quimica del analisis de muestras a

partir de sefiales o respuestas instrumentales con escasa selectividad.

1.3.1 Técnicas de pretratamiento de datos

1.3.1.1 Suavizado espectral El suavizado espectral se aplica en aguellos casos
que la relacion sefal/ruido es pequefia, y por medio de algoritmos matematicos
aplicados al espectro se reduce el ruido suavizando la sefial. Los métodos de
suavizado mas habituales son los basados en filtros de Savitzky y Transformadas

de Fourier.
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1.3.1.2 Normalizacion Esta se usa para lograr que los datos estén

aproximadamente a la misma escala, puede ser:

Normalizacién por rangos

En esta transformacion se normaliza un espectro Xi calculando el area bajo la
curva del espectro. Se intenta corregir el espectro de longitud de la trayectoria
indeterminada cuando no hay forma de medirla, o aislar a un grupo de un

componente constante.

La media de Normalizacion
Este es el caso mas clasico de la normalizacion. Consiste en dividir cada fila de
una matriz de datos por su media, neutralizando asi la influencia de los

factores ocultos.

Es equivalente a la sustitucion de las variables originales por un perfil centrado
alrededor de 1: solo los valores relativos de las variables que se utilizan para
describir la muestra, y la informacién correspondiente a su nivel absoluto se a
abandonado. Esto se indica en el caso concreto cuando todas las variables se
miden en la misma unidad, y sus valores se supone que es proporcional a un

factor que no puede ser directamente tomado en cuenta en el andlisis.

Maxima Normalizacion
Esta es una alternativa a la normalizacién clasica que divide cada fila por su

valor maximo absoluto en lugar de la media.

Propiedad de un maximo de muestras normalizadas:

Si todos los valores son positivos: el valor maximo se convierte en 1.

Si todos los valores son negativos: el valor minimo se convierte en -1.

Si el signo de los cambios de valores en la curva: o bien el valor maximo se

convierte en 1 o el minimo valor se convierte en -1.
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1.3.1.3 Correccién de linea base La correccion de la linea base es un tipo de
pretratamiento que intenta corregir determinadas tendencias en la linea base que
aporta el ruido a la sefial. Existen varios tipos de correccion de linea base segun el
efecto que se desea corregir. Un tipo de correccion es el que modela la linea base
como una funcion simple de longitud de onda y sustrae esta funcion a todos los

datos espectrales.

1.3.1.4 Centralizacién La centralizacién evita que ciertos puntos tengan mas
pesos que otros en el modelo. Consiste en calcular el valor medio de cada variable
(Xm) del conjunto de calibracion (de cada columna de la matriz), y restar este valor

a cada punto (Xi,m).

La propiedad fundamental de los datos centrados es que el valor medio de cada

una de las variables es igual a cero.

1.3.1.5 Derivacion La derivada tiene como funcion extraer informacion detallada
gue no puede ser observada en el espectro normal y esta puede ser de diferente

orden:

e Derivadas (primera y segunda)

La diferenciacion o célculo de derivadas permite acentuar las diferencias
existentes en los datos espectrales. Tanto la primera como la segunda
derivada se utilizan a menudo para el tratamiento de los datos. La segunda
derivada elimina el ruido de fondo lineal y constante. Los dos principales
algoritmos de diferenciacion son el de Savitzky-Golay y el de Norris. El primero,
permite calcular derivadas de primer orden o mayor incluyendo un factor de
suavizado que determina el nUmero de variables adyacentes que se usaran en
la estimacion de la aproximacion polinGmica utilizada en la derivacion. El
algoritmo de Norris, a diferencia del anterior, solo permite el calculo de
derivadas de primer orden (STEINER et al., 1972).
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1.3.2 Analisis por componentes principales PCA El PCA es una técnica para
reducir la cantidad de datos cuando esta presente la correlacion. No es una

técnica util cuando las variables no estan correlacionadas.

La idea del PCA es encontrar componentes principales Z;, Z,., Z, que sean
combinaciones lineales de las variables originales X1, X2.., X, que describen cada

muestra, es decir,

Z1 = a11X1 + a12X; + a13X3 + a1,Xy
Zz = a21X1 + a22X2 + a23X3 + aZan etc (2)

Los coeficientes a,4,a;,, €tc., se eligen de manera que las nuevas variables, a
diferencia de las variables originales, no se encuentran correlacionadas unas con
otras. De esta forma se obtienen n nuevas variables en lugar delas n originales, y
en consecuencia hay una reduccion en el conjunto de datos. Sin embargo las
componentes principales se eligen de manera que la primera componente
principal (PC,), Z;, recoge la mayor parte de la variacion que hay en el conjunto de
datos, la segunda (PC,), Z,, recoge la siguiente mayor parte de la variacion y asi
sucesivamente. Por consiguiente, cuando haya correlacion significa el nimero de
PCs utiles sera mucho menor que el nimero de variables originales (CHAU et al.,
2004).

La figura 5 aclara el método cuando hay solo dos variables y, por tanto, solo dos
componentes principales. En la figura 6a las componentes principales se muestran
mediante lineas de trazos suspensivos. Las componentes principales forman
angulos rectos unas con otras, propiedad conocida como ortogonalidad (OTTO,
1999). La figura 6b muestra los puntos referidos a estos dos nuevos ejes y
también la proyeccién de los puntos sobre PC1 y PC2. Se puede ver que en este

caso Z1 recoge la mayor parte de la variacion y asi seria posible reducir la
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cantidad de datos a manejar trabajando con Z; en una dimension en lugar de
trabajar en dos dimensiones con X; y Xo.

Figura 5. 5a. Diagrama que ilustra dos componentes principales PC1 y PC2,
para dos variables X; y X, (b) Puntos referidos a los ejes de los

componentes principales. Indica o puntos de datos, e su proyeccion sobre

los ejes.
a) X
PCl1
o
oo
PC2 L7
-~ _r" ®
~ . ./.
-.\.\ .
b) L X,

PCl1

Fuente: MILLER n. James. Estadistica y Quimiometria para Quimica Analitica

La figura 6 muestra que el PCA es equivalente a una rotacion delos ejes
originales, de tal manera que PC1 se encuentra en la direccion de la maxima
variacion, pero manteniendo el angulo entre los ejes. Con mas de dos variables no
resulta posible ilustrar el metido graficamente pero de nuevo se puede pensar en

el PCA como una rotacion de los ejes de tal manera que PC1 se encuentre en la
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direccién de maxima variacion, PC2 se encuentre en la direccion de la siguiente

mayor variacion y asi sucesivamente (MILLER et al., 2002).

Cuando se emplean métodos espectroscépicos, cada muestra genera respuestas
en cientos o miles de longitudes de onda. A partir de la matriz “X”, construida de la
informacion espectral obtenida para S muestras medidas a W longitudes de onda,
se realiza una descomposicién por componentes principales que proporciona una
aproximacion a la matriz X como un producto de dos matrices (ecuacion 3): la

matriz de puntuaciones (scores) T y la matriz de cargas (loadings) P.

X=TPT+E (3)

Donde E es la matriz de residuos de dimensiones S x W.

La matriz T contiene informacion pertinente a las relaciones entre muestras y esta
constituida por S filas, que corresponden al nUmero de muestras u objetos, y A
columnas que corresponden al nimero de componentes principales. La matriz P
explica la relacidn existente entre variables originales y esta constituida por A filas

y W columnas.

Los componentes principales se determinan con base en el criterio de varianza
maxima. El primer componente es aquel que explica una mayor cantidad de la
informacién contenida en la matriz X. los componentes sucesivos explican cada
vez menos informacién de los datos originales. En resumen, el andlisis por
componentes principales es un método que tiene como objetivo reducir la
complejidad de una matriz de datos a partir de combinacion lineales de las
variables originales (FERNANDEZ, 2005).
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2. PARTE EXPERIMENTAL

El Laboratorio de Espectroscopia Atomica Molecular (LEAM) de la Universidad
Industrial de Santander, se ha dedicado a realizar varios estudios de crudos y sus
fracciones empleando diferentes técnicas espectroscopicas y métodos
estadisticos, llevando a grandes aportes cientificos en la caracterizacion del crudo

colombiano.

2.1 MONTAJE EXPERIMENTAL

En la figura 6, se muestra el esquema general de la metodologia usada para el

desarrollo de este trabajo.

Figura 6. Esquema de la metodologia experimental

Muestras [——— | Instrumentacion

-Modo de
operacion del
equipo
-rango de masa
-intensidad del
laser

Determinacion de
parametros

Fraccion
Aromatica

Adquisicion de
espectros

-Pre-tratamiento
-Determinacion
del Mn y Mw
-Analisis PCA

Procesamiento de datos
espectrales
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2.1.1 Fracciones aromaticas Un total de 24 muestras (fraccibn aromatica)

provenientes de diferentes pozos petroliferos Colombianos fueron suministrados

por el Laboratorio de Espectroscopia Atomica Molecular (LEAM). Para la

determinacién del peso molecular promedio por espectrometria de masas, se

prepararon 24 soluciones diluidas en cloroformo en cada una, denominadas

tedricamente en este trabajo como Al hasta A24 (ver tabla 1).

Tabla 2. Propiedades de las muestras

MUESTRA Gravedad °API %p/p de aromatico
Al 23.7 32.9
A2 33.8 8.13
A3 23.7 28.97
A4 23.4 25.74
A5 47.1 8.13
A6 23.4 31.36
A7 23 27.62
A8 23.5 29.72
A9 23.5 28.1
A10 125 25.16
All 17.6 27.42
Al2 24.4 28.09
Al3 22.7 33
Al4 46.8 9.38
Al5 9.4 40.87
Al6 47.4 9.29
Al7 14.1 33.96
Al8 47.8 8.31
Al19 23.5 29.18
A20 23 29.78
A21 25.1 30.41
A22 23.7 28.54
A23 24.2 29.72
A24 25.1 29.01
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2.1.2 Instrumentacion El montaje experimental se llevo a cabo en el
espectrometro de masas TOF/TOF marca Ultraflextreme (Bruker Daltonik GmbH,
Bremen, Germany) (figura 7).

Figura 7. Espectrometro de masas MALDI TOF/TOF
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Figura 8. Esquema experimental de la obtencion de espectros

~
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\
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colocé la matriz que es
4-HCCA (4cido a-ciano-
4-hidroxicinamico)

Para poder entender mas adelante todo el proceso de andlisis realizado para las

fracciones aromaéticas, se explica en la figura 9, en breve la técnica de ionizacion,

detector y analizador empleado para este trabajo.
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Figura 9. Esquema del método LDI TOF/TOF empleado en el analisis de las

muestras

Sistema de vacio

Fuente de Analizador Analisis de
Muestra . Detector
iones de masa datos

Es expuesta Donde la Los iones se Detecta una
ala accion '““‘;5"3 Sl separaran ampliazona
de un laser dase ’ segun su espectral con FlexAnalisis
desorcién/ conaensac ; razén mayor
ionizacién es convertida masa/carga sensibilidad
directamente
LDl :
en iones
gase0s0s

2.1.3 Determinacion de parametros A continuacion se describe la metodologia
usada para la determinacion delos mejores parametros instrumentales para el

andlisis por Espectrometria de masas de las muestras (fracciones aroméaticas).

e Modo de operacion del equipo

El equipo fue usado en modo reflectron modo positivo, debido a que en este modo
se cuenta con mayor resolucion y sensibilidad hacia masas de altos peso
molecular. La fuente de ionizacion es un laser de tipo SmartBeam-Il de Granate de
Aluminio e Ytrio dopado con Neodimio (Nd:YAG a 355 nm) y con anchos de pulso

del orden de nanosegundos.
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e Rango de masas
El rango de masas que se utilizé para la toma de espectros fue de 0 a 3500 Dalton
con precision de 1lppm, pues en este rango se observaron las distribuciones de

masas de las muestras.

e Energia del pulso del laser

La intensidad del laser empleada en el analisis de las muestras fue entre 60-65 %,
cabe resaltar que cada disparo del laser es la acumulacion de 500 disparos laser a
una frecuencia de 200Hz. Para el andlisis de repetibilidad se trabajo con un laser
del tipo convencional, donde para los dos primeros casos los disparos se hacen de
manera aleatoria en todo el area del spot donde esta esparcida la muestra'y en un
tercer caso se trabajo sin aleatorizacion del laser es decir se hacen disparos del

laser en un solo punto del spot.

Es muy importante tener en cuenta que si la intensidad del laser es muy alta se
puede producir fragmentacion en la muestra. Por otro lado, a intensidades bajas,
estas, pueden no resultar suficientes para la desorcion de la muestra. Esta
intensidad de la radiacion esta directamente relacionada con la intensidad total del

espectro.

e Preparacion de muestras

Las muestras fueron preparadas por el método de la gota seca. En este método,
la muestra se disuelve en cloroformo a una concentracion de 1mg/mL. Se coloca
1L de la solucién en un spot sobre una placa de acero inoxidable (target) para su

subsecuente evaporacion al aire.
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2.1.4 Adquisicion y andlisis de espectros El equipo con el software de analisis
FlexControl, que permite la variacion de diferentes parametros como: intensidad
laser, rango de masas, método de adquisicion de los espectros, voltaje de

extraccion de las placas, entre otros.

Se realiz6 un pretratamiento a los espectros obtenidos utilizando las herramientas
del software del procesamiento FlexAnalisis 3.3, con el fin de obtener la maximay
mas util informacion de los datos, minimizando las contribuciones presentes en la
sefal analitica que reducen la reproducibilidad e induce comportamientos del

sistema que darian lugar a estimaciones erréneas de los parAmetros esperados.

Teniendo en cuenta que esta técnica analitica requiere calibracion antes de la
toma de espectros con calibrantes que cubran el rango de masas de las muestras,
se utilizé una mezcla de péptidos (patron estandar) como calibrante, el cual cubre
un rango de 700 a 3000Da. Esta mezcla fue depositada en un spot del target lo

MAas cercano posible a la muestra a analizar.

Ademas, se realiz6 una calibracién interna del espectro de masas con la del
calibrante mas préximo segun su ubicaciébn en el target. Finalmente, se
implement6 un método de trabajo definiendo las caracteristicas de los parametros

de suavizado espectral y de la correccion de la linea base

2.1.5 Procesamiento de datos espectrales Se realiz6 un pre-tratamiento a los
espectros obtenidos utilizando las herramientas del software de procesamiento
FlexAnalysis 3.3 con el fin de obtener la maxima y mas util informacion de los
datos, minimizando las contribuciones presentes en la sefial analitica que reducen
la reproducibilidad e inducen comportamientos del sistema que darian lugar a

estimaciones erroneas de los parametros esperados.
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Teniendo en cuenta que esta técnica analitica requiere calibracién antes de la
toma de espectros con calibrantes que cubran el rango de masas de las muestras
se utilizd una mezcla de péptidos (patrén estandar) como calibrante, el cual cubre
un rango de 700 a 3000 Da. Esta mezcla fue depositada en un spot del target lo
mas cercano posible a la muestra a analizar. A continuacién, se realiz6 una
calibracion interna del espectro de masas con la del calibrante mas préximo segun
su ubicacion en el target. Finalmente, se implementd un método de trabajo
definiendo las caracteristicas de los parametros de suavizado, y de la correccion

de la linea base.

2.1.6 Determinacion del peso molecular promedio por LDI TOF/TOF Luego de
realizado el procedimiento anteriormente descrito, se calcul6 el peso molecular
promedio en nimero ( Mn) y el peso molecular promedio en peso (Mw) con las
expresiones dadas segun las ecuaciones 4 y 3 respectivamente (KUANGNAN,
2007).

Ii * Mi
Mn:% (4)
_ X Iix Mi?
DT EY TR

Con la ecuacion 4 se calcula M,, donde Ii corresponde a la intensidad relativa de
la masa m; , esta ecuacion es afectada principalmente por las moléculas de bajos

pesos moleculares en el espectro.

Con la ecuacion 5 se calcula M,, que es la medida aritmética de los pesos
moleculares de todas las moléculas, es afectado por los altos pesos moleculares
debido a que no solamente depende del nUmero de especies de cada peso, como

M,, , sino que depende del peso de cada una de las especies.
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Donde M; yI; representan los pesos moleculares delos componentes y sus
intensidades de sefal respectivamente de las especies detectadas (GILMORE et
al, 2000).

2.1.7 Analisis por componentes principales (PCA) El software que se empled
para este tipo de andlisis fue el Unscrambler version 1.3, donde se escogio una
matriz de 99999 datos que corresponden a un rango de masas de 250 — 1020 m/z
para cada muestra. Debido a que el software Unscrambler tiene diferentes tipos de
normalizacion para la correccion de los datos espectrales, se realizd un analisis
exploratorio por el cual se identificd la normalizacion media (Mean Normalozation)
como la méas apropiada, permitiendo una mayor agrupacion de las muestras con

alta varianza explicada.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

A continuacion se describe el desarrollo y los principales resultados obtenidos en
las etapas de masa molecular promedio, comportamiento de la energia del laser,
repetibilidad y PCA de las muestras.

3.1 MASA MOLECULAR PROMEDIO DE LAS MUESTRAS

La masa molecular promedio de las fracciones aromaticas, fue determinada
usando las ecuaciones de Mw y Mn anteriormente mencionadas en las ecuaciones
4y 5 respectivamente. En la figura 13 se muestran tres ejemplos de los espectros
de masas y los valores de Mn y Mw respectivamente para las fracciones A5, A16 y

A22, donde todas presentan un valor de °API bastante disperso entre si.

Figura 10. Espectros de masas y valores de Mn y Mw (a) fraccién A5, (b)
fraccion Al6, (c) fraccion A22.

(@)
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(b)

[a.u]

Intens.

300 2 400 500 600 700 800
m/z

(c)

Intens. [a.u.]

300 2 400 = 500 600 700 800

En la siguiente tabla se representan los valores de masa molecular promedio para

las 24 fracciones, donde apreciamos que sus valores estan dentro del rango de
500Da y 550Da.
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Tabla 3. Masa molecular promedio de las muestras en peso (Mw) y en

namero (Mn)

Muestras Masa molecular promedio | Masa molecular promedio
Fracciones en peso en numero (Mn)
aromaticas (Mw)

Al 558.10 523.78
A2 543.86 511.39
A3 565.27 528.65
A4 538.48 505.16
A5 542.00 505.60
A6 540.78 505.09
A7 526.00 494.68
A8 536.98 503.43
A9 551.29 516.34
Al10 506.61 477.89
All 510.60 478.24
Al2 501.01 473.85
Al3 539.89 506.81
Al4 515.41 482.20
Al5 517.32 486.47
Al6 533.73 491.35
Al7 516.33 484.84
Al8 520.51 485.85
Al19 538.40 507.13
A20 515.63 485.22
A21 531.01 499.12
A22 512.84 485.27
A23 525.95 495.69
A24 535.57 503.02

Como se discuti6 anteriormente, el peso molecular es uno de los datos mas
importantes requeridos en la caracterizacion de fracciones pesadas del crudo y en
la optimizacion de los procesos de refinacion. Su determinacion puede llevarse a
cabo utilizando técnicas directas e indirectas. Rutinariamente en la industria del

petroleo se utilizan técnicas indirectas como VPO y GPC.
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En la literatura hay diversas investigaciones basadas en estas técnicas, por
ejemplo (PERAMANU et al., 1999), los autores sugieren que la técnica de GPC es
adecuada para el analisis de fracciones pesadas del petréleo porque suministra
informacion sobre la distribucion de pesos moleculares promedio. Para obtener
resultados méas exactos al utilizar dichas técnicas, es necesario trabajar con
fracciones que poseen estructuras similares y que sean cominmente solubles, de
ahi los bitumenes fueron divididos en las fracciones saturadas, aromaticas, resinas
y asfaltenicas. Al concluir el estudio encontraron que las fracciones asfaltenicas
presentaban mayor peso molecular que las resinas, las fracciones arométicas y

por ultimo las saturadas cuando se llevaba a cabo las mediciones utilizando VPO.

Paralelamente reportan que los pesos moleculares por GPC eran mucho mas
bajos que los medidos por VPO, observando que las fracciones aromaticas

poseian menor peso molecular con respecto a las fracciones saturadas.

Otros estudios realizados por (GUERRERO et al., 2005) empleando estas mismas
técnicas de VOP y GPC reportaron que el peso molecular promedio de las
fracciones aromaticas preparadas con diferentes estdndares y empleando
diferentes solvente como tolueno a 40 °C, tolueno a 70°C a 110°C estan en el
rango de (390-640), (644,747), respectivamente.

Esto nos lleva a concluir que los pesos moleculares adquiridos en este trabajo por

la técnica LDI TOF/TOF estan dentro del rango del peso molecular de la fraccion

aromatica, aunque se haya trabajado con otro tipo de solvente (cloroformo).
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3.2 ESTUDIO DE LA ENERGIA DE LA INTENSIDAD DEL LASER

Figura 11. Espectros de masas en la ventana 500-500,7 Da de la fraccion

aromatica Al obtenido a diferentes energias laser
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Se observa que los picos tienen una mayor resolucion a bajas intensidades del

haz laser, esto puede ser debido a que a mayor intensidad del laser los iones son

desorbidos del target con una mayor dispersion de posicion y energia cinética

inicial lo que conduce a que iones con la misma relacion m/z lleguen al detector

con una alta dispersion temporal y por lo tanto una menor resolucién de los picos.

Adicionalmente, como se muestra en la figura 11, los valores de Mn y Mw

aumentan paulatinamente hasta alcanzar un valor maximo de intensidad laser al

65% de su energia total y por encima de esta intensidad la masa molecular

promedio decae, lo que podria indicar una posible fragmentacion de la muestra a

intensidad del laser superiores al 65 % de su energia total.
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Figura 12. Comportamiento de la energia del laser
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Debido a esto, los espectros fueron adquiridos a intensidades laser en un
porcentaje entre 60-65% de manera que se logre ionizar eficientemente la muestra
y logrando a su vez una alta resolucion espectral evitando la formacion de

fragmentos.

3.3 ANALISIS DE LA REPETIBILIDAD

En este analisis se pretende determinar qué tan repetible es el valor del peso
molecular medio de las fracciones de aromaticos de crudos mediante la técnica
LDI TOF/TOF, para esto se escogieron 3 muestras aleatoriamente de las 24
fracciones aromaticas (A3, A19, A24) y para cada una de ellas se realizaron de 7 a

8 adquisiciones, cada una corresponde a la suma de 500 disparos laser.

Como lo muestra la figura 12, para la muestra A3 los disparos laser se realizaron
de tres maneras diferentes. En el primer caso (a) se obtuvo el espectro tras la
adquisicion de la suma de 500 disparos laser a una frecuencia de 200Hz donde

cada disparo se realizd con camino aleatorio del laser (b) se realiz6 con camino
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aleatorio del laser y la suma de 1000 disparos laser en el ultimo caso (c) se realizo

sin aleatorizacion del laser y 500 disparos laser.

Figura 13. Repetibilidad de la muestra A3. (a) camino aleatorio del laser y una
adquisicion, (b) camino aleatorio del laser y dos adquisiciones, (c) sin

aleatorizacion del laser y una adquisicion
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Como se puede observar para el tercer caso (c) se observa una mayor
repetibilidad del valor del peso molecular medio, por lo que se escoge este método
(omitiendo la primera adquisicion) para la adquisicion de los espectros de todas

las muestras.
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Tabla 4. Datos peso molecular promedio para A3 sin aleatorizacion del laser

y una adquisicion

Repetibilidad M, M,
1 554.05 593.57
2 546.05 585.99
3 555.73 596.25
4 562.14 601.43
5 554.47 593.16
6 548.99 588.53
Media 553.57 593.15
Desv. Estandar 5.11 5.01
Error Estandar 2.08 2.04
RSD 0.92 0.84

En este caso el calculo de la desviacion estandar relativa (RSD) presenta valores

menores a 1% lo cual demuestra la repetibilidad y fiabilidad de los resultados.

3.4 ANALISIS POR COMPONENTES PRICIPALES (PCA)

Para este analisis se realiz6 una descomposicion por componentes principales al
conjunto de 24 espectros de muestras entre muestras impares, muestras pares y

muestras totales, corregidos con pre-tratamiento espectral.

El objetivo de este analisis es definir el nimero de componentes principales (PC)
a utilizar en el modelo de calibracién, con el fin de disminuir la dimensionalidad de
los datos lo méas posible. El nimero de PC a utilizar se determiné a través de la

varianza explicada acumulada (tabla 4).
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3.4.1 Anadlisis por componentes principales para el grupo de muestras

impares

Tabla 5. Varianza explicada por 7 componentes principales de las muestras

impares

Componente Principal Varianza explicada % Varianza Exp.
Acumulada %

PC1 68.3564 68.3564

PC2 15.1834 83.5398

PC3 7.278 90.8178

PC4 1.2445 92.0623

PC5 2.8946 94.9569

PC6 0.9502 95.9071

PC7 0.1447 96.0518

Teniendo en cuenta el porcentaje de varianza de los datos espectrales que explica
los primeros 7 componentes principales, se observé que a partir del PC6 el
aumento en la varianza explicada no es considerable, por lo que 5 es el nimero

Optimo de componentes a utilizar en los modelos de calibracion.

La representacidon de los dos primeros componentes principales se muestra en el

gréafico de puntuaciones de la figura 14

52




Figura 14. Gréfico de puntuaciones (scores) de las muestras impares PC2 vs
PC1

Scores

M52 A . 3 a15 1
Aal11_2 -, S AMR

________

0,01 0 0,01
PC-1 (54%)

En el primero cuadrante de figura 14, aparecen las muestras que son explicadas
de una forma positiva tanto para el PC1 como para el PC2, en el segundo
aparecen las que son explicadas de una forma negativa por el PC1 pero positiva
por el PC2, en el tercer los de forma negativa para los dos componentes y para el
cuarto cuadrante aparecen las que son explicadas de una forma positiva para el

PCL1 pero negativa por el PC2.

El grafico de scores para las muestras impares, muestra los componentes
principales PC1 y PC2 en los cuales se recoge el 64% y el 15% de varianza
respectivamente, lo que indica que estos dos componentes contienen el 79% de la

varianza total de las intensidades espectrales.

Como se logra ver la muestra A7 sale muy distanciada de su duplicado, lo cual se
prefirié quitar del andlisis PCA y lograr aumentar el valor de la varianza quedando
con un 73% para el PC1y 16% para el PC2 lo que indica que estos componentes

alcanzan un 89% de la varianza total.
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El grafico de influence (figura 15) permite clasificar e identificar con mayor
precision aquellas muestras que de alguna manera podrian distorsionar el modelo
como: valores atipicos (outliers), de alta influencia y posibles valores peligrosos

(dangerous outliers) de las muestras analizadas.

Figura 15. Grafico de Influence con residual X-variance vs Leverage
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Las muestras ubicadas en la parte superior izquierda de esta grafica (rojo)
presentan altos valores de varianza residual y pueden ser catalogadas como
peligrosos (dangerous outliers), las muestras ubicadas en la parte inferior derecha
(naranja) son catalogadas como muestras con alta influencia (apalancamiento), lo
que significa que estas muestras atraeran el modelo para que las describa mejor,
estos dos tipos de muestras con altos valores de leverage y varianza residual no
seran descritas por el modelo que describe la mayoria de las muestras, las

muestras ubicadas en el centro (verde) son catalogadas como muestras tipicas.
En la siguiente imagen (figural6) se realiz6 un agrupamiento de las muestras

segun su similitud entre propiedades tales como %p/p aromaticos y gravedad

°API, lo cual lo podemos observar junto a la tabla 5.
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Figura 16. Gréafico de puntuaciones (scores) segun su similitud en %p/p

aromaticos y gravedad °API de las muestras impares
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Tabla 6. Agrupaciones segun valores de %p/p aromatico y gravedad °API

para muestras impares
MUESTRA %p/p °AP
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3.4.2 Andlisis por componentes principales para el grupo de muestras pares

Tabla 7. Varianza explicada por 7 componentes principales de las muestras

pares

Componente Principal Varianza explicada % Varianza Exp.
Acumulada %

PC1 63.0383 63.0383

PC2 15.8024 78.8407

PC3 12.6968 91.5375

PC4 2.7948 94.3323

PC5 0.9055 95.2378

PC6 1.7595 96.9973

PC7 0.7852 97.7825

Teniendo en cuenta el porcentaje de varianza de los datos espectrales que explica
los primeros 7 componentes principales para el grupo de las muestras pares, se
observd que el PC5 y el PC7 el aumento en la varianza explicada no es
considerable, por lo que 5 es el nUmero 6ptimo de componentes a utilizar en los

modelos de calibracion.

La representacidon de los dos primeros componentes principales se muestra en el

siguiente gréfico de puntuaciones de la figura 17.
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Figura 17. Gréfico de puntuaciones (scores) de las muestras pares PC2 vs
PC1
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En el primero cuadrante de figura 17, aparecen las muestras que son explicadas
de una forma positiva tanto para el PC1 como para el PC2, en el segundo
aparecen las que son explicadas de una forma negativa por el PC1 pero positiva
por el PC2, en el tercer los de forma negativa para los dos componentes y para el
cuarto cuadrante aparecen las que son explicadas de una forma positiva para el

PCL1 pero negativa por el PC2.

El grafico de scores para las muestras pares, muestra los componentes
principales PC1 y PC2 en los cuales se recoge el 67% y el 17% de varianza
respectivamente, lo que indica que estos dos componentes contienen el 84% de la

varianza total de las intensidades espectrales.

El grafico de influence (figura 18) permitié identificar con mayor precision aquellas
muestras que de alguna manera podrian distorsionar el modelo como: valores
atipicos (outliers), de alta influencia y posibles valores peligrosos (dangerous

outliers) de las muestras analizadas.
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Figura 18. Grafico de Influence con residual X-variance vs Leverage
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En este grafico podemos identificar que segun la ubicacion de la muestra se
puede catalogar de tres tipos: las muestras ubicadas en la parte superior izquierda
de la grafica (rojo) presentan altos valores de varianza residual y se llegan a
conocer como peligrosos (dangerous outliers), las muestras ubicadas en la parte
inferior derecha (naranja) son catalogadas como muestras con alta influencia
(apalancamiento), estos dos tipos de muestras con altos valores de leverage y
varianza residual no seran descritas por el modelo que describe la mayoria de las
muestras, las muestras ubicadas en el centro (verde) son catalogadas como

muestras tipicas.

Se realiz6 un agrupamiento de las muestras segun su similitud entre propiedades

tales como %p/p aromaticos y gravedad °API figura 19 y tabla 7.
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Figura 19. Gréafico de puntuaciones (scores) segun su similitud en %p/p

aromaticos y gravedad °APIl de las muestras pares
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Tabla 8. Agrupaciones segun valores de %p/p aromatico y gravedad °API

para muestras pares
MUESTRA %p/p

°API

A6 31.36 23.4
Al6 25.16 125
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3.4.3 Analisis por componentes principales para el grupo de muestras
totales

Tabla 9. Varianza explicada por 7 componentes principales de las muestras

totales

Componente Principal Varianza explicada % Varianza Exp.
Acumulada %

PC1 61.5586 61.5586

PC2 17.2675 78.8261

PC3 10.036 88.8621

PC4 0.7062 89.5683

PC5 2.4341 92.0024

PC6 1.292 93.2944

PC7 0.69.51 93.9895

Teniendo en cuenta el porcentaje de varianza de los datos espectrales que explica
los primeros 7 componentes principales para el grupo delas muestras pares, se
observd que el PC4 y el PC7 el aumento en la varianza explicada no es
considerable, por lo que 5 es el numero 6ptimo de componentes a utilizar en los

modelos de calibracion.

La representacidon de los dos primeros componentes principales se muestra en el

siguiente gréafico de puntuaciones de la figura 20.
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Figura 20. Grafico de las puntuaciones o scores de las muestras totales
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En el primero cuadrante de figura 20, aparecen las muestras que son explicadas
de una forma positiva tanto para el PC1 como para el PC2, en el segundo
aparecen las que son explicadas de una forma negativa por el PC1 pero positiva
por el PC2, en el tercer los de forma negativa para los dos componentes y para el
cuarto cuadrante aparecen las que son explicadas de una forma positiva para el

PC1 pero negativa por el PC2.

El grafico de scores para las muestras pares, muestra los componentes
principales PC1 y PC2 en los cuales se recoge el 60% y el 16% de varianza
respectivamente, lo que indica que estos dos componentes contienen el 76% de la

varianza total de las intensidades espectrales.

El grafico de influence (figura 21) permitio identificar con mayor precision aquellas
muestras que de alguna manera podrian distorsionar el modelo como: valores
atipicos (outliers), de alta influencia y posibles valores peligrosos (dangerous

outliers) de las muestras analizadas.
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Figura 21. Grafico de Influence con residual X-variance vs Leverage
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De igual forma que en los andlisis anteriores este grafico nos ayuda a identificar y
catalogar las muestras segun su ubicacion: las muestras ubicadas en la parte
superior izquierda de la gréfica (rojo) presentan altos valores de varianza residual
y se llegan a conocer como peligrosos (dangerous outliers), las muestras ubicadas
en la parte inferior derecha (naranja) son catalogadas como muestras con alta
influencia (apalancamiento), estos dos tipos de muestras con altos valores de
leverage y varianza residual no seran descritas por el modelo que describe la
mayoria de las muestras, las muestras ubicadas en el centro (verde) son

catalogadas como muestras tipicas.
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4. CONCLUSIONES

La espectrometria de masas LDI TOF-TOF al ser una técnica sensible
demostré ser un método eficaz para la ionizacion de las fracciones del
petréleo, combinada con técnicas de calibracion multivariable como PCA
permite analizar las fracciones aromaticas para el desarrollo de modelos de

prediccion de propiedades fisicoquimicas.

La energia del laser mostré que tanto afecta esta energia en la ionizacion a
las muestras en cuanto a la formacion de clusters, y se puede decir que la
energia mas Optima para este tipo de muestras (fraccion aromatica) es de 60-
65%.

A partir de la informacién de los espectros de masas LDI TOF/TOF se pudo
determinar el peso molecular promedio y analizar la repetibilidad, donde se
presenta mejor linealidad cuando se lleva a cabo de la forma sin aleatorizacion

del laser y una sola adquisicion, es decir, 500 disparos laser a 200Hz.

El analisis por componentes principales (PCA) es una herramienta que
proporciona informacién cualitativa de la semejanza o diferencias quimicas de
las muestras, por lo tanto se realiz6 una agrupacion de acuerdo a sus
caracteristicas y propiedades. Donde las graficas en el PCA nos dio
informacion para la identificacion de muestras outliers, atipicas o de gran

influencia.
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ANEXOS

ANEXO A. ESPECTRO

Figura 1. Espectros de la muestra A1y su duplicado
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Figura 2. Espectros de la muestra A2 y su duplicado
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Figura 3. Espectros de la muestra A3 y su duplicado
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Figura 4. Espectros de la muestra A4 y su duplicado
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Figura 6. Espectros de la muestra A6 y su duplicado
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Figura 7. Espectros de la muestra A7 y su duplicado
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Figura 8. Espectros de la muestra A8 y su duplicado
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Figura 9. Espectros de la muestra A9 y su duplicado
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Figura 11. Espectros de la muestra A11y su duplicado
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Figura 12. Espectros de la muestra A12 y su duplicado
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Figura 13. Espectros de la muestra A13 y su duplicado
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Figura 14. Espectros de la muestra A14 y su duplicado
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Figura 15. Espectros de la muestra A15y su duplicado
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Figura 16. Espectros de la muestra A16 y su duplicado
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Figura 17. Espectros de la muestra A17 y su duplicado
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Figura 20. Espectros de la muestra A20 y su duplicado
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Figura 21. Espectros de la muestra A21y su duplicado

Intens. [a.u.]

300 400 500 miz 600 700 800

[a.u.]

Intens.

300 400 500 mz 600 700 800

89



"

t M " i NU ik e

I

5,
;23' _
£
u,ﬂmmj\fwwhmﬂ l

Wu

\‘

i




Figura 23. Espectros de la muestra A23 y su duplicado
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Figura 24. Espectros de la muestra A24 y su duplicado
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