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Resumo: Dentre os desafios da extracdo e caracterizacdo de &cidos nafténicos tetraméricos (ARN) a
partir da sua matriz complexa, propusemos o emprego de uma nova metodologia de analise para a
identificacdo dessas espécies em amostras de petréleo. Tal metodologia, baseia-se huma abordagem
ndo convencional da utilizagdo da electrospray ionization fourier transform ion cyclotron resonance
mass spectrometry (ESI(-)FT-ICR MS), através da dopagem da amostra com &cido férmico para
transformacdo dos sais de ARN em sua forma mono ou dicarregada. Por outro lado, a aplicacdo bem-
sucedida do FT-ICR MS em Petroledbmica depende dos metodos de processamento de dados. No
presente estudo foram construidos alguns modelos de regressdo multivariados, pelo método de
Minimos Quadrados Parciais (PLS), e avaliados com aplicacGes em amostras testes para determinacédo
de ARN em amostras de petrdleo a partir de dados de FT-ICR MS.

Palavras-chave: acidos nafténicos, ARN, ESI(-)FT-ICR MS, quimiometria.
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Abstract: Among the challenges of extracting and characterizing ARN from its complex matrix, we
propose the use of a new analysis methodology to identify these species in oil samples. This
methodology is based on an unconventional approach of using ESI(-)FT-ICR MS, by doping the
sample with formic acid to transform the ARN salts into their mono or unloaded form. On the other
hand, the successful application of FT-ICR MS in petroleomics depends on data processing methods.
In the present study, some multivariate regression models were constructed, using the Partial Least
Squares (PLS) method, and evaluated with applications in test samples for the determination of ARN

in oil samples from FT-ICR MS data.

Keywords: naphthenic acids, ARN, ESI(-)FT-ICR MS, chemometrics.

1 INTRODUCAO

Durante a producdo de petrdleo
bruto, € fundamental garantir um processo
de escoamento bem-sucedido (SIMON et
al., 2015). Contudo, alguns componentes
presentes no petréleo bruto ou na &gua
produzida podem precipitar-se e, como
resultado, causar problemas graves na
producdo (SIMON et al., 2015; SJOBLOM
etal., 2014).

Neste ambito, um grupo especifico
de &cidos nafténicos (ANs), de alta massa
molecular, cerca de 1230 Da, por vezes
denominados de ARN (BARROS et al.,
2020a), termo noruegués para A&guia
(BAUGH et al., 2005). Esses acidos sdo
providos de quatro terminacdes
carboxilicas e cadeias carbonicas alifaticas
que podem variar de Ceo-s2 COM um amplo
namero de anéis e duplas ligac@es, devido
a variedade dos numeros unidades de
ciclopentenil presentes nas estruturas
dessas espécies (BARROS et al., 2020a).

Os ARN sdo capazes de realizar
ligagbes cruzadas com ions calcio,
mediante a alteraces de pH na agua co-
produzida (BAUGH et al., 2005; SIMON
et al., 2020b) e precipitar-se como um sal
(naftenato de célcio) insoltuvel capaz de
restringir os sistemas de producdo de
petréleo.

Por outro lado, a deteccdo e
determinacdo da concentracdo de ARN, a
partir de suas matrizes, é util para estimar,
em um estagio inicial, o potencial de

incrustacao e a necessidade de tratamento
(SJOBLOM et al., 2014).

No entanto, o teor de ARN nos
6leos crus € muito pequeno (NICHOLS et
al.,2014; BARROS et al., 2020a), o que
dificulta a mensuracdo a partir de sua
matriz, que possui ampla complexidade e
variada composi¢cdo (SUBRAMANIAN et
al., 2017). Em contrapartida, existe uma
diversidade na instrumentacdo analitica
que muito contribui para a identificacao,
determinacdo e caracterizacdo de ANSs,
inclusive ARN, em petroleos e seus
derivados (BARROS et al., 20223, b).

Diante disso, O presente estudo
apresenta a espectrometria de massas de
ressonancia ciclotrénica de ions com
transformada de Fourier (FT-ICR MS)
como uma Gtima estratégia analitica para a
caracterizacdo e identificacdo de espécies
ARN em amostras de petr6leos por uma
metodologia que permite dispensar ou
requerer um preparo mais simples de
amostra. Os resultados de quantificacao
foram obtidos com auxilio de modelos de
regressdo uni e multivariados, como o
método dos Minimos Quadrados Parciais
(PLS). Por fim, amostras de petréleos
contendo ARN também foram avaliadas.

2 REFERENCIAL TEORICO

Os primeiros relatos sobre os
problemas relacionados a deposicdo de
naftenatos de célcio ocorridos em 1996, no
campo de Heidrun no Mar da Noruega,
foram descritos como uma ameaca contra a
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producédo continua de petroleo
(VINDSTAND et al.,, 2003). A partir
disso, este tipo de ocorréncia tornou-se
recorrente em campos produtores de
petroleo em ambito mundial (BARROS et
al., 2022b).

Os avangos nas analises de
caracterizacdo dos ANs contribuiram para
descoberta dos ARN, responséveis pela
deposicdo de naftenato de célcio (BAUGH
et al., 2005; BARROS et al., 2022b).

Sobre os desafios analiticos para a
identificacdo e caracterizacdo de ARN a
partir da sua matriz complexa (BARROS
et al., 2022b), existem diversos estudos a
respeito dos fenébmenos que envolvem os
mecanismos de formacdo, previsdo e
também de inibicdo da deposicdo de
naftenato de célcio em sistemas de
producdo de petroleo (SIMON et al.,
2020a; NORDGARD et al., 2010;
GOLDSZAL et al., 2002; BRETHERTON
et al., 2005; DIP et al., 2017).

A literatura apresenta algumas
estratégias analiticas que envolvem a
deteccdo de ARN a partir do petroleo cru
(BROCART et al., 2007; MEDIAAS et al.,
2018; MARSHALL et al, 2011;
PUTMAN e MARSHALL, 2016;
SUTTON et al., 2014), as quais demandam
de métodos de pré-preparo de amostra e
extracdo laboriosos, que requerem um
significativo consumo de solventes e que,
por vezes, exigem cuidados extras devido a
toxicidade dos reagentes  quimicos
envolvidos no processo.

A este respeito, a FT-ICR MS tem
se mostrado uma importante ferramenta
analitica na caracterizagdo de ANS
(BARROS et al.,, 2022b) e com boas
perspectivas de identificacdo de ARN
diretamente no petrdleo e derivados, com
simplicidade no preparo e consumo
minimo de amostra e reagentes.

Ademais, a aplicacdo bem-sucedida
do FT-ICR MS em Petroledmica, que trata
da caracterizacdo molecular detalhada de
amostras  relacionadas ao  petroleo

REVISTA [

Clencid

(PALACIO LOZANO et al, 2020),
depende dos métodos de processamento de
dados (ISLAM et al., 2012; BARROS et
al., 2022b). Em consoante, para relacionar
dados medidos a parametros especificos
podemos utilizar as calibracGes do tipo uni
e multivariada (isto é, a quimiometria), que
sdo especialmente Uteis na predicdo de
pardmetros dificeis de serem medidos
diretamente (TERRA et al., 2014; VAZ et
al., 2013).

3 PROCESSOS
METODOLOGICOS/MATERIAIS E
METODOS

3.1 MATERIAIS E REAGENTES

Todos o0s produtos quimicos
empregados eram de grau analitico (pureza
superior a  99,5%). Tolueno e
diclorometano (DCM), sendo fornecidos
pela Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de
Caxias, Brasil, metanol pela Dinamica
Quimica Contemporanea Ltda, Indaiatuba,
Brasil, o acido férmico (CHOOH) e o
hidroxido de aménio pela Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA.

Foram estudadas duas amostras de
petr6leo com relatos de deposicdo de
naftenato, referenciados como 6leo 1 e
6leo 2, do mesmo campo de producdo
localizado na bacia sedimentar da costa
brasileira.

O extrato de acidos orgéanicos e 0
padrdo de ARN (quarta fracdo &cida, SF4,
obtida conforme descrito por Barros et al.
(2022a)), aqui utilizados, foram extraidos a
partir de um depdsito também brasileiro.

3.2 DETERMINQQAO DOS MODELOS
DE CALIBRACAO

3.2.1 Estudo da adic¢éo do padrdo ARN
em petroleo

Dois petréleos de diferente nimero
de acidez, petrdleo A (4cido, 2,14 mg
KOH g?) e petréleo B (baixa acidez, 0,398
mg KOH g1), foram enriquecidos com um
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padrdo de ARN (fracdo SF4, obtida
conforme descrito por Barros et al.
(2022a).

As adicOes foram realizadas de
forma decrescente de concentracéo, até que
ndo fosse observado, visualmente, sinais na
regido de m/z entre 900-1300 (sinais na
regido dos ions ARN™). Deste modo, as
concentrag0es resultantes e que foram
utilizadas para a construcdo dos modelos
sdo: (i) petroleo A: 22,5; 17,5; 10,0; 2,5;
1,25; 0,63; 0,14; e 0,07 pg L* e; (ii)
petrleo B: 25,00; 10,00; 17,50; 12,50;
5,00; 2,50; e 1,25 pg L. As solugBes
foram preparadas a partir de uma solucéo
estoque do padrdo de ARN contendo 2 mg
mL™.

As dosagens da solucéo estoque do
padrdo de ARN foram realizadas de modo
que a solucdo final mantivesse uma
concentragéo de 0,5 mg mL™? do petroleo
em tolueno:metanol (1:1) a 0,1% m/v de
NH4sOH em todos 0s ensaios para O
petréleo A e de 2,0 mg.mL™? do petréleo
em tolueno:metanol (1:1) a 0,1% m/v de
NH4sOH em todos 0s ensaios para O
petréleo B.

As solucbes resultantes dos
petréleos A e B foram injetadas na fonte
ESI(-) a um fluxo de 8,0 e 10 uL min?,
respectivamente As condicbes de operagédo
da fonte de ESI(-) foram: voltagem no
capilar de 3600 V, temperatura e fluxo do
gas de secagem de 180°C e 4 L.min?,
pressdo de gas nebulizador de 1,0 bar,
placa final offset 500 V, collision voltage
35,0 V, skimmer de -40,0 V. Os espectros
foram adquiridos por meio de 200
varreduras de sinais transientes de dominio
de tempo de 512 K com um tempo de
acumulacdo de ions de 0,080 e 0,120 s,
respectivamente, e tempo de voo (TOF) =
0,9 ms.

Antes da aquisicdo, o0 equipamento
foi externamente calibrado a partir de uma
solugdo de L-arginina (m/z 200-2000). Os
espectros obtidos foram recalibrados no
software  DataAnalysis 4.0  (Bruker
Daltonics) utilizando um conjunto de
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compostos alquilados homologos mais
abundantes para cada amostra.

Para a construcdo dos modelos de
regressdo multivariada pelo PLS, o0s
espectros foram configurados no software
DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics) com
exatidao de massa igual ou menor do que 3
ppm e exportados para o software Matlab
R2013a (The Mathworks, Natik, USA).
Sinais com intensidades relativas inferiores
a 5% foram desconsiderados e 0s espectros
foram centralizados na media. Para a
construcdes dos modelos de regressao para
os petréleos A e B foram utilizados 8 e 9
amostras, respectivamente. Os paradmetros
de desempenho mais importantes,
definidos segundos (PORTELA et al.,
2016) foram utilizados para avalia r cada
modelo, séo eles: raiz quadrada do erro
médio (RMSE), coeficiente de
determinacdo (R?), limites de deteccdo e
quantificacdo (LOD e LOQ) e variaveis
latentes (nvl) para o modelo PLS.

3.2.2 Estudo da adicéo do padréo de
acidos organicos em petroleo

Outras curvas de calibracdo foram
construidas para os petroleos A (acido) e B
(baixa acidez) a partir da dosagem do
extrato de &cidos orgéanicos (conforme
descrito por Barros et al. (2022a)
empregando as técnicas de FT-ICR MS.

Primeiramente, foram misturadas
duas solugdes em diclorometano (CH2Cly):
uma solugdo 5 mg mL™? de extrato de
acidos organicos (solucdo estoque ARN) e
outra a 10 mg.mL?* de um petroleo acido
(2,14 mgKOH g%, denominado de
petroleo A, de modo que a proporcdo de
extrato e petroleo das misturas (A0 — A7)
variem de 0%, 1%, 2%, 5%, 10%, 20%,
30% e 50% (%m/m), respectivamente.

Cada mistura AO—A7 foi preparada
em triplicata, totalizando 24 misturas a
serem analisadas. Em seguida, deixou-se as
misturas sob pressdo e temperatura
ambiente para a evaporacdo do solvente.
De maneira analoga, preparou-se as
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misturas (BO — B7), em triplicata (24
misturas) para um petroleo de baixa acidez
(0,398 mgKOH g?), denominado de
petréleo B.

Foram empregadas sete amostras de
para construcdo de modelos preditivos para
0s petroleos A e B, utilizando o algoritmo
de regressdo linear PLS e o software
Matlab R2013a (The Mathworks, Natik,
USA). Antes da construcdo de cada
modelo, os conjuntos de dados foram pré-
tratados com a centralizacdo na media e
normalizacdo para FT-ICR MS. O nimero
otimo de variaveis latentes de cada modelo
foi determinado pelo método de validacao
cruzada Venetian Blind k-fold, com k igual
a 5. A qualidade dos modelos foi avaliada
por meio do coeficiente de determinacéo,
R% e da raiz do erro quadratico médio,
RMSE.

Para as medidas de ESI(-)FT-ICR
MS, para as adi¢Ges que envolvem o teor
do extrato de acidos organicos nas misturas
do petrdleo A e B, utilizou-se a
concentragdo de 0,5 e 2,5 mg mL7,
respectivamente, em tolueno:metanol (1:1)
a 0,1% m/v de NH4OH, sob um fluxo de
8,0 e 10,0 uL min™ para injecdo na fonte
de ESI(-). As condicdes de operacdo do
espectrometro foram: voltagem capilar de
3.600-4.300 V, temperatura e vazdo do gas
de secagem de 180-200°C e 3-4 L min?,
respectivamente, pressio  do  gas
nebulizador de 1,5 bar, colisdo voltagem
de 30,0 e 2,0 V e skimmer igual a -35,0 e -
25,0 V. Os espectros foram adquiridos
usando 200 varreduras de sinais
transitorios no dominio do tempo de 512
K, tempo de acumulacdo de ions no
hexapolo de 0,140 s e tempo de voo (TOF)
=1,0 ms.

Todas as analises de FT-ICR MS
foram realizadas em um espectrémetro de
massas da marca Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha, modelo 9.4 T Solarix,
configurado para operar em uma faixa
dindmica de aquisicdo de ions na cela de
ICR com m/z 200-1500 (BARROS et al.,
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2018, 2020a; DIAS et al., 2015; PINTO et
al.; 2017; VANINI et al., 2020).

Para construir os modelos de PLS,
os espectros de ESI(-)FT-ICR MS foram
configurados no software DataAnalysis 4.0
(Bruker Daltonics) com exatiddo de massa
igual ou infefir a 3 ppm e exportados para
o software Matlab R2013a.

As amostras testes (petréleos 1 e 2),
que tratam de petréleos com relatos de
deposicdo de naftenato em sistemas de
operacdo, foram analisadas nas mesmas
concentragdes e condigbes descritas nas
obtencdes das curvas de calibracdo de
acordo com cada técnica mencionada
acima.

3.3 IDENTIFICACAO DE ESPECIES
ARN EM AMOSTRAS DE PETROLEO
COM RELATOS DE DEPOSICAO DE
NAFTENATO

Para as medidas de FT-ICR MS as
amostras de petréleo, com relatos de
deposicdo de naftenato (6leos 1 e 2), foram
diluidas em tolueno: metanol (1:1) e
agregadas a 0,1% m/v de NH4+OH para as
medidas no ESI(-) ou & 0,1% m/v &cido
férmico no ESI(x). Sendo que a ionizagdo
de amostras pela adicdo de &cido férmico
no electrospray negativo denominamos de
ESI ndo convencional e discriminamos
pela representacdo ESI(-)ar. As diferentes
condicbes de aquisicdo dos espectros
encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Pardmetros na utilizados na aquisi¢cdo dos
espectros de FT-ICR MS das amostras investigadas

Parametros ESI(+) ESI(-)  ESI()ar

Fluxo de injecdo (mL min) 12,0 7,0 12,0
Voltagem no capilar (kV) 45 3,7 3,7
Pressdo de gas nebulizador (bar) 2 15 15
TOF (ms) 1 1 1
Temperatura de transferéncia de

250 250 250
fons (°C)
Skimmer (V) 50,0 -35,0 -50,0
Collision voltage (V) -45,0 30,0 45,0

Tempo de acumulagdo dos ions
0,050 0,060 0,150
no hexapolo (s)
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Os espectros foram adquiridos por
meio de 200 scans de sinais transientes de
dominio de tempo de 4M (mega-point). Os
espectros obtidos foram recalibrados no
software Compass DataAnalysis 4,0
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha)
utilizando um conjunto de compostos
alquilados homologos mais abundantes
para cada amostra (BARROS et al., 2018,
2020a; DIAS et al., 2015; PINTO et al.;
2017; VANINI et al.,, 2020). Os dados
foram  processados  pelo  software
Composer (Serra Analytics, Pesadena, CA,
EUA) e foram determinadas as
composi¢cdes elementares através dos
valores de m/z.

O equipamento foi calibrado
externamente a partir de uma solucdo
calibrante otimizada, que foi empregada
para se obter um maior numero de sinais
na regido de interesse (~ m/z 980 — 1300,
regido dos fons ARN™) e assim aumentar a
precisdo de massa. O equipamento também
foi calibrado externamente a partir de uma
solucéo calibrante otimizada de L-arginina
e tunnig mix (m/z 200-1500).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Adicao do padrdo ARN em petrdleo

Observando a Figura 1, que
apresenta os espectros de ESI(-)FT-ICR
MS do petréleo A (petr6leo de menor
acidez, NAT 2,14 mgKOH g*?) enriquecido
com diferentes concentracdes do padrdo
ARN, € possivel notar que houve uma
diminuigdo dos sinais de m/z entre 981 a
1308 em funcdo da reducdo da
concentracdo do padréo de acidos ARN no
petréleo A (22,5 —0,072 mg mL™?).
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Figura 1. Espectros de ESI(-)FTIR MS do padrdo
de &cidos ARN dosado no petréleo A (a-i).

padrdo em petroleo
(a) 22,5 ug.mL!

[TVFTTRVPAYPIVION Lok

(b) 17,5 pg.mL"
L) iad " i e

(©) 10,0 pg.mL-!

NIRRT TTTTITTTTTTITer TV

(d) 2,5 pg.mL-

Lidditia _ _— -

(e) 1,25 pg.mL-!

RIRRATTI TV Tv Y ——

f 0,625 pg.mL"*

NIWTTR T - -

(9) 0,144 pg.mL-!
(WP T IR TTTTTTITTTITON .

(h) 0,072 pg.mL-
Lenilblokibb bbb . — .

I6) 0 pg.mL-

) L Petrdleo original

200 400 600 80 1000 1200 100 mz

A partir dos dados obtidos,
conforme ilustrado na Figura 1, construiu-
se distintos modelos de regressdes
(univariado e multivariado) e 0s
parametros de desempenho para esses
modelos podem ser vistos na Tabela 1S. O
melhor modelo (Figura 2) foi construido
utilizando a regido dos ARNs (m/z 901 até
1308). Esse modelo PLS foi construido
utilizando 4 variaveis latentes. Desta
forma, observa-se uma  excelente
performance analitica, com erro médio de
previsdo (RMSE) de 0,0003442 %m/m, R?
= 0,99 e valores de LOD e LOQ de
0,000181 %m/m e 0,000605 %m/m,
respectivamente. Estes parametros
mostraram uma boa relacdo entre 0sS
valores previstos pelo modelo PLS.

A Figura 1S mostra 0s espectros de
ESI(-)FT ICR MS do petrdleo B (petrdleo
de menor acidez, NAT 0,398 mgKOH g?)
enriquecido com diferentes concentracfes
do padrdo de &cidos ARN. De maneira
semelhante ao petréleo A, Figura 1,
construiu-se modelos univariados e PLS
(Tabela 1S), os resultados estdo descritos
na Figura 2S. Entretanto, diferente do
petréleo A, o melhor modelo para o
petroleo B foi utilizando o espectro
completo de ESI(-)FT ICR MS.
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Figura 2. Construcdo do modelo de regressdo
multivariado (PLS) as variaveis na regido dos ARN
para as misturas de ARN com o petroleo A: (a)
graficos dos dados previstos vs. dados
experimentais e (b) graficos dos loadings.
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Ademais, ao comparar os modelos
univariados e multivariados (Tabela 1S),
nota-se que novamente, o PLS apresentou
uma performance superior aos modelos
testados. Assim, o0 modelo PLS utilizando
todas as variaveis, obteve os melhores
parametros de desempenho, sendo RMSE
de 0,0019 %m/m, LOD = 0,00072 %m/m;
LOQ = 0,0024 %m/m, R? = 0,95 e
utilizando 3 variaveis latentes. Estes
pardmetros mostraram boa relagdo entre 0s
valores previstos pelo modelo PLS.

Note que para o petréleo A, o
modelo PLS, Figura 2, utilizando a regido
de importancia dos ARNs gerou 0s
melhores parametros de desempenho.
Todavia, o petréleo B mostrou melhores
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resultados com o modelo PLS utilizando
todo o espectro, Figura 2S.

A diferenga entre esses resultados
pode ser explicada pela distincdo de
variaveis latentes usadas (2 e 4 para o
petréleo A e B, respectivamente) em cada
modelo PLS utilizando a regido de ARNSs,
e também  pelas diferencas nas
propriedades fisico-quimicas dos petroleos
(NAT igual a 2,14 mgKOH g* e 0,398
mgKOH g! para o petroleo A e B,
respectivamente), e assim, influenciam no
perfil espectral dos dados de ESI(-).

Além disso, comparando o melhor
resultado para os petréleos A e B, tem-se
que o petroleo A possui parametros de
desempenho muito superiores. Ou seja, as
respostas espectrais e a quantificacdo dos
ARNs estdo mais correlacionadas ao
petréleo A, indicando que a metodologia
empregada para o petroleo A apresentou
maior robustez para predizer ARNS.

Contudo, as concentragcbes de
ARN, previstas pelo modelo PLS
contruido através das amostras de
calibracdo do petroleo A (acido), foram de
5,4 ppm (8,7x1072 ppm) e 5,8 ppm (1,3x10°
! ppm) para os petrleos 1 e 2,
respectivamente. Enquanto que o teor de
ARN nos petréleos 1 e 2 foram foram de
12,6 ppm (2,0x101 ppm) e 12,4 ppm
(4,9x10%2 ppm) obtidos pelo modelo
construido com o petroleo B. Esses
resultados néo estdo em conformidade com
a literatura, uma vez ARN ocorrem em
baixa concentracdo (0,6 — 3,6 ppm) no
petréleo cru (NICHOLS et al., 2014
JUYAL et al., 2015; BARROS et al.,,
2020b).

Diante disso, apesar de ambos os
modelos PLS apresentarem boa
performance analitica indicada pelos
parametros de R%?, RMSE, LOQ e LOD,
compreende-se que as curvas de calibracéo
ndo representaram a realidade esperada,
uma vez que os teores das amostras reais
foram superiores ao reportado na literatura.
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412 Adicdo do extrato de A&cidos
organicos em petrdleo

Modelos de calibracéo
multivariados PLS foram construidos para
quantificar os acidos ARN nos petroleos A
(&cido) e B (baixa acidez), por meio de
dados de ESI(-)FT-ICR MS.

Os espectros de ESI(-)FT-ICR MS
do petroleo A (petréleo acido, NAT 2,14
mgKOH g?) e do petréleo B (petroleo de
menor acidez, NAT 0,398 mgKOH g?)
enriquecidos com o extrato de &cidos
organicos estdo mostrados na Figura 3. De
maneira semelhante a observada nas
Figuras 1 e 1S, é possivel notar, que ha
uma alteracdo do perfil gaussiano em
funcdo da adicdo de extrato de é&cidos
organicos.

O modelo de PLS para as
amostradas de calibracdo do petréleo A,
obtido a partir dos dados de ESI(-)FT-ICR
MS, foi construido utilizando 3 variaveis
latentes. O modelo apresentou um erro
médio de previsdo (RMSEC) igual a 4,74
%m/m e R? igual a 0,959, ambos
referentes as amostras de calibragdo,
conforme detalhado na Figura 4(a-c) e
Tabela 2. Em geral, esses parametros
indicam uma boa sensibilidade do modelo
para detectar o teor de ARN no petroleo A.

Tabela 2: Parametros de desempenho da
construcdo dos modelos de regresséo.

Petréleo A Petrdleo B

nvl RMSEC R? nvl RMSEC R?

FT-ICR
MS

3 4,74 0,959 3 3,55 0,977
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Figura 3. ESI(-)FT-ICR MS dos petroleos A (a-h) e
B (i-p) enriquecidos com extrato de &cidos
organicos em diferentes concentragdes: 0,00
%m/m; 1,0 %m/m; 2,0 %m/m; 5,0 %m/m; 10,0
%m/m; 20,0 %m/m; 30 %m/m e 50 %m/m.
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O modelo contruido para as
amostras de calibracdo do petréleo B, a
partir dos dados de ESI(-)FT-ICR MS,
apresentou numero 6timo de variaveis
latentes igual a 3, RMSEC igual a 3,55
%m/m e R? igual a 0,977, conforme mostra
a Figura 6(d-f) e a Tabela 2. Esses
resultados indicam uma 6tima eficiéncia do
modelo a partir dos dados de ESI(-)FT-
ICR MS para quantificar ARN.
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Figura 4. Construcdo de Modelos de regressdo
multivariado para a técnica de ESI(-)FTICR MS:
(a)(d) graficos dos espectros das amostras de
calibragdo; (b)(e) gréaficos dos espectros médios das
amostras de calibragdo; (c)(f) grafico dos dados
previstos vs. dados experimentais das amostras de
calibragdo dos modelos PLS construido a partir dos
petréleos A e B, respectivamente.

(a) vk (c)
5 Amostras calibragao B 2 v Amoswasdecadragio

(b) Média amostras calibragao
100 g alorelo;

(d) m =

Diante disso, apesar dos modelos
PLS apresentarem boa performance
analitica, indicada pelos parametros de R?
e RMSEC, compreende-se que as curvas
de calibracdo ndo representaram a
realidade. Uma vez que os teores das
amostras reais (Tabela 3) foram diferentes
do que era esperado. Isso faz sentido ao
comparar 0S espectros das amostras reais
com o0s espectros das amostras de
calibracdo, obtidos pelas diferentes
técnicas aqui empregadas, Figura 5, 0s
quais apresentam perfis muito diferentes
das amostras de calibragcdo. Em vista disso,
buscamos a compreenséo dos fatos.

Tabela 3: Teores de ARN valores previstos
nas amostras reais.

ARN (%) previstos ARN (%) previstos

no PLS no PLS
(Petrédleo A) (Petrdleo B)
Oleo Oleo Oleo Oleo
1 2 1 2
FT-ICRMS 17,31 16,43 10,71 9,09

Claramente ao observarmos 0s
espectros de ESI(-)FTICR MS das
amostras reais (Figura 5), ndo observamos
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visulamente sinais de m/z entre 950 e 1300,
caracteristicos dos ARN. Por outro lado,
quando ionizamos as amostras reais com
acido formico (CHOOH) para as medidas,
ainda no ESI(-), de maneira inusitada,
percebemos uma alteracdo no espectro com
sinais na regido dos ARN (Figura 5d). Este
fato foi um tanto quanto surpreendente,
mas com potencial de explicacdo, j& que
houve um desempenho ruim para a
quantificacdo de ARN em amostras de
petréleo usando ESI(-) com adicdo de
NH4OH.

Figura 5. Espectros médios das amostras de
calibracdo para o petroleo A (a) e B (b); espectros
médios das amostras reais (c e d) obtidos pelas
técnicas de FT-ICR MS. Destaque para 0s espectros
de massa obtidos no ESI(-) com adi¢do de NH,OH
e CHOOH.

Calibragdo petréleo A

Calibragdo petréleo B

100

Amostras reais

NH,OH

4.2 IDENTIFICACAO DE ESPECIES
ARN, POR FT-ICR MS, EM AMOSTRAS
DE PETROLEO COM RELATOS DE
DEPOSICAO DE NAFTENATOS

Para iniciar as discussdes a respeito
do comportamento molecular das amostras
de petréleo com relatos de precipitacdo de
naftenato de calcio (petréleos 1 e 2),
analisamos os espectros de FT-ICR MS.
Os dados de ESI(+) para o petroleo 2
revelaram a presenca de espécies polares e
bésicas do tipo Os[H].

De fato a ionizacdo  por
electrospray no modo negativo, ESI(-), é
mais interessante porque é capaz fornecer a
composicdo de espécies polares mais
acidas em suas formas desprotonadas [M-
H]", enquanto que no modo positivo apenas
a de componentes polares e basicos
(PALACIO LOZANO et al., 2020).
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Contudo, os resultados de FT-ICR
MS com a ionizacdo ndo convencional das
amostras pela adi¢do de acido férmico no
electrospray negativo, ESI(-)ar, indicaram
as classes Os4[H], O2[H] e N[H] como
majoritarias para as duas amostras de
petroleo (1 e 2), com importantes
diferencas na variacdo e abundancia das
classes de composto encontrados, em
relacao a ESI(-) convencional.
Adicionalmente, se destaca a classe Og[H],
observada apenas com a ESI(-) ndo
convencional, devido a conversdo dos sais
conjugados (naftenatos) em éacidos ARN
pela adicdo de &cido férmico.

Diante  disso, foi  possivel
compreender o porqué dos modelos de
calibracdo para a quantificacdo de ARN
em petrdleo, desenvolvidos e discutidos
anteriormente (item 4.1), ndo se aplicam
aos petroleos investigados (petroleos 1 e
2), amostras testes. Os resultados de FT-
ICR MS com a ESI(-)ar indicaram que as
espécies ARN, presentes nas amostras de
petroleo com relatos de precipitacdo de
naftenato de calcio (petrdleos 1 e 2),
podem estar na forma de seu sal conjugado
(naftenatos),  diferente  do  padréo
adicionado de ARN que esta em sua forma
acida. Desta maneira, ndo obtivemos
resultados promissdes na quantificacdo de
amostras de petréleo contendo ARN, mas
gue nos direcionou para o desenvolvimento
de uma metodologia identificacdo e
caracterizacdo de espécies ARN em
amostras de petroleo.

5 CONCLUSOES

Alguns modelos de regressao para a
quantificacéo de ARN foram
desenvolvidos e empregados em amostras
por FT-ICR MS. Em geral, os modelos de
calibracdo para os petroleos de diferentes
valores de acidez, apresentaram boa
performance analitica, indicada pelos
parametros de R2, RMSE, LOQ e LOD. No
entanto, as curvas de calibracdo ndo se
aplicavam aos petroleos investigados
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(petréleos 1 e 2), amostras testes ou
amostras reais.

Contudo, o emprego articulado e
minucioso da FT-ICR MS permitiu
compreender que as espécies ARN,
presentes nos petroleos com relatos de
precipitacdo de naftenato de caélcio
(amostras testes, denominados de petréleos
1 e 2), poderiam estar na forma de seu sal
conjugado (naftenatos), diferente do
padrdo adicionado de ARN que estd em
sua forma &cida.

Apesar  dos  resultados  de
quantificacdo ndo serem promissores, 0
estudo nos  direcionou para O
desenvolvimento de uma metodologia de
identificacdo e caracterizacdo de ARN em
amostras de petréleo por FT-ICRMS com
ionizagdo ndo convencional de amostras
pela adicdo de 4&cido formico no
electrospray negativo, ESI(-)ar.

A metodologia aqui proposta
mostra-se promissora. Uma vez requerer
um preparo mais simples de amostra,
apresentando-se também vantajosa, no que
diz respeito a reducdo de consumo de
reagentes e tempo de analise.
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Material suplementar

Figura 1S. Espectros de ESI(-)FTIR MS do padréo
de acidos ARN dosado no petroleo B (baixa acidez)

(a-h).
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Figura 2S. Construcdo do modelo de regressdo
multivariado (PLS) usando todas as varidveis para
as misturas de ARN com o petréleo B: (a) graficos
dos dados previstos vs. dados experimentais e (b)

graficos dos loadings.
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