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RESUMO

PETROLEOMICA POR FT-ICR MS: AVALIANDO A EFICIENCIA DA
IONIZACAO DOS COMPOSTOS POLARES DE PETROLEO. Essa dissertacdo de
Mestrado tem como objetivo conhecer e avaliar a ionizacdo dos compostos
polares no petrdleo utilizando Espectrometria de Massas por Ressonancia
Ciclotronica de fons com Transformada de Fourier (FT-ICR MS do inglés Fourier
Transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry), relacionando-a com
parametros experimentais e caracteristicas intrinsecas das moléculas. No Capitulo
1, o tipo de amostra de interesse (petréleo) é abordado, tanto em suas
caracteristicas quanto em sua analise, definindo petroleébmica e sua funcédo. A
espectrometria de massas € apresentada, entdo, como ferramenta de grande
utilidade nos estudos da petroledbmica, em especial aquela de ultra alta resolucéao
como FT-ICR MS acoplada a fonte de ionizagéo eletrospray (ESI). No Capitulo 2,
a ferramenta estatistica do planejamento de experimentos é apresentada e
utilizada em uma amostra real de petréleo, de forma a relacionar os parametros
operacionais da fonte de ESI com respostas avaliadas comumente em
petroledmica. Aspectos interessantes das relacbes parametro-resposta surgem
durante o estudo, mostrando que a andlise de petrdleo por ESI-FT-ICR MS,
apesar de largamente utilizada na literatura, néo é trivial e precaugbes devem ser
tomadas durante a otimizacdo dos parametros experimentais. No Capitulo 3, as
técnicas de APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionization) e APPI
(Atmospheric Pressure Photolonization) sao abordadas e utilizadas, paralelamente
a ESI, para avaliar a ionizacdao de padrées de compostos similares aqueles
encontrados nas principais classes de compostos polares do petroleo. A analise
pelas técnicas que ionizam de forma mais abrangente o0s compostos
apresentaram comportamentos que tornam tais analises invidveis. Uma reagéo de
metilacdo que melhora a ionizagdo de compostos sulfurados também foi realizada
em duas condicées. Conhecendo a ionizacdo desses compostos padrbes, é
possivel entender a petroledmica de forma mais ampla, dando maior
confiabilidade para estabelecer as relagcbes composicdo-comportamento do

petréleo.
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ABSTRACT

PETROLEOMICS BY FT-ICR MS: EVALUATING THE CRUDE OIL POLAR
COMPOUNDS IONIZATION EFFICIENCY. The aim of this work is to know and
evaluate the crude oil polar compounds ionization through Fourier Transform lon
Cyclotron Resonance Mass Spectrometry (FT-ICR MS), relating this ionization with
experimental parameters and intrinsic characteristics of molecules. On Chapter 1,
the sample of interest (crude oil) is addressed, both in its characteristics and its
analysis, where it is defined petroleomics and its function. Mass spectrometry is
then presented as a tool of great utility in petroleomic studies, in special the
ultrahigh resolution one as FT-ICR MS coupled to Eletrospray lonization (ESI). On
Chapter 2, the design of experiment statistic tool is presented and used in a real
crude oil sample in order to relate operational parameters of ESI source to
commonly evaluated responses in petroleomics. Interesting aspects regarding
parameter-response relationships arises during the study, showing that the crude
oil analysis using ESI-FT-ICR MS, while it is largely used in literature, it is not trivial
and precautions have to be taken during the optimization of experimental
parameters. On Chapter 3, APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization) and
APPI (Atmospheric Pressure Photolonization) technics are addressed and used,
along with ESI, to evaluate the ionization of standard compounds similar to those
polar compounds found in crude oil. Analysis using sources that ionizes in the most
comprehensive way has shown such behavior that makes analysis unviable. A
methylation reaction that improves the ionization of sulfur compounds was also
made on two conditions. By knowing the ionization of these standard compounds it
is possible to understand the petroleomics in a much comprehensive way,
providing reliability to stablish composition-behavior relations of crude oil.
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1. Capitulo 1 - Introducao geral

1.1. Introducao

1.1.1. Petroleo

O ciclo do carbono esta entre os ciclos fundamentais para a vida no
planeta, no qual o carbono apresenta-se em diferentes formas, em diversos
processos. Por exemplo: fotossintese, na qual entra como CO», sai como glicose
e, seguindo o metabolismo dos organismos fotossintetizante, transforma-se em
lipideos, proteinas e carboidratos; alimentacdo, na qual essas moléculas
fundamentais sdo transformadas por outros organismos; além da degradacdo da
matéria organica por microorganismos que devolvem a carga de carbono na forma
de gases, como o CO, e CH4. Para a formagéao do petréleo, contudo, outra rota
para o carbono orgéanico foi tomada, na qual a matéria organica nao foi degradada,
mas sim, preservada de tais transformacdes de rapida ocorréncia. Apesar disso,
transformacdes ao longo de um grande periodo de tempo devem ocorrer para que
o petréleo seja formado como produto finall'.

Essas transformacdes posteriores, de acordo com as teorias mais aceitas,
decorrem de pressdes e temperaturas elevadas nas quais a matéria organica é
submetida, devido ao seu soterramento durante algumas eras geoldgicas. Essa
matéria organica soterrada provem de fauna e flora anteriores as atuais, desde o
periodo Pré-Cambriano (4600-570 milhdes de anos atras) com cianobactérias e
bactérias fotossintéticas, passando pelo surgimento de plantas superiores entre os
periodos Siluriano (435-400 milhdes de anos atras) e Devoniano (400-360 milhdes
de anos atras), que se tornaram a principal classe geradora de matéria organica,
chegando a formagcdo de animais mais desenvolvidos no periodo Devénico e

superiores, que contribuiram muito pouco para a formacao do petréleo!™.



A formacao do petréleo como temos hoje pode ser dividida em trés etapas:
Diagénese, Catagénese e Metagénese. Simplificadamente, a Diagénese
consistiu na alteracdo (e gradual soterramento) da matéria organica por
microorganismos, mas principalmente por reagdes de quebra de policondensados
como proteinas em moléculas menores, que se reagrupam e sofrem reacées em
baixa temperatura (cerca de 50°C)?! como a perda de oxigénio, enxofre e
nitrogénio, resultando em um geopolimero conhecido como querogénio, liberando
também metano (CH4) e outras substancias como CO, e H>O. Prosseguindo com
o soterramento pela deposicao de mais sedimentos, a matéria organica chega a
regides de maior pressdo e temperatura, etapa denominada Catagénese. Assim,
com condicbes mais severas 0 querogénio sofre quebras de ligacdes produzindo
petréleo, “gas umido” (ou seja, hidrocarbonetos gasosos acima de C,) e “gas
seco” (metano e etano, CHs e CsHg, respectivamente). Ao aumentar a
profundidade pelo maior soterramento, tanto temperatura quanto pressao sobem,
0o que leva a uma maior transformagdo da matéria organica produzindo

majoritariamente metano. Tal etapa é denominada Metagénese!" 2.

Seja como fonte energética, seja como matéria prima para industria
petroquimica, o petréleo adquiriu grande utilidade, principalmente a partir do
século XX quando as tecnologias de exploragdo permitiram a retirada de grande
volume dos reservatérios®®. A composicdo do petrdleo afeta em muito sua
exploracao e processamento, ja que fatores como acidez e deposi¢coes podem
gerar problemas como deposicdo e corrosdo no processo. Assim, desde o
comego de sua exploracdo a analise detalhada do éleo bruto tem sido
fundamental, pois sua composicao se diferencia, entre outros fatores, dependendo
de sua matéria organica de origem, ambiente deposicional e condicdes fisico-

quimicas de tal ambientel" 4.



1.1.2. Petrolebmica

Desde o inicio da industria do petréleo, técnicas como GC-MS (Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry) e pirélise, além de técnicas mais
simples, como determinacao de grau API e analise elementar, tém sido utilizadas
para a caracterizagdo do petréleo e seus derivados®. A GC-MS é bem
consolidada para diversos estudos como avaliagdo de biodegradagao, origem e
rochas geradoras, entre outros!®® Contudo, ela analisa somente a parcela mais
leve do éleo, por depender da volatilidade dos compostos de interesse. A parcela
mais pesada (de maior ponto de ebulicdo) até pouco tempo nédo era muito
explorada no nivel molecular, 0 que corresponde a uma perda consideravel de
informacao, ja que ela pode atribuir caracteristicas ao petréleo dependendo de sua

composicdo. Isso torna mais facil a adaptacdo da exploragdo, refino e
processamento a cada 6leo. A petroledmica corresponde ao estudo dessa relacao

composicédo-comportamento de forma abrangente, visando auxiliar toda a cadeia

produtoral® .

1.1.3. O Papel da Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas é uma técnica analitica que permite a medigcao
da razdo massa/carga (m/z) dos compostos presentes em uma amostra. A
capacidade de separar dois ions de m/z proximos (resolucdo de massas) é de
grande interesse, principalmente na analise de matrizes quimicas e bioquimicas
complexas, nas quais varios compostos com massas muito préximas estdo
presentes. Além disso, a espectrometria de massas se destaca por ser uma
técnica que pode ser utilizada com minimo preparo de amostras, além de possuir
alta velocidade de analise e sensibilidade. Entre os analisadores de massas para
andlise de tais matrizes, destacam-se os TOFs!'®'®! (Time-of-Flight) e os



equipamentos com Transformada de Fourier (FT): Orbitraps[14'16]e ICRs (lon

417 devido as suas altas resolucdes de massas e

Cyclotron Resonance)
exatiddes (atribuicdo de massa experimental com baixo erro em relagdo a massa
teérica do composto). O petrdleo, como uma das misturas mais complexas
existentes!®], gera espectros ricos em fons (Figura 1) com séries homélogas de
compostos de uma mesma classe. Para qualquer classe de compostos existem
duas séries homélogas: uma com diferencas de 2,01510 Da que corresponde a
diferencas de H, entre os compostos; a outra diferenca se refere a 14,01510 Da,
ou seja, CH2 que corresponde a um aumento na cadeia carbénica. Devido a essa
complexidade nos espectros de massas, tornam-se necessarias altissimas
resolucbes de massa (resolugdes acima de 100.000; em inglés, Ultra-High
Resolution) para identificar separadamente cada ion, com diferencas de m/z

podendo chegar abaixo de 0,001Da.
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Figura 1: Exemplo de espectro de petrdleo por ESI-FT-ICR MS mostrando sua
complexidade em termos de composi¢cao, em que cada sinal corresponde a uma
férmula molecular diferente

Essa necessidade de resolugcdo €& geralmente exemplificada na

petroledmica pela diferenca de massa (Am) de 0,0034 Da entre dois compostos:



um possuindo 3 atomos de carbono (C3) a mais em relagcao a outro que, por sua
vez, possui um atomo de enxofre e quatro hidrogénios a mais em relagdo ao
primeiro (SHy4). A férmula que define resolugdo minima necessaria para separagao
de dois compostos € R=2Am/m. Usando Am=0,0034 e m=370 Da nessa férmula,
obtemos R=220.000. Na Figura 2 sdo mostrados dois espectros sobrepostos,
obtidos no mesmo equipamento trabalhando em duas resolugdes diferentes. O
dublete C3xSH4 s6 poderia ser separado na condicao em vermelho, pois a
resolucdo excede os 220.000 necessarios. Vemos que compostos de outras
classes, como Ogs, sdo resolvidos quando a resolucdo aumenta de 100.000 para
400.000 na m/z 400 (diferenga entre espectro em vermelho e o espectro em
preto)..
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Abundancia Relativa
W
o

368.32905 | \
20 368.32183 R=30100 | |
368.31482 R=307500 C23Has O3 / \
10 R=392500 Cz2HusN2S 149508 ppm |
C20 Hao O2 N4 -0.39330 ppm 2
067015 ppm A~ /

T T

\
\

T T T T T T T T T T T T T T T T T
368.325 368.330 368.335 368.340
m/z

T Lasas Mease:
368.315 368.320

Figura 2: Espectros obtidos da mesma amostra de petrdleo sobrepostos e
ampliados na m/z 368 em duas resolugdes: 100.000 (vermelho) e 400.000 (preto),
ambas as resolucdes em relacdao a m/z 400. Observa-se a diferenca na
quantidade de espécies resolvidas na regidao de m/z 368,331 quando nas duas
condi¢cdes R se refere a resolucéo real em cada m/z

Além da resolucdo, uma alta exatiddo € necessaria para analises
petroledmica. A exatidao pode ser definida como a capacidade do analisador de

massas de medir uma massa proxima a massa exata do composto, e esta
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relacionada a um erro (medido em parte por milhdo — ppm). Na Figura 2 vemos,
para o composto CzeH4oN, exatiddes diferentes para a condicdo em preto, com
erro abaixo de 1ppm, e para a condicao em vermelho, com erro de 1,2ppm. Isso
significa que a atribuicdo de féormula para a condicdo em preto é mais confiavel
que para a condicdo em vermelho.

A partir das informagdes obtidas com um equipamento de altissima
resolucao e exatidao, podem-se confeccionar graficos classicos na interpretacao
de dados na analise petroledmica, como:

e numero de carbono em funcado do DBE (do inglés, Double Bond Equivalent
=C + H/2 + N/2 +1, em que C, H e N corresponde ao numero de carbonos,
hidrogénios e nitrogénios na molécula, respectivamente),

 diagramas de van Krevelen!* '® (que relacionam fracdes entre atomos em
seus eixos, por exemplo: O/C vs H/C) e

e Kendrick!™ ' 2% (em que massas sdo transformadas em uma nova escala,

na qual se vé mais facilmente séries homologas).

1.1.4. Fundamentos de FT-ICR MS

Entre os espectrdbmetros de massas citados para andlise de petréleo foi
usado, nesse trabalho, o FT-ICR. Esse analisador utiliza o movimento circular de
ions sob campos magnéticos, registrando as correntes induzidas pela passagem
dessas nuvens de ions préximas a placas de deteccdo, em funcao do tempo
(transiente). Converte-se do dominio de tempo para o dominio de frequéncia por
meio de um algoritmo matematico, a Transformada de Fourier, e em seguida
converte-se para m/z, por meio de uma equacao simples, resultando em um
espectro de massas!'” conforme ilustra a Figura 3.
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|
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_________ A
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Figura 3: Esquema simplificado do funcionamento de uma cela de ICR. Na
equacao m/z é a razao massa/carga; B € o campo magnético e w é a frequéncia
de rotacdo dos ionsf?"!

A andlise de matrizes complexas nao depende somente de analisadores de
massas modernos, mas também de técnicas de ionizagdo que possam gerar ions
e/ou dessolvata-los com eficiéncia. Com a introducédo das técnicas de ionizacéo a
pressao atmosférica (APls, Atmospheric Pressure lonization), especialmente ESI
(Electrospray lonization)?*?* esse tipo de analise sofreu grande avanco, ja que a
ionizacao é branda (ou seja, com fragmentacao minima ou ausente). Além disso,
ela geralmente resulta em uma relagdo de um sinal para cada ion, o que
possibilita a analise com pouca complexidade no espectro de misturas

multicomponentes, como é o caso do petrleo!®.



1.1.5. Fundamentos de ESI

A técnica de ESI se baseia no desbalanceamento e dessorcao das cargas
(ions) presentes em solucao. Inicialmente, aplica-se voltagem em um capilar pelo
qual a amostra flui, de forma a neutralizar parte das cargas de um sinal, levando a
um excesso de cargas de sinal oposto. Ha muita discussdo sobre qual € o
mecanismo real do ESI e, atualmente, duas principais teorias sdo descritas na

literatura:

(1) ocorre o cisalhamento do solvente utilizado no ESI, levando a formacgéao
de gotas que diminuem de tamanho pela vaporizacdo do solvente. As cargas de
mesmo sinal se aproximam na gota gerando repulsao suficiente para que elas
transponham o limite de Rayleigh, barreira em que a repulsdo entre as cargas é
igual a tensao superficial. Isso leva a ejecao dos ions a partir das gotas (modelo
IEM, do inglés lon Evaporation Model);

(2) o solvente vai evaporando e as gotas vao se dividindo pela repulsao
entre as cargas (fendmeno chamado explosdo Coulémbica), até a completa
vaporizagdo do solvente. As cargas restantes sdo, entdo, transferidas para as

moléculas (modelo CRM, do inglés Charge Residue Model) ?% 2%

A Figura 4 ilustra esses mecanismos descritos acima. Sugere-se na

literatura que o modelo IEM ocorreria para moléculas pequenas, enquanto que o

CRM para moléculas maiores!®'.
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Figura 4: Esquema do processo de dessolvatacao e transporte dos ions para fase
gasosa por electrospray®®

1.1.6. Justificativa do Trabalho

Apesar da maior abrangéncia de compostos ionizados quando outras
técnicas de ionizagdo como APCI e APPI séo utilizadas, ja& que estas ionizam
compostos apolares além de alguns polares, ESI tem sido mais largamente
aplicada. Isso mostra que os compostos mais polares (ionizados por ESI) geram
informacdes Uteis sobre o petrdleo e suas caracteristicas, importantes a area de
petrolebmica. Apesar de varios trabalhos publicados utilizando a espectrometria
de massas nessa area, especialmente ESI-FT-ICR MS, poucos deles buscam
conhecer quais os fatores que alteram os resultados obtidos, de forma a expressar
a confiabilidade da técnica. Recentemente®®”, nosso grupo estabeleceu condicbes
experimentais 6timas, em termos do analisador, para um equipamento comercial
7.2 T LTQ FT Ultra (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha). Com esse

trabalho obteve-se qual resolucdo e numero de transientes somados resultam

numa melhor caracterizacdo de 6leos brutos através desse equipamento. Além
disso, foi observada a repetibilidade e reprodutibilidade de tal técnica®®. Contudo,
as condicoes da fonte de ionizagao nao foram estudadas. Esse trabalho tem como

objetivo estudar as condi¢des de fonte proprias para esse tipo de anadlise, bem



como estudar a relacao entre intensidades dos ions observados e sua eficiéncia
de ionizagéo.
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2. Capitulo 2 — Planejamento experimental de condicoes da fonte
de ions electrospray para analise direta de petrdleo

2.1. Introducao

2.1.1. Planejamento de Experimentos

Uma importante estratégia para o conhecimento das variaveis fundamentais
em um experimento qualquer, além do entendimento das inter-relagdes entre tais
variaveis e suas otimizagoes, é o planejamento de experimentos fatorial 2". Esse
planejamento se faz selecionando os parametros que se desejam variar. Monta-
se, entdo, uma tabela de 2" condigcdes a serem testadas, sendo n = niimero de
parametros. Assim, no caso de 4 pardmetros a serem variados n=4, 2*=16
experimentos, pois sdo 4 parametros variando entre dois valores: minimo (ou
baixo) e maximo (ou alto). Além disso, podem ser adicionados experimentos de
pontos centrais, ou seja, valores entre 0 minimo e o maximo podem ser utilizados

2% Utilizando essa ferramenta estatistica é

para tornar o modelo mais confiave
possivel, assim, visualizar alteragées nas respostas dos dados frente a variacdes

nesses parametros de forma a gerar relacées parametro/resposta.

A visualizacdo dos resultados pode ser feita através de graficos
seminormais (Half-Normal Plots), em que temos a probabilidade seminormal em
funcdo do efeito dos parametros sobre as respostas. Essa probabilidade
seminormal se refere aos efeitos se eles se comportassem idealmente como uma
meia distribuicdo gaussiana, nado dependendo, portanto, dos dados do
planejamento de experimentos. Assim, os parametros que tém pouca influéncia
sobre a resposta (ou seja, tem efeito sobre elas proximo de zero) se agrupam em
uma linha de tendéncia, que corresponde a distribuicdo seminormal, e aqueles
que tém efeito importante sobre as respostas sado destacados e, assim,
identificados. Quanto mais distante dessa linha, maior a importdncia de um
parametro.?°!
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2.2.

Objetivos

Empregando o planejamento de experimentos fatorial, essa etapa do

trabalho visou entender as relacbes entre parametros experimentais de fonte de

ionizacao electrospray e respostas no espectro de massas de petréleo, buscando

compreender quais sdo o0s parametros de maior influéncia na andlise em

petroledbmica. A influéncia dos parametros foi avaliada em termos de fatores como

Massa Média, Intensidade Total e Porcentagem das Classes, as quais variaram

com os parametros experimentais.

2.3.

Parte Experimental

Foi realizado um planejamento fatorial completo com 7 parametros da fonte

de ionizagdo por eletrospray (2’=128 + 2 pontos centrais = 130 experimentos) para

cada modo (positivo e negativo) segundo Tabela 1.

Tabela 1: Valores variados nos parametros utilizados no planejamento de

experimentos fatorial completo (2'=128 +2 valores centrais = 130 experimentos)

Voltagem | Temperatura Tube Sheath L Sweep
. . . |Voltagem Auxiliary
Parametro | do Capilar do Capilar Lens Gas Gas
Spray| (kV) Gas (arb)
(V) (°C) V) (arb) (arb)
Modo Positivo
Valor Baixo 0 160 0 2,8 0 0 0
Valor
70 280 115 4,2 10 10 10
Central
Valor Alto 140 400 230 5,5 20 20 20
Modo Negativo
Valor Baixo -80 160 -150 3,6 0 0 0
Valor
-40 280 -100 4,3 10 10 10
Central
Valor Alto 0 400 -50 5 20 20 20
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Uma amostra de petréleo foi selecionada devido a sua baixa eficiéncia de
ionizagdo, tornando mais significativas as conclusbes obtidas (amostra cedida
gentilmente pela Petrobras). Como representa o pior cenario possivel, as
conclusbes, entdo, se aplicam para amostras que tem maior eficiéncia de
ionizacao. Em geral, uma amostra de petréleo apresenta nivel normalizado de
ions (NL — normalized level) acima de 10*. O baixo valor de NL do espectro de
massas da amostra em estudo (~10) (ver Figura 5) e a aplicacdo de altos valores
de energia de fragmentagao na fonte (SID — source induced dissociation) (foram
utilizados entre 40 e 65V), mostram essa baixa eficiéncia de ioniza¢do. No preparo
da amostra, 1 mg foi diluido em 0,5mL de tolueno, seguido pela adicao de mais
0,5mL de metanol, levando a uma solugéo final de concentragdo 1mg.mL™".
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Figura 5: Espectros de massas da amostra estudada, obtidos em outro estudo
nos modos negativo (acima) e positivo (abaixo). Destaque para baixo valor de
intensidade mostrado pelo NL (normalized level) abaixo dos usuais 10% e para a
alta energia de dissociacao na fonte (SID — source induced dissociation)
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A Figura 6 mostra onde cada parametro variado no estudo se situa. A
Voltagem do Spray refere-se a voltagem aplicada a agulha da fonte de ESI de
forma a desbalancear as cargas da solucdo, a fim de obter mais ions de um sinal
de carga em relacgdo ao outro (os valores na Tabela 1 estdo em modulo). A
Voltagem e a Temperatura do Capilar referem-se as condi¢gdes aplicadas no
capilar de entrada do equipamento, apds a formagéo do spray e dessolvatacao da
amostra. A voltagem do Tube Lens se refere a voltagem aplicada as primeiras
lentes eletrostaticas de conducgao de ions no equipamento. Além disso, temos
aplicacao de nitrogénio (N2) em trés posicdes possiveis: Sheath e Auxiliary (ou
Aux) Gas (gas de bainha e Aukxiliar, respectivamente) que se referem a aplicacao
do gas a favor e coaxial ao fluxo de solvente. O Sheath Gas se localiza mais
préximo do fluxo de solvente, auxiliando sua nebulizacao, e o Aux Gas mais
externo a esse fluxo, facilitando a dessolvatacdo dos analitos. Temos ainda o
Sweep Gas (gas de contracorrente), um fluxo de N contrario ao fluxo de solvente
advindo do cone de entrada no equipamento, que auxilia na dessolvatacao, na
qguebra de agregados ibnicos no spray e na remog¢ao de moléculas neutras.
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Gas de Bainha (Sheath Gas)
Nebulizacap

Gas Auxiliar (Auxiliary Gas)
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(Sweep Gas)

Voltagem e Temperatura do Capilar

Voltagem do Tube Lens

Figura 6: llustracdo situando os parametros da fonte de ESI variados no
planejamento de experimentos

Os espectros foram obtidos no LTQ FT Ultra (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Alemanha) de nosso laboratério numa faixa de massa de 100-2000Da no
modo positivo e 200-1200Da no modo negativo, com resolucao nominal
configurada de 400.000 na m/z 400, com fluxo de 5uL.min”'. Foram somados 100
transientes para cada scan, resultando em espectros com maior razao sinal/ruido.
Os espectros de cada condicao experimental foram exportados em modo de texto
(.txt) e tratados pelo software de tratamento de dados desenvolvido em nosso
laboratério, o PetroMSPY, o qual permite a atribuicdo de classes de heteroatomos
para uma determinada amostra de petroleo. S&o atribuidas tanto as massas
monoisotopicas, ou seja, “a massa exata de um ion ou molécula calculada a partir
da massa do iso6topo de ocorréncia natural mais abundante de cada elemento

»[31]

constituinte™"’, quanto seus isotopdlogos, que sdo “ions que diferem somente

»[31]

pela composig¢do isotépica de um ou mais atomos constituintes™ . Dos dados
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tratados, foram retirados os parametros Massa Média, Limites Inferior e Superior
de m/z, Erro Médio das Atribuicbes de Massa, Soma das Intensidades Absolutas
de Todos os lons e porcentagem de cada uma das classes de compostos. Esses
parametros foram, entdo, inseridos como resposta no software Design Expert 6.0
em que os resultados foram avaliados (para a porcentagem de classes somente

as de maior intensidade foram avaliadas).

2.4. Resultados e Discussao

Foram adquiridos 130 espectros para cada modo (positivo e negativo)
variando as condigdes experimentais. Houve grande variagcdo nos perfis
encontrados como observado nas Figuras 7 e 8 (com suas respectivas condi¢oes
experimentais mostradas nas Tabelas 2 e 3), mostrando que ha grande
dependéncia dos resultados obtidos com as condi¢des utilizadas. Isso implica em
conclusbes equivocadas quando as condicbes mais abrangentes possiveis nao
sao utilizadas.
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Figura 7: Exemplos de perfis encontrados no modo negativo no planejamento de
experimentos. fons em azul séo atribuidos, em verde sdo |sotopologos de °C dos
atribuidos e em vermelho nao foram atribuidos a uma série homéloga de
compostos polares do petréleo.
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Figura 7 (continuacao): Exemplos de perfis encontrados no modo negativo no
planejamento de experimentos. lons em azul sdo atribuidos, em verde sao
isotopdlogos de °C dos atribuidos e em vermelho nao foram atribuidos a uma
série homologa de compostos polares do petréleo.
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Tabela 2: Condigbes experimentais para os experimentos com ESI(-) utilizadas na

Figura 7
| | PLLEXP_6 | PL_EXP_11 | PL_EXP_12
Voltagem do
Capilar (V)
Temperatura do 160 280 160
Capilar (°C)
Tube Lens (V) -50 -100 -50
Voltagem do 5 43 3.6
Spray (kV)
20 20 0
Sheath Gas (arb)
Aux Gas (arb) 0 20 20
Sweep Gas (arb) 0 20 20
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Figura 8: Exemplos de perfis encontrados no modo positivo no planejamento de
experimentos. fons em azul sdo atribuidos, em verde sdo isotopélogos de '°C dos
atribuidos e em vermelho nao foram atribuidos a uma série homdloga de
compostos polares do petréleo.
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Figura 8 (continuacao): Exemplos de perfis encontrados no modo positivo no
planejamento de experimentos. lons em azul sdo atribuidos, em verde sdo

isotopdlogos de

13C dos atribuidos e em vermelho n&o foram atribuidos a uma

série homadloga de compostos polares do petréleo.
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Tabela 3: Condicoes experimentais para os experimentos com ESI(+) utilizadas

na Figura 8
PL_EXP_117 | PL_EXP_91 | PL_EXP_128
Voltagem do 0 70 0
Capilar (V)
Temperatura do 400 280 400
Capilar (°C)
Tube Lens (V) 230 115 230
Voltagem do 2.8 4.2 2.8
Spray (kV)
Sheath Gas (arb) 20 10
Aux Gas (arb) 20 10
Sweep Gas (arb) 0 10 0

Para avaliar melhor a influéncia de cada um dos 7 parametros nas
respostas propostas, foram desenhados graficos do tipo “Half Normal Plot’ e “One
Factor Plot’ mostrados nas Figuras 9 a 11.
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Figura 9: Half-Normal Plot de (a) Massa Média (b) Intensidade Total e (c) Niumero
de Classes. Os principais fatores que influenciam nessas respostas para ESI
modo positivo se destacam da linha de tendéncia. Nota-se maior influéncia do erro
(triangulos verdes) do que dos parametros experimentais na intensidade total,
invalidando esse resultado
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Figura 10: Half-Normal Plot de (a) Massa Média (b) Intensidade Total e (c)
Numero de Classes Os principais fatores que influenciam nessas respostas para

E possivel observar para a intensidade total no modo positivo (Figura 9b)
que o erro, representado pelos triangulos verdes, se mostra de maior efeito na
resposta que os proprios parametros experimentais. Assim, nesse caso, nao se
podem considerar os parametros identificados como importantes®?. Avaliando
todos os “Half-Normal Plots”, observou-se que os parametros que se destacaram

ESI modo negativo se destacam da linha de tendéncia.

no maior numero de respostas, tendo maior importancia em geral, foram:
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POSITIVO: NEGATIVO:

« Temperatura Capilar (B) + Temperatura Capilar (B)

* Tube Lens (C) * Tube Lens (C)
* Voltagem do Spray (D) » Voltagem do Spray (D)
« Sheath Gas (E) + Sweep Gas (G)

E possivel observar que B-Temperatura do Capilar, C-Tube Lens e D-
Voltagem do Spray sdo importantes tanto para modo positivo quanto para
negativo.

Sabendo quais sdo os parametros de fonte de ionizacao mais importantes
para petroledbmica, deseja-se conhecer qual é a alteracao das respostas frente a
alteracao nesses parametros. Para isso desenharam-se “One Factor Plots”, por
meio dos quais, fixando os outros pardmetros em seus valores médios, avalia-se a
influéncia de cada parametro isoladamente nas respostas. Exemplos de graficos
“One Factor Plots” estdo desenhados na Figura 11.
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Figura 11: Exemplos de One Factor Plot mostrando a influéncia de (a)
Temperatura do Capilar e (b) Sheath Gas sobre a Massa Média no modo positivo
e (c) Sweep Gas sobre Numero de Classes no modo negativo
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Figura 11 (continuacao): Exemplos de One Factor Plot mostrando que com a
diminuicado da (a) Temperatura do Capilar e aumento do (b) Sheath Gas cresce a
Massa Média no modo positivo e que com o aumento do (c) Sweep Gas aumenta

o Numero de Classes no modo negativo

Observando os One Factor Plots da Figura 11 podem-se notar algumas
tendéncias, como a diminuicdo da Massa Média com o aumento da Temperatura
do Capilar no modo positivo, 0 aumento da Massa Média com o aumento do fluxo
do Sheath Gas também no modo positivo, e 0 aumento do Numero de Classes
com o aumento do Sweep Gas no modo negativo. Entretanto, para uma
observacdo mais acessivel de todos os resultados dos One Factor Plots eles

foram transformados em graficos de coluna, mostrados nas Figuras 12 e 13.
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Figura 12: Influéncia de todos os parédmetros nas principais respostas no modo
positivo, quando variados unilateralmente para a amostra de petroleo estudada.
Em geral, condicbes mais drasticas resultaram em espectros mais intensos e de
maior massa média nesse modo
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Figura 13: Influéncia de todos os pardmetros nas principais respostas no modo
negativo, quando variados unilateralmente para amostra de petréleo estudada. Em
geral, condi¢gdes mais drasticas resultaram em espectros mais intensos e de maior

massa média nesse modo
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Podemos observar um aumento de intensidade, massa meédia e da
porcentagem das classes de maior intensidade relativa em condigcbes menos
brandas: maior Temperatura do Capilar, maior voltagem do Tube Lens para o
modo positivo e menor para o0 modo negativo, maior fluxo de Sheath e Sweep
Gas, para os modos positivo e negativo respectivamente. Vé-se um
comportamento contrario para a Temperatura do Capilar no modo positivo em
relacdo a massa média e intensidade total, e Voltagem do Spray no modo
negativo para todas as respostas monitoradas, ou seja, quando maior esses
valores, menor as respostas estudadas. O comportamento para intensidade total

nao pode ser considerada devido ao erro encontrado no grafico seminormal.

Vale ressaltar que ha interagdes entre os parametros de fonte, ou seja, a
relacdo parametro/resposta se altera quando outro parametro € variado. Um
exemplo disso esta mostrado na Figura 14. Pode-se observar que aumentando a
Voltagem do Spray a influéncia da Temperatura do Capilar sobre a massa média
diminui, ou seja, com a voltagem alta (linha vermelha Figura 14a), ao aumentar a
temperatura, a Massa Média ndao aumenta na mesma proporcdo de quando a
voltagem esta baixa (linha preta Figura 14a). No caso da porcentagem da classe
N no modo positivo, observa-se que a influéncia da Temperatura do Capilar é
invertida com o aumento da Tube Lens. Assim, com o valor da Voltagem do Tube
Lens baixo (linha preta Figura 14b), aumentando a Temperatura do Capilar a
porcentagem da classe N também cresce. Entretanto, com o Tube Lens alto (linha
vermelha Figura 14b), o aumento da Temperatura do Capilar resulta numa

diminui¢cdo na porcentagem da classe N.
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Figura 14: Gréficos de interacdo entre parametros mostrando a interdependéncia
entre: (a) Temperatura do Capilar e Voltagem do Spray na Massa Média no modo
negativo e (b) Temperatura do Capilar e Voltagem da Tube Lens na Porcentagem
da Classe N do modo positivo
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A classe NOS apresentou um comportamento interessante, ja que na rotina
de analises observou-se que ela se concentra em uma distribuicdo gaussiana de
massa mais alta que a gaussiana principal dos polares. Além disso, essa
distribuicdo ndo é mais detectada quando aplicamos uma energia de colisdo na
fonte, normalmente utilizada para retirar interferentes de facil fragmentacgéo,

mantendo a gaussiana principal intacta (Figura 15).

JC_1mg_mL_SID0

25,000

20,000

15,000

10.000

5,000

Intensidade Absoluta

250 500 750 1.000 1.250 1.500

1

40,000
35,000
30.000
25,000
20,000
15,000
10,000

5,000

Intensidade Absoluta

250 500 750 1,000 1.250 1.500

tEE -

Figura 15: Espectros da mesma amostra (a) com 0 V e (b) 35 V de energia de
fragmentacao na fonte, mostrando que a classe NOS, atribuida na distribuicdo
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