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Resumo

Amostras de petréleos bruto e derivados podem ser caracterizadas com altissima
rapidez e eficiéncia através da técnica denominada petroleébmica por espectrometria de
massas por ressonancia ciclotrénica de ions e transformada de Fourier (FT-ICR MS).
Milhares de marcadores polares sao resolvidos e identificados em questdo de 6 ~ 7
minutos com muita agilidade e confiabilidade. A técnica produz, porém, uma
enormidade de dados que precisam ser tratados com eficiéncia, através de um software
que combine estratégias eficientes de programacdo e inteligéncia quimica no
processamento e visualizacao. Neste trabalho, toda uma estratégia ja aprovada em
testes preliminares foi desenvolvida com esta finalidade. Esta estratégia levou a
atribuicdo da composicdo elementar inequivoca para todos os sinais adquiridos. As
etapas envolveram: a atribuicdo da m/z para cada sinal do espectro, a atribuicdo do
limiar 6timo de intensidade para o ruido de cada espectro individualmente, a construcao
de um banco de dados teérico de correlacdo massa e formula molecular para os
possiveis constituintes polares do petroleo, a atribuicdo da composicédo elementar para
cada sinal através da comparacao com este banco tedrico, a eliminacao de duplicidade
de atribuicoes através da confirmacao do padrao isotépico e comparacao com séries
homdélogas, a organizagdo dos dados por classes (heteroatomos) e tipo (Double bond
equivalent - DBE) e a construgcdo de bibliotecas graficas para a visualizacdo e
interpretagdo das atribuigcbes (Diagramas de Kendrick e van Krevelen). A combinagéo
destes algoritmos e a execuc¢do automéatica deles formam o software de altissima
eficiéncia e alta tecnologia para tratamento e visualizagao de dados de petroleémica por
FT- ICR MS. Este software foi e estd sendo utilizado pelo grupo de pesquisa como
ferramenta para diferentes linhas de pesquisa em petroledmica por FT-ICR MS aplicada
a petréleo e seus derivados, entre elas: a) acompanhamento do processo de eliminacao
de compostos polares de diesel através de hidrotratamento e oxitratamento, b)
atribuicao e detalhamento de acidos nafténicos presentes no petréleo, a sua correlagao
com indice de corrosdo associado, ¢) o acompanhamento rapido para processos
visando sua remocdo e d) andlises de fracdes de asfaltenos e a identificacdo de

contaminantes.
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Abstract

Crude oil samples and their derivatives can be characterized with ultra high
speed and efficiency through the technique called petroleomics by Fourier transform ion
cyclotron resonance mass spectrometry (FT ICR-MS). Thousands of polar markers are
resolved and identified in ~ 6-7 minutes with great reliability and agility. This
technique provides a large amount of data that requires efficient procedures for data
processing. This may be achieved with software that combines efficient programming
strategies and chemical intelligence in processing and graphical displays. In this work,
all strategies already approved by preliminary data were applied with this goal. Through
these strategies all unequivocal elementary compositions were achieved for all
resolved signals in the spectra. The steps performed were: attribution of m/z value for
each signal; attribution of the best intensity threshold for noise for each individual
spectrum; theoretical data base elaboration with mass and molecular formula for all
possible polar compounds present in petroleum; elemental composition assignments for
each signal through data base comparison; duplicated assignment elimination by
isotopic pattern confirmation and homologous series comparison; data organization
by heteroatom classes and type (DBE); and graphical library elaboration needed to
assist assignment interpretation (Kendrick and van Krevelen Diagrams). The
combination of all these algorithms with automatic execution establishes highly efficient
software and highly technological petroleomics data processing by FT- ICR MS. This
software is being used by our research group as a study tool in different research areas
and for different goals, specifically in Petroleomics by FT-ICR MS applied to crude oil
and its derivatives. Some of them are (a) monitoring polar compound removal
from diesel by hydro and oxy treatments, (b) detailed naphthenic acid assignment, and
monitoring of their correlation with and (c) their removal processes and (d) identification
of asphaltene fraction and identification of contaminants.
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Petrole6mica por espectrometria de massas de altissima resolucao e exatidao: Informacao quimica precisa e
seletiva através de novas estratégias de processamento e visualizagao de dados

1. Introducao

A investigagdo de novos indicadores moleculares de petrdleo e seus
derivados e o estudo de suas diversas aplicagdes em Geologia, Quimica e Geoquimica
do Petrdleo, bem como em diferentes areas da sua industria através de técnicas
rapidas, modernas e abrangentes através da Petroleémica por transformada de Fourier
e ressonancia ciclotrénica de ions (FT-ICR MS) de altissima resolucao e exatidao. Essa
tecnologia se coloca hoje como uma estratégia na vanguarda no conhecimento para
analise de petroleo, sendo objeto de estudos e conhecimento de alguns grupos
pioneiros de pesquisa ao redor do mundo, na academia e nas principais empresas de
petréleo e energia no mundo.! Através da técnica de FT-ICR MS, é possivel determinar
as féormulas moleculares de milhares de componentes polares do petréleo e de seus
derivados (Figura 1), e assim ordena-los e classifica-los conforme suas principais
classes e seus principais heteroatomos (como as classes N, NO, NS, O2 e OS) (Figura
2), e mais detalhadamente de acordo com seus graus de insaturagéo/ciclizacao (DBE) e

seus numeros de carbonos. 2

' Marshall, A.G.; Hendrickson, C. L.; Jackson, G. S. Fourier transform ion cyclotron
resonance mass spectrometry: a primer. Mass Spectrometry Reviews (1998), 17, 1-
35.

> Marshall, A. G.; Rodgers, R. P. Petroleomics: The Next Grand Challenge for
Chemical Analysis. Accounts of Chemical Research. (2004), 37, 53-59.
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ESI(-)-MS

ESI(+)-MS

Figura 1. llustracdo da andlise direta de petroleo por FT-ICR MS utilizando a técnica de
ionizacao a pressao atmosférica por electrospray (ESI): espectros adquiridos nos

modos positivo e negativo de ions com 30 mil espécies detectadas no total.

51.3% H ESI-MS

Figura 2. Atribuicdo das classes de compostos polares encontrados no petréleo através
do uso da técnica de ionizacao direta ESI apds tratamento por software especifico de

estudos em petroleémica por FT-ICR MS.
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1.1 Petroéleo

O petréleo bruto € sem duvida a mistura mais complexa em termos de
composicdo em misturas organicas e em termos de numero de constituintes
quimicamente distintos. E composto principalmente por hidrocarbonetos insaturados e
saturados, além de moléculas hétero atémicas (N, S e O), com uma pequena
porcentagem de metais, em particular o vanadio, niquel, ferro e cobre (<100 ppb). A
fracdo de hidrocarbonetos pode ser tdo alta quanto 90% em massa nos 6leos leves, e
de cerca de 70% no petrdleo pesado. As espécies hétero atbmicas polares estdo em
torno de 5%, podendo chegar a 15% nos 6leos pesados, e 0s compostos aromaticos

em torno de 30%°.

Compostos hetero-atbmicos representam uma parcela relativamente
pequena do petréleo, porém a determinagcdo dos compostos contendo os heteroatomos
de nitrogénio, enxofre e oxigénio é de extrema importancia, jA que estas espécies
contribuem para, entre outros, a deposicdo de sdlidos, floculacdo e desativacdo de
catalisadores, refletindo em problemas de armazenamento e corrosdo na exploragéao e

nas refinarias®.

3 Speight, J. G. Handbook of Petroleum Analysis. John Wiley and Sons, Inc.: New
York, 2001.

* Altgelt, K. H. B. Composition and Analysis of Heavy Petroleum Fractions. Marcel
Dekker: New York, 1994.
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As espécies contendo enxofre sdo encontradas tanto em compostos néo-
polares (tiofenos) como nos polares (sulfoxidos). O percentual total de enxofre no
petroleo varia de 0,04% até cerca de 5% para 6leos pesados. O nimero de atomos de
enxofre por molécula aumenta acentuadamente em fracdes de maior ponto de
ebulicdo. Os compostos de enxofre sdo considerados, entre os compostos hetero-
atébmicos, os mais importantes por causa dos efeitos prejudiciais, tais como corrosao e

formacéo de depdsitos e emissdo de poluentes apds a combustio de seus derivados®”.

As espécies contendo oxigénio sdo encontradas na forma de fendis e acidos
carboxilicos. O conteudo total de oxigénio é normalmente inferior a 2% em massa,
porém, o teor de oxigénio pode aumentar drasticamente com o ponto de ebuligéo,
resultando em residuo ndo-volatil com teor de até 8%. Estes compostos oxigenados séo
conhecidos por serem 0s principais contribuintes para a corrosdao dos equipamentos

durante o processo de extracdo e refinamento de produtos petroliferos *.

Os compostos de nitrogénio basicos sdo principalmente piridinas e ocorrem
durante quase todos os intervalos de ponto de ebulicdo, com tendéncia a existirem em
maior abundancia nas fracées de alto ponto de ebulicdo e nos residuos. Os compostos
de nitrogénio nado-basicos, que sao geralmente pirrdis, indbis e carbazois, estdo
presentes em faixas com maior ponto de ebulicdo e nas fragdes dos residuos. Os
compostos nitrogenados sdo geralmente encontrados em pequenas concentracdes, de

no maximo 0,9% em massa do petréleo bruto *.
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1.2 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas (MS) através de insercdo direta® ou
em combinagao com diferentes técnicas de separagao (ou seja, GC-MS ¢ ou LC-MSY)
tem sido utilizada na caracterizagdo abrangente de destilados de petréleo. Poréem a
complexidade da composicdo do petréleo bruto e seus derivados pesados tém
requerido muito mais da quimica moderna, uma vez que a resolucao e exatiddao das
medidas nos atuais analisadores de massas dos espectrémetros de massas fornecem
informacgdes limitadas da composicdo em andlises direta de petrdleo. Entre os
desenvolvimentos recentes em espectrometria de massas destaca-se a evolugdo das
técnicas de ionizacao preconizadas pelo surgimento do electrospray (ESI) capaz de
ejetar para fase gasosa misturas de uma forma branda, e o desenvolvimento de
analisadores de massas com altissima resolugdo como o ICR. A combinagdo destas
técnicas (ESI e ICR) permitiu o desenvolvimento de andlises de misturas complexas,

como o petréleo, sem a necessidade de utilizar métodos prévios de separacao®.

®Zhan, D.; Fenn, J. B. Electrospray mass spectrometry of fossil fuels. International
Journal of Mass Spectrometry (2000), 194, 197-208.

6 Killops, S. D.; Readman, J. W. Hplc Fractionation and GC-MS Determination of
Aromatic-Hydrocarbons from Oils and Sediments. Organic Geochemistry (1985), 8,
(4), 247-257.

’ Felix, G.; Bertrand, C.; Vangastel, F. A New Caffeine Bonded Phase for Separation
of Polyaromatic Hydrocarbons and Petroleum Asphaltenes by High-Performance
Liquid-Chromatography. Chromatographia (1985) 20, (3), 155-160.

® Rodgers, R.P.; Schaub, T. M.; Marshall A. G. Petroleomics: MS returns to its roots.
Analytical Chemistry (2005), 77, 20A.
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1.3 lonizacao a pressao atmosférica por electrospray
(ESI).

Sendo uma das técnicas de ionizagdo em maior expansao, a ionizagao por
ESI passou por duas fases distintas de investigagdo e desenvolvimento. A primeira
decorreu antes de 1970 e centrou-se mais nos aspectos fundamentais do processo de
produgdo de carga assim como no modo experimental de concretiza-lo, podendo
salientar o trabalho realizado por Dole et al® A segunda fase deu-se a partir de 1970
com destaque para o trabalho desenvolvido em 1984 por Yamashita e Fenn,'
considerado pioneiro na utilizacdo da ionizagao por ES/ na espectrometria de massas.
A partir deste trabalho a técnica sofreu um incremento notorio com o desenvolvimento e
construcao de fontes de ionizagdo comerciais baseadas no principio de carregar gotas

eletricamente.

Ha essencialmente trés caracteristicas que fazem com que ESI destaque-se
em relacdo a outras técnicas de ionizagdo. A primeira destas caracteristicas é a
capacidade de produzir ions multiplamente carregados, com numero de carga elevado,
reduzindo assim a razdo m/z, de tal modo que é possivel analisar compostos de
elevada massa molar até centenas de kDa. Uma segunda caracteristica € que as
amostras a serem analisadas devem ser introduzidas em soluc¢do, o que torna possivel
0 acoplamento com muitas técnicas de separacdo. Por ultimo e ndo menos importante,

o fato de ser uma técnica de ionizagdo branda permite a analise de mistura complexas

° Dole, M.; Mack, L.L.; Hines, R.L.; Mobley, R.C.; Ferguson L.D.; Alice, M.B. Molecular
beams of macroions. Journal of Chemical Physics (1968), 49(5) , 2240-9.

1% Yamashita, M.; Fenn, J.B. Electrospray ion source. Another variation on the free-
jet theme. Journal of Chemical Physics (1984), 88(20), 4451-9.
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em uma unica etapa, uma vez que a fragmentacao das espécies transferidas para a

fase gasosa € minimizada.

A producéo de ions por electrospray requer essencialmente duas etapas:
dispersao das gotas altamente carregadas a pressao atmosférica seguida de condi¢des
que permitam a evaporagéo da gota.

As solugdes sdo primeiramente aspergidas eletrostaticamente com formagéo
de gotas pequenas e altamente carregadas eletricamente. A nebulizagdo da solugdo é
em alguns casos facilitada pela ajuda de um gas auxiliar (N2). Posteriormente as
moléculas do analito devem de alguma forma ser separadas do solvente e ejetadas
para a fase gasosa. Este passo de formacao de ions, como em muitas das técnicas de
ionizacao consideradas suaves, é provavelmente o menos compreendido no processo
global do ESI. Alguns mecanismos tém sido propostos para a dessorgdao dos ions a
partir de gotas carregadas sendo que o modelo de residuo de carga de Dole,’ aplicado
a macromoléculas, foi talvez o primeiro a servir de base para a atual técnica de ESI.
Neste modelo é considerado que a medida que o solvente se evapora a densidade de
carga na superficie aumentara até que as forgas repulsivas de Coulomb entre as cargas
superficiais excederdo a tensdo superficial levando a divisdo da gota inicial. Se este
processo de divisdo continuar e se a solugéo original for suficientemente diluida sera
alcancado um estado no qual cada gota contera uma unica molécula que retera parte

da carga inicial, ou seja, formara macro ions.
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Outro mecanismo para a geragao de pequenos ions, o da evaporagao idnica,

" onde sugerem que a evaporacdo do solvente

foi proposto por Iribarne e Thomson,’
conduz a uma instabilidade das gotas com razdes elevadas de densidade de carga
superficial/ raio da gota. A energia eletrostatica associada com a gota carregada torna-

se entdo suficientemente grande para ejetar os ions do analito para a fase gasosa.

Este mecanismo foi aplicado a macromoléculas por Fenn e colaboradores,'?
o qual propbds que uma parte da molécula carregada teria a capacidade de penetrar a
superficie da gota devido a movimento Browniano. A existéncia de repulsao
coulombiana entre esta parte da molécula e a superficie da gota ejetara a molécula

carregada para fora da gota (Figura 3).
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Figura 3. Esquema mostrando o processo de ionizagdo da técnica de ionizagdo a
pressao atmosférica por electrospray (ESI).

" Iribarne, J.V.; Thomson, B.A. On the evaporation of small ions from charged
droplets. Journal of Chemical Physics (1976), 64(6), 2287-94.

'2\Wong, S.F.; Meng, C.K.; Fenn, J.B. Multiple charging in electrospray ionization of
polyethylene glycols. Journal of Chemical Physics (1988), 92-2, 546-50.
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1.4 O analisador de massas por ressonancia ciclotrénica
de ions

A analise de matrizes complexas como o petréleo tornou-se possivel com o
desenvolvimento dos analisadores de massas por Ressonancia Ciclotronica de fons

(ICR, do inglés ion cyclotron ressonance )', capaz de produzir espectros de massas

com altissimo poder de resolug¢ao (> 750.000 %) e com altissima exatidao de massas

(menor que 1.0 ppm).

1.5 Histérico
ICR-MS foi desenvolvido por Alan G. Marshall e Melvin B. Comisarow e sua
primeira publicacdo foi realizada em 1974'. Atualmente é o analisador de massas
capaz de atingir os niveis mais altos em termos de poder de resolucao (m/z/Am/zsps,
onde Am/zsp, € a diferenca em m/z a meia altura do sinal) tendo como recorde de

3.000.000 e de altissima exatiddo com erros médios de 200 ppb'*.

Analisadores de massas como o ICR sdo baseados em medidas de
frequéncia dos ions em campo magnético constante, em contraste com outros de
deflacdo (setores magnéticos/elétricos), estabilidade de ions (quadrupolos e ions traps)

ou tempo de vbo (TOF). Essas freqléncias sdo correlacionadas diretamente com a m/z

'3 Comisarow, M.B; Marshall A.G. Chemical Physics Letters. (1974), 25, 282.

% Schaub, T. M.; Hendrickson, C.L.; Horning, S.; Marshall, A.G. High-Performance
Mass Spectrometry: Fourier Transform lon Cyclotron Resonance at 14,5 Tesla.
Analytical Chemistry. (2008), 11, 3985-3990.
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sendo tal relacdo possivel devido as freqiéncias dos ions serem independentes de

suas energias e velocidade.
1.6 Caracteristicas dos analisadores FT-ICR

Existem algumas caracteristicas peculiares do analisador ICR devido a

reducdo de dados por FT '°. Entre as mais importantes estéo:

1) Como a corrente induzida pelos pacotes de ions de uma larga faixa de
m/z pode ser detectada simultaneamente, analisadores do tipo FT-ICR MS oferecem
varias vantagens ao obter o espectro de massas de uma s6 vez ao invés de analisar

cada m/z separadamente.

2) Como a magnitude de resposta é linearmente proporcional a magnitude
de excitacdo (quanto mais perto do detector e mais coerente forem os pacotes de ions
melhor € a indugdo), quanto mais seletiva e em fase for a excitagcdo, ou o pré

empacotamento, melhor a resposta.

3) O poder de resolucdo varia diretamente com o tempo de aquisicdo T .
Entretanto T é limitado geralmente por dois motivos: a) A introducdo de amostra por
métodos cromatograficos de separacdo as quais requerem aquisicoes rapidas. b) O

sinal de frequiéncia em dominio de tempo decai exponencialmente com o tempo devido

15 Marshall A.G.; Verdun, F.R. Fourier Transforms in NMR, Optical, and
Mass Spectrometry. A User's Handbook, Elsevier, New York (1990), p. 460.
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a perda de energia por radiacao e por colisdo. Logo a relagdo sinal/ruido diminui com o

tempo e a aquisicdo de dados néo deve ser prolongada °.

Outra caracteristica dos analisadores ICR é que estes requerem
aproximadamente 1s para a aquisicdo de dados. Entretanto, como as técnicas de
ionizacao produzem ions constantemente, é vantajoso que os ions sejam acumulados
externamente ao analisador e ejetados assim que o ciclo de aquisicao de dados esteja

completo. Para o ICR os fons sdo comumente acumulados em um ion trap linear *’.

' _ Marshall, A.G.; Comisarow, M.B.; Parisod, G. Relaxation and spectral line shape
in Fourier transform ion cyclotron resonance spectroscopy. Journal of Chemical
Physics. (1979), 71, 4434-44.

7 Belov, M.E.; Nikolaev, E.N.; Anderson, G.A.; Udseth, H.R.; Conrads, T.P.; Veenstra,
T.D.; Masselon, C.D.; Gorshkov, M.V.; Smith, R.D. Design and Performance of an ESI
Interface for Selective External lon Accumulation Coupled to a Fourier Transform
lon Cyclotron Mass Spectrometer. Analytical Chemistry (2001), 73, 253-261.
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1.7 Principios Basicos

Como dito anteriormente o analisador de massas por ressonancia
ciclotronica de ions (ICR-MS) é utilizado para a determinacdo da m/z baseado na

freqiiéncia ciclotrénica de ions em um campo magnético fixo' (Figura 4).

ICR
AB

T

_4a8B
©="m

Figura 4. Trajetéria circular de um cation na presenca de um campo magnético (B)

constante.
O principio basico de operacdo é fundamentado na relacdo entre a
frequéncia ciclotrénica e a m/z de um dado ion em um campo magnético uniforme, que

se apresenta na forma ideal como':

_ 4B
~ 2mm (Equaciao 1)

onde q é a carga do ions (q = z.e) , B € o campo magnético, mé amassadoioneféa
frequéncia ciclotrénica. Como a frequéncia angular é definida como w = 21rf, temos que

a freqiiéncia angular ciclotrénica é dada por:

12
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w =— (Equacao 2),

que é a equacao da freqiiéncia ciclotrénica nao perturbada (ideal). Logo, todos os ions
de uma mesma m/q terdo a mesma frequéncia ciclotrénica em um campo magnético

constante independente de sua velocidade'.

1.8 Excitacao e deteccao

Em temperatura ambiente os raios de orbita ciclotrénica dos ions encontram-
se em comprimentos na ordem de sub milimetros e longe das placas de deteccao das
celas que variam de 1 a 2 cm. Além disso, ions de mesma m/z oscilam em fases
distintas. Logo, para que o sinal gerado atinja uma amplitude que seja detectavel, é
necessario excitar os ions de forma ressonante através de um campo elétrico oscilante
ou rotatério em fase com o campo magnético, a fim de aumentar o raio da orbita de
oscilagcao e formar pacotes de ions de mesma m/z que sejam 0s mais compactos e
coerentes espacialmente possiveis'.

AplGs a excitagdo, o0 movimento desses pacotes de ions gera um sinal no
dominio de tempo o qual consiste na diferenga na corrente induzida pelos pacotes nos

dois eletrodos (Figura 5).

13
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Figura 5. Esquema de uma cela de ICR mostrando os eletrodos de excitagdo e

confinamento/deteccao e suas disposi¢des eletronicas.

Esse sinal é registrado, digitalizado e submetido a transformada de Fourier
discreta gerando um espectro das freqiéncias ciclotrénicas dos ions. A frequéncia é
entdo convertida para a unidade de razdo m/z através da equagao ciclotrénica (equacao

2 - Figura 6) resultando no espectro de massas.

Image current
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.
80 240 400 100 150 200 250 1000
Time {ms) Freguency (kHz) n/z

1400 1800

Figura 6. Da esquerda para a direita — Imagem da corrente induzida no dominio de
tempo — Espectro de frequéncia apds FT — Espectro de massas depois da transformada
de freqiiéncia para m/z.

14



Petrole6mica por espectrometria de massas de altissima resolucao e exatidao: Informacao quimica precisa e
seletiva através de novas estratégias de processamento e visualizagao de dados

1.9 Analise do petréleo por insercao direta utilizando
ESI(z)-FT-ICR MS

A Figura 7 mostra o espectro no modo positivo de ions de ESI(+)-FT ICR-MS
obtido para uma amostra de petréleo brasileiro com mais de 15 mil sinais resolvidos. A
expansao para o intervalo de 0,5 m/z (Figura 2. Atribuicao das classes de compostos
polares encontrados no petréleo através do uso da técnica de ionizacao direta ESI apds
tratamento por software especifico de estudos em petroledmica por FT-ICR MS. (Figura
7—espectro inferior) mostra a resolucao e identificacdo de 7 sinais e sua correspondente

féormula molecular.

15



Tese de Doutorado

ESI(+)-ICR-FT-MS

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950

m/z
400.2999
C29 Hag N1
400.3938
400.2060 C2s Hso N1
CaoHzs N1 400.2635 400.3574 |
400.0561 400.1695 | CzsHza O1 N1 C27 Has O1 Ny
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Figura 7. (a) Espectro de ESI(+)-ICR FT MS para amostra de petréleo bruto com mais
de 25 mil sinais resolvidos (b) expanséo para o intervalo de 0,5 m/z mostrando 7 sinais

resolvidos e caracterizados a nivel molecular.

Esta nova tecnologia tem sido utilizada com muito sucesso na caracterizagéo
total do petroleo bruto e suas varias fragdes incluindo os asfaltenos, provendo assim um
método inovador, preciso e de elevado nivel de detalhamento molecular, e com extrema

rapidez (< 6 minutos)®'®'°. Séries de compostos, com énfase nos polares, mas também

'® Klein, G.C.; Ansgtrom, A.; Rodgers, R.P.;, Marshal, A.G. Use of
Saturates/Aromatics/Resins/Asphaltenes (SARA) Fractionation To Determine
Matrix Effects in Crude Oil Analysis by Electrospray lonization Fourier Transform
lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry. Energy & Fuels, (2006), 20(2), 668-
72.

¥ Klein, G. C.; Kim, S.; Rodgers, R. P.; Marshall, A. G.; Yen, A. Mass Spectral
Analysis of Asphaltenes. Il. Detailed Compositional Comparison of Asphaltenes
Deposit to Its Crude Oil Counterpart for Two Geographically Different Crude Oils
by ESI FT-ICR MS. Energy & Fuels (2006), 20(5), 1973-1979.
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0s semi-polares e até apolares, podem ser analisadas em poucos minutos diretamente
de uma amostra bruta determinando-se a presencga e quantidade relativa de classes,
suas séries homologas, numero de carbonos e insaturagdes/anéis. O método dispensa
assim, a utilizagdo de uma bateria de procedimentos bem mais dispendiosos de
preparacdo de amostras e outras técnicas diversas que podem totalizar horas de
analise 222", As 4reas da industria petrolifera em que esta tecnologia se aplica incluem
a exploracao, o refino, o controle ambiental e a eficiéncia na inovagao tecnolégica de
métodos analiticos com a implantagdo e desenvolvimento de procedimentos na
vanguarda do conhecimento cientifico em petroleo e seus derivados, com o
consequente aumento de produtividade, rapidez e qualidade dos servigos prestados.

A atribuicdo inequivoca da composicao elementar pode ser realizada para
moléculas com baixa massa molar (< 400 Da) utilizando o principio de massa exata
através de seus defeitos de massas e atribuicdes baseadas em massa de Kendrick vem
sido utilizada®®. Para melhor entendimento alguns termos devem ser definidos, entre

eles estao: massa nominal, massa exata, defeito de massa e exatidao de massas.

2 Speight, J. G.; Pancirov, R. J. Structural types in petroleum asphaltenes as
deduced from pyrolysis/gas chromatography/mass spectrometry. Liquid Fuels
Technology (1984), 2(3), 287-305.

*! Killops, S. D.; Readman, J. W. HPLC fractionation and GC-MS determination of
aromatic hydrocarbons from oils and sediments. Organic Geochemistry (1985), 8(4),
247-57.

2 Kendrick, E. Mass scale based on CH2 = 14,0000 for high-resolution mass
spectrometry of organic compounds. Analytical Chemistry (1963), 35, 2146-2154.
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1.10 Massa Nominal

A massa nominal de uma molécula é definida como a soma das massas
unitarias dos isétopos mais abundantes em uma molécula. Dois ions apresentando a
mesma m/z unitaria (mesma massa nominal) sdo entdo denominados isébaros. Por
exemplo, a molécula N> contém massa nominal de 28 Da, da mesma forma que a
molécula C2H4. Analisadores de massas com insuficiente poder de resolu¢do, como o
quadrupolo (poder de resolugdo unitaria), ndo sado capazes de distinguir estas duas

moléculas através apenas da afericdo de m/z.

1.11 Massa Exata

A massa mono isotépica de uma molécula, também conhecida como massa
exata, difere da massa nominal, pois ao invés da massa unitéria € utilizada a soma das
massas exatas dos iso6topos naturalmente mais abundantes. A massa exata de um
atomo é o resultado da soma da massa do nucleo (levando em consideragdo a energia
de ligacao nuclear) e dos seus elétrons.

Utilizando o exemplo anterior, a massa exata para Nz equivale a 28.00614
Da e para CoH4 equivale a 28.03130 Da. Fica claro que estas moléculas diferenciam-se
através da massa exata. Logo, formulas moleculares empiricas diferentes com mesma

massa nominal terdo necessariamente massas exatas distintas e Unicas.

18
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1.12 Defeito de Massa

O defeito de massa é simplesmente a diferenca entre a massa exata e a
massa nominal. Esse defeito é caracteristico para cada atomo em particular. Por
exemplo, o0 4&tomo '®0 é composto de oito prétons, oito néutrons e oito elétrons, sendo
as massas individuais destes 1,007276470, 1,008664904, e 0,000548579903 Da

respectivamente.

Somando-se estes valores e multiplicando pela suas quantidades, obtém-se
o valor de 16,131919633 Da, que é diferente da massa exata experimental para este
atomo (15,994915 Da). Essa diferenca é explicada através da energia de ligagao
nuclear. A energia de ligacao € necessaria para manter prétons e néutrons no nucleo
atdbmico, e o defeito de massa observado surge a partir da perda relativistica de massa

(E = m ¢ quando esta energia de ligacdo é liberada durante a formagéo do nucleo

atdmico. Como esta energia liberada é diferente para cada tipo de atomo, o defeito de
massa € especifico para cada atomo, assim cada composicao elementar tera um

defeito de massa unico.

1.13 Exatidao de massas

O termo exatiddo de massas caracteriza quao perto é a medida de massas
experimental de sua massa tedrica. ldealmente, se a medida de massa pode ser
realizada com altissima exatidao, através da sua massa exata, proveniente dos defeitos
de massas especificos dos atomos, chega-se a uma férmula molecular empirica Unica.
Entretanto, a identificagdo inequivoca da formula molecular de espectros adquiridos de
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amostras complexas, como o petroleo bruto, € uma tarefa complexa e trabalhosa, uma
vez que existe mais de vinte mil composicdes quimicas elementares distintas possiveis®
para os compostos polares de petrdleo.

A caracterizagdo molecular realizada, baseada apenas na massa exata e
exatiddo de massas, pode levar a resultados errobneos apresentando combinagbes de
atomos quimicamente improvaveis ou impossiveis. Por exemplo, um sinal de m/z
417,13352 aferida em modo positivo de ions sendo caracterizado como ion na forma
protonada [M + H]" apresenta, dentro da faixa de erro de 1,0 ppm, 13 combinagdes de
atomos possiveis, sendo 9 delas quimicamente impossiveis ou improvaveis (asterisco

Tabela 1).
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Tabela 1. m/z teérica calculada a partir de combinacdées dos atomos de
carbono, hidrogénio, nitrogénio, oxigénio e enxofre com suas respectivas férmulas

moleculares e os erros correspondente a m/z experimental de 417,13352.

Férmula Erro de
m/z Tedrica

Molecular massas
C24H15N7O 417,13326 0,6
C1gH29N203S3 417,133481 0,1
*C12H148N20g 417,133192 0,8
*C11H37N4Ss 417,133698 -0,4
*C11H142NgO 417,133187 0,8
C1oH25NgO6S> 417,133298 0,5
“CeH154NO9S 417,133883 -0,9
*CsH156N403S3 417,133408 0,3
*CsH148Ng04S 417,133877 -0,9
*C4H39N308S5 417,13352 0,0
*C3H33N1003Ss 417,133515 0,0
*H2g7S4 417,133518 0,0

Mesmo com uma populacao reduzida de quantidade de atomos e retirando
as férmulas moleculares improvaveis ou impossiveis quimicamente, ainda restam
quatro combinacdes de atomos que podem ser consideradas como possiveis férmulas
moleculares.

Algumas restricbes adicionais podem ajudar na atribuicdo como os valores
de DBE, de DBE/C e com limites mais estreitos na quantidade de atomos de oxigénio (0

- 4), nitrogénio (0 — 3), enxofre (0 — 4) (Tabela 2).
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Tabela 2 — m/z teérica calculada a partir de combinacdes dos atomos de carbono,
hidrogénio, nitrogénio, oxigénio e enxofre com suas respectivas férmulas moleculares,

DBE e os erros correspondente a m/z experimental de 417,13352.

Férmula Erro de
m/z Tedrica
Molecular massas
*CaosH2106 417,133265 0,6 16.0 0,6
*Ca4H15N;O 417,133260 0,6 21,5 0,9
CigH29N2O3S3  417,133481 0,1 6,0 0,3
“C12H148N20s  417,133192 0,8 -59,5 -5,0
*C11H37N4Ss 417,133698 -0,4 -4,0 -0,4
*C11H142NgO 417,133187 0,8 -54,0 -4,9
*C1oH2sNgO6sS2  417,133298 0,5 3,0 0,3
“CeH154NO9S 417,133883 -0,9 -69,0 -11,5
“CsH156N4O3Ss  417,133408 0,3 -69,5 -13,9
*CsH148Ng04S 417,133877 -0,9 -63,5 -12,7
“CaH3gN30sSs  417,133520 0,0 -12,5 -3,1
*C3H33N1003Ss  417,133515 0,0 -7,0 -2,3
*H2g7S4 417,133518 0,0 -142,0 -

Com os limites estabelecidos excluem-se todas as formulas com valores
negativos de DBE e com valores fora da faixa de 0 a 1,0 da razdo DBE/C. Entre as
formulas restantes apenas uma encaixa-se nos limites de atomos estabelecidos. Logo
resta apenas uma féormula molecular possivel para a m/z experimental de 417,13352
que € C1gH29N203S3,

Entretanto, quanto maior a m/z, a quantidade de férmulas moleculares

possiveis, mesmo com as restricoes realizadas, cresce acentuadamente e assim existe
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a possibilidade de duplicidade nas atribuicdes. Por exemplo, a m/z experimental de
698.65950 pode ser atribuida como CsoHsgN de m/z 698,659828, com erro de -0,5 ppm
ou também como C4HgsN3O-S de m/z 698,659176 com erro de 0,5 ppm. O DBE
correspondente as formas neutras sdao 10 e 1, e a razdo DBE/C 0,2 e 0,02,
respectivamente. Assim, fica evidente a necessidade da utilizagdo de outras estratégias
para a obtencédo da formula molecular inequivoca. Entre elas estédo: definicdo de faixa
de erro experimental, recalibragdo de massas, confirmacdo de padrdo isotdpico e
correlagéo de séries homologas.

Assim, a rapidez de aquisicdo dos dados por FT ICR-MS se perde por
completo devido ao tempo demasiadamente prolongado do processamento e
interpretacdo dos dados em uma analise manual. Isso se deve ao grande volume de
espécies de compostos hetero-atdbmicos presentes no petrdleo e nos seus derivados
(até ~ 16000 compostos, considerando apenas as moléculas com seus isétopos mais
abundantes, e até ~ 50000 considerando os seus isotopélogos de '*C 3*S). Além disso,
muitas vezes somos confrontados com espectros com caracteristicas ndo ideais (baixa
exatiddo de massa (entre 1-2 ppm) e/ou baixa relacdo sinal-ruido) que tornam o

processamento dos dados manual uma tarefa ainda mais complexa e portanto inviavel.
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Dessa forma, é evidente a indispensabilidade da utilizacdo de um software
que seja capaz de automaticamente diferenciar os sinais dos espectros adquiridos,
fornecer de maneira confiavel as atribuicoes das composi¢cées moleculares elementares

correspondentes utilizando estratégias inteligentes de processamento.
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2. Objetivos

Realizar a anélise de dados oriundos da caracterizacdo de amostras
complexas, como o petroleo e seus derivados, por ESI(+)-FT-ICR MS, através da
automatizagédo via algoritmos capazes de filtrar, classificar e atribuir as composi¢ées
elementares inequivocas dos dados, e organiza-los de forma quimicamente légica.
Apresentar ferramentas gréficas utilizadas para facilitar a interpretacao e visualizagdo
dos dados, que permita ao final a elaboracdo de um software eficaz que permita o
acesso a todos estes procedimentos e ferramentas graficas de forma amigavel,
maximizando assim o tratamento quimicamente eficiente de dados através da

automatizacgéo.
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3. Parte Experimental
3.1 Analise das amostras por FT ICR MS

As amostras de petroleo bruto e diesel utilizadas foram pesadas (10 mg) e
dissolvidas em 10 mL de tolueno e entdo a solucéo foi diluida em 10 mL de metanol.
Para analises no modo positivo de ions, um total de 2 uL de uma solu¢ao aquosa 1%
de acido férmico foi adicionada aos 20 mL da solugéo final a fim de servir como agente
provedor de prétons para os compostos nitrogenados basicos resultando em moléculas
protonadas [M + H]*. Para o modo negativo de ions um total de 2 uL de uma solugéo
aquosa de hidréxido de aménio 1% foi adicionado para 0 mesmo volume de amostra
preparado no modo positivo. As amostras foram inseridas no espectrometro de massas
por infusdo direta, ionizadas por ESI e analisadas utilizando o espectrémetro de massas
em um magneto de 7,27, LTQ FT Ultra mass spectrometer (ThermoScientific, Bremen,
Germany). Para a insercdo da amostra no modo positivo de ions foi usado o sistema
automatizado “chip-based nano-ESI-MS” através do equipamento Triversa NanoMate
100 system (Advion BioSciences, Ithaca, NY , USA) sendo as amostras dispostas em
pratos de 96 posi¢des (volume total de 100 uL em cada posigéo). Ja no modo negativo
de ions foi utilizada a fonte comercial convencional de ESI. As condi¢des gerais para
ESI foram: pressédo do gas de 0,3 psi e voltagem capilar de 1,55 kV. Os espectros de
massas foram obtidos pela soma de 100 transientes totalizando 6 minutos de aquisicéo

com o poder de resolucao de 400.000 % (Figura 8)
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PETROLEO ESI/APPI/EASI FHICRMS

Figura 8. Procedimento experimental mostrando as etapas necessarias para a
obtencao do espectro de ESI-FT-ICR MS no modo positivo de ions, de uma amostra de
petréleo bruto contendo 16 mil sinais resolvidos.
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3.2 LTQ FT Ultra mass spectrometer

Diferentes tipos de analisadores podem ser acoplados para formar novos
instrumentos com o intuito de melhorar o poder de resolucdo e exatiddo. E neste
contexto, que o LTQ FT Ultra é inserido, uma combinacao de dois analisadores tipo ion
trap diferentes: um do tipo linear (LIT) e um ICR 2. O objetivo desta combinagéo é obter
maiores coeficientes de resolugcdo e exatiddo do que os fornecidos por instrumentos
que empregam um TOF como analisador no segundo estagio, ou até mesmo um

Orbitrap.

O primeiro espectrdbmetro de massas comercial empregando este arranjo foi
lancado pela empresa Thermo Scientific, o qual fornece altissima resolugcéo e exatidao.
O atributo de empregar um analisador ion trap linear (LIT) (Figura 9) como analisador
de massas de primeiro estagio € que este possui a finalidade de acumular ions no seu
interior, manipulando corrente alternada e de radiofrequéncia simultaneamente. A
captura permite a liberacdo controlada de ions, um requisito para analise em ICR, visto
que ha um limite na quantidade de ions que podera ser transferidos para o referido
analisador. Além disso, € Util para experimentos mdlti-acoplados (MS"), que permitem
estudar mecanismos de fragmentacado de moléculas relativamente complexas, além de
fornecerem espectros com alta sensibilidade. A possibilidade de capturar ions por
periodos que variam de milissegundos a dias permite a andlise de reacbes de
fragmentacao extremamente incomuns, dando origem a espectros de massas que nao

podem ser obtidos através de nenhuma outra técnica.

# Guan, S.; Marshall, A.; International Journal of Mass Spectrometry and lon Processes
(1995) 146/147, 261.
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2D lon Trap

N
QatT ﬁnznm.uj;l—l-lll

- 11 T

ICR Cell
ﬂ ﬂ @ @ ﬂ ﬂ Magneto Supercondutor7 T

60m3*/hr 15L/sec  300L/sec 400L/sec 210L/sec 210L/sec

Figura 9. Esquema do espectrometro de massas LTQ FT MS Ultra mostrando os dois
analisadores de massas utilizados, a disposi¢cédo da fonte de ionizacéao e os quadrupolos

e octapolos de transferéncia de ions.

3.2.1 Caracteristicas do FTQ FT MS Ultra

O LTQ FT MS Ultra fornece uma exatidao de massa menor do que 1 ppm e a
calibracdo externa é estavel por varios dias. Assim, a calibracdo interna nao é
necessaria. Na espectrometria de massas FT ICR, a exatiddo de massa € dependente
do numero total de ions capturados na céla de ICR. Um elevado nimero de ions no
interior da cela produz o efeito “space charge”, sendo a razdo de deslocamentos de

massas com magnitudes em algumas centenas de ppm. No LTQ FT Ultra ha uma
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ferramenta, desenvolvida pela Thermo Scientific, para solucionar tal problema, que € o
Controle Automatico de Ganho (AGC). A funcédo desta ferramenta é regular o numero
de ions de um experimento no ion trap e na cela de ICR. Com uma pré-varredura o LIT
determina o total de ions que estdo entrando no espectrdmetro de massas e com este
total de ions é estabelecida a quantidade de ions que deve ser transmitida para a cela
de ICR. Além deste controle da populagdo de ions a cela do LTQ FT Ultra * (Figura
10) utiliza grades como eletrodo de excitagao reduzindo os componentes axiais devido
a um campo elétrico mais uniforme e homogéneo, permitindo que maiores raios de
excitacdo sejam atingidos, resultando em uma amplitude maior de deteccao,

sensibilidade e reduzindo os efeitos indesejaveis de “space charge’.

Figura 10. Cela de ICR do LTQ FT MS Ultra mostrando as grades utilizadas como
eletrodos de excitagao (esquerda) e a maior homogeneidade do campo elétrico criado
mostrado pelas linhas de campo isopotencial (direita - acima).

24 Wieghaus, A., Fréhlich, U., Malek , R., and Horning, S. The Grid Cell: a New Cell
Design for Reduced Z-Axis Ejection in Fourier Transform lon Cyclotron Mass
Spectrometry. In Proceedings of the 54th ASMS Conference for Mass Spectrometry
and Allied Topics: Seattle, WA, USA, 2006
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A Figura 10 mostra os contornos de isopotencial da Ultra Cell e da cela
padrao de ICR. Essas melhorias adicionais sao significativas para a aquisicdo de
transientes em periodos de tempos longos em espectros de ultra-alto poder de

resolucao (1.000,00 para m/z 400).
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3.3 Desenvolvimento do software

Os algoritmos desenvolvidos foram escritos utilizando a linguagem de
programagcado Python 2.7?° para os protétipos iniciais e a linguagem Java SE 62 para o
produto final. Todos os parametros peculiares do processamento serdo ajustados para
as condicGes necessarias tendo como base amostras reais. O arquivo de entrada
utilizado sera a lista de correlacdo m/z e intensidade exportada do software de

processamento de dados Xcalibur 2.2 SP2 (ThermoScientific, Bremen, Germany).

25 http://docs.python.org/ - © Copyright 1990-2011, Python Software Foundation.

26 http://download.oracle.com/javase/6/docs/ - Copyright®© 1995, 2010, Oracle and/or its
affiliates.
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4. Resultados e Discussao

A Figura 11 mostra as etapas propostas de processamento de dados desde

a entrada até sua classificacao e organizagéo.

Entrada de Dados

Validagao padrao
isotépico

1

Validagcao séries
homologas

Espectro modo
Centroéide

Selecao Sinais
reais (relagéo
sinal ruido)

-~ 1!

Comparagao
banco de dados
tedrico

Recalibragao
espectral

Composicao
elementar
inequivoca

Classificagéo,
Organizacao e
Visualizagao dos
. Resultados |

Figura 11. Esquema geral de processamento de dados para andlise de dados de

Petrolebmica por FT-ICR MS.
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41 Entrada de Dados e Transformacao para Modo
Centréide

Inicialmente os dados obtidos pelo equipamento foram exportados em modo
de texto no modo continuo onde duas colunas representam a m/z e as intensidades
correspondentes detectadas pelo analisador ICR. Admite-se que os sinais detectados
apresentam-se em forma gaussiana, onde na abscissa encontram-se valores de m/z e
nas ordenadas os valores de intensidade referentes a populacbes idnicas

correspondentes (Figura 12).

intensidade

1250.12255 2.71396
1250.15780 2.35291
1250.15903 11.89444
1250.15960 1.88087
1250.18831 S.46087
1250.71209 2.10441
1250.93871 9.26767
1251.06425 2.87472
1251.07637 2.14782
125107742 2.01411
1251.07952 4.02196
1251.08019 12.28528
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1251.16756 1.84656
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|251.22593 2.80361
1251.71349 3.75875
1252.09300 1.89896
1252.09329 4.49629
1252.09454 2.95272
1252.17462 10.55098
1253.01908 3.04894
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1253.09966 2.19765
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Figura 12. Pagina principal do software mostrando o espectro de ESI FT-ICR MS
adquirido (acima) e a sua expansao para um intervalo de 0,022 m/z mostrando a forma

do sinal adquirido.
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Devido a possiveis assimetrias nessa forma gaussiana (Figura 13) do sinal

detectado, utilizaremos a mediana da distancia da abscissa (m/z) na meia altura do

valor de intensidade (ordenada) do sinal detectado para a obtencdo da m/z. Com isso,

obtemos valores mais precisos para cada sinal detectado pelo equipamento.

80
60
40
20
0 L
284.1425

Intensidade Absoluta

Intensidade Absoluta

o ==

476.283

a) Sinal simétrico

284.143 284.1435 284.144

m/z

b) Sinal assimétrico

N

N
/

284.1445

| (E—

476.2835 476.284 476.2845 476.285

m/z

476.2855

Figura 13. Dois sinais adquiridos por ESI FT-ICR MS mostrando a) um sinal com a

forma gaussiana perfeita b) sinal assimétrico devido a baixa amplitude da intensidade

(pouco pontos).
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Para isso calculamos a distancia na meia altura (I') do sinal partindo da

funcao de Gauss:

—(xo— M) 1
e 202 f (*max) (Equacéo 3)

onde f (X;ayx) ocorre quando (X,qx) = M, logo:

—(xo— M) _1
e 202 f () (Equacao 4)

resolvendo,

—(xO “)2 — 2—1
e 202 (Equacéo 5)

multiplicando pelo logaritmo natural (In):

—(xg—p)? — ~
—2ez = In 2 (Equacao 6)
(xg —u)? = 202 In2 (Equacéo 7)
para média zero e como a distancia a meia altura (I') é igual a 2x, temos:
['=2V2In2 0 = 2,3548 ¢ (Equacgéo 8)

f ..................................

.5f

|
|
|
|
|
-3¢ -20 |-o ol 26 3o
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Utilizando o sinal simétrico apresentado na Figura 13 como exemplo
calculou-se o desvio padrao a partir de um sexto da diferenga do ultimo (x2) e o primeiro

ponto (x1) do sinal (valores em vermelho na Tabela 3).
o= (x;— xl)% = (284,143437 - 284,142703)%= 0,0002445 n/z.

Tabela 3 — Valores de m/z e intensidade para o sinal adquirido mostrado na Figura 14.
Valores em vermelho utilizados para o calculo do desvio padréo (c). Valor de m/zem
verde correspondente ao maximo do sinal.

m/z Intensidade
284,142826 1,77984
284,142948  8,133862
284,143070  20,86226
284,143192  57,58983
284,143315  96,61409
284,143437 114,73705
284,143559 101,45697
284,143681 67,37982
284,143803  32,05024
284,143926  8,13386
284,144048 1,77984
284,144170 0,00000
284,143437  0,00000

Com os valores do desvio padrao calcula-se os dois pontos da distancia hy e

h, da meia alturacomo hy= xy +ce hs =X - o.
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h; = (x; +0,0002445) = 284,142703 + 0,0002445 = 284,143126

h, = (x, - 0,0002445) = 284,143437 - 0,0002445 = 284,143749

Assim a mediana da distancia é igual a 284,143437 (valor em verde Tabela
3) que é exatamente, como esperado, o valor obtido experimentalmente para 0 maximo
do sinal (Figura 14). O mesmo procedimento foi realizado para todos os sinais
adquiridos no espectro de massas. A Figura 15 mostra um exemplo de correcao do

valor de m/z para o sinal assimétrico apresentado na Figura 13.

Sinal simétrico

(0]
o

Sinal
60

Y= Meia Altura

40 ewhwe?84.143437

©
S
=
[}
(7]
2
<
o
°
(T
32
"
c
[}
2
=

20

0 e —_N A
284.1425 284.143 284.1435 284.144 284.1445

m/z

Figura 14. Sinal simétrico (azul), distancia a meia altura (vermelho) e o ponto maximo

calculado pela mediana da distancia da meia altura (triangulo verde).
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Sinal assimétrico
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Figura 15. Sinal assimétrico (azul), distancia a meia altura (vermelho) e o ponto maximo
calculado pela mediana da distancia da meia altura (ponto verde)
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4.2 Filtragem de sinais pela relacao sinal/ruido

Com a diminuicdo da amplitude da intensidade do sinal detectado pelo
analisador ICR, € maior a possibilidade de distorcdo do sinal e deste sinal nao
corresponder a um ion real e sim a uma interferéncia eletrénica nos detectores do
analisador (ruido). Essa interferéncia é de dificil andlise manual, e quando os sinais
estdo em intensidade muito baixa fica impossivel a distingao entre sinais reais e as
provaveis interferéncias. Corriqueiramente se desprezam sinais com intensidade
relativa abaixo, de aproximadamente, 5% dependendo do equipamento e das condigdes

utilizadas.

Entretanto esta estratégia pode ser arriscada, pois a relagéo sinal ruido varia
entre amostras, conseqiientemente as informac¢des importantes sobre a amostra em
questdo podem ser perdidas. Sabendo-se disso, foi desenvolvido o procedimento de
estabelecer o limiar de intensidade de sinais, que € capaz de atribuir para cada
espectro individualmente qual € a intensidade relativa minima aceitavel onde se pode

obter a confiabilidade de atribuicdo de m/z.

Primeiramente, admite-se que o comportamento das intensidades dos sinais
detectados referentes as interferéncias siga uma distribuicdo normal com média igual a
zero em intensidade. Toma-se entdo o menor sinal a cada trés sinais em ordem
crescente de m/z por todo o espectro. Com estes valores calcula-se o desvio padrao

populacional a partir da formula:

1 ~
c = \/EZL(Xi - w? (Equacéo 9)
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mas como p = 0 e a populacéo esta reduzida pela metade, temos:

1 N
o= | N (xp)? (Equacéo 10)

Como o valor de o calculado estabelece-se o limiar da intensidade fazendo

trés vezes o valor de ©.

As Figuras 16, 17 e 18 mostram respectivamente trés exemplos de boa,
média e péssima relacado sinal/ruido de diferentes espectros de petréleo adquirido
através de ESI(+)-FT ICR-MS. Os histogramas mostram a porcao lateral direita da
distribuicdo normal dos ruidos, uma vez que o sinal foi pré-processado pelo software
XCalibur onde a média dos menores sinais foi estabelecida como zero e os sinais
abaixo desta media (negativos) foram previamente retirados. As linhas vermelhas (limiar
fixo) e as linhas verdes (limiar normalizado) mostram claramente que a utilizagcdo do
limiar fixo causaria no caso da Figura 16 uma perda de informacao por considerar
sinais que provavelmente sao ions e nao interferéncias, como ruido. No caso da Figura

18 levaria a utilizacao de provaveis ruidos como sinais de ions reais.
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Figura 16. Espectro com alta relagdo sinal/ruido, mostrando o limiar estabelecido
utilizando intensidade fixa de 5 % (linha vermelha — acima) e o limiar estabelecido
utilizando a distribuicdo normal (histogramas — abaixo) e 3 vezes o desvio padréo (linha
verde nos espectros e linha pontilhada vermelha nos histogramas).
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Figura 17. Espectro com média relagéo sinal/ruido, mostrando o limiar estabelecido
utilizando intensidade fixa de 5 % (linha vermelha — acima) e o limiar estabelecido
utilizando a distribuigdo normal (histogramas — abaixo) e 3 vezes o desvio padrao(linha

verde nos espectros e linha pontilhada vermelha nos histogramas).
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Figura 18. Espectro com baixa relagdo sinal/ruido, mostrando o limiar estabelecido

utilizando intensidade fixa de 5 % (linha vermelha — acima) e o limiar estabelecido

utilizando a distribuigdo normal (histogramas — abaixo) e 3 vezes o desvio padréo (linha

verde nos espectros e linha pontilhada vermelha nos histogramas).
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4.3 Definicao de faixa de erro experimental

Como mostrado na Tabela 2, a definicdo da faixa do erro experimental na
afericdo da m/z é fundamental para a atribuicdo inequivoca da férmula molecular
correspondente. Quanto menor essa faixa de erro menor a quantidade de férmulas
moleculares cabiveis. Porém esta faixa de erro é afetada devido a varios fatores
operacionais, entre eles destacam-se: o excesso de ions dentro da cela de ICR,
calibracdo de massas mal sucedida e/ou antiga e baixa populacdo de ions gerada
através da ionizacdo. A atribuicdo da faixa de erro aceitavel é normalmente fixada de
acordo com as especificagées providas pelo fabricante do equipamento (< 1ppm para o
caso do FT LQT MS Ultra). Entretanto esta faixa de erro varia a cada experimento e

geralmente encontra-se em limites mais estreitos do que 1,0 ppm.

Para uma atribuicdo mais precisa desta faixa de erro, executa-se o

procedimento em etapas descrito a seguir:

1) Verifica-se qual é a classe majoritaria esperada para a amostra (geralmente
N (piridinicos) para o modo positivo e N (carbazbéis) ou O, (acidos

carboxilicos) para 0 modo negativo).

2) Atribui-se o valor de 1,0 ppm para a faixa maxima de erro de massas e

elimina-se sinais com intensidade menores que 5% ou com a intensidade

calculada a partir da relagéo sinal/ruido.
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3) Os valores experimentais restantes sdo comparados com os valores tedricos
do banco de dados para as séries homdlogas da classe hetero-atdmica

especificada.

4) A partir destas atribuicées se obtém o erro experimental em ppm para todas

as observagbes e a faixa de erro para atribuicdo das classes restantes é

atribuida pelo menor e maior valor encontrado.
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4.4 Recalibracao de Massas

Visando corrigir fatores que influenciam a exatiddao das medidas de m/z pelo

analisador ICR, varias equagbes foram propostas para permitir a correcdo destes

27

valores ?. Em 2010 Marshall e colaboradores® propuseram a extensdo destas

equacoes incluindo o termo () relativo a populagao idnica:

m/z =A+B/f+C/f*+ DI /f? (Equacdo 11)

onde (A) equivale ao termo de correcéo relativo a ndo linearidade do campo magnético
ao longo da cela de ICR, (B) equivale ao termo de correcéo relativo ao campo elétrico
(oscilagdo em relagdo ao eixo Z), (C) equivalente a populagdo ibnica , (f) é a
freqliéncia ciclotrénica dos ions dentro da cela de ICR e (I) corresponde a intensidade

relativa desta frequéncia observada.
Como a frequéncia ciclotronica € inversamente proporcional a m/z obtemos a
equacao

m/z = A+ B(m/z) + C(m/z)* + D I (m/z)? (Equacdo 12)

*Ledford Jr, E. B.; Rempel, Don L.; Gross, M. L. Space charge effects in Fourier
transform mass spectrometry. Mass calibration. Analytical Chemistry (1984), 56
(14), 2744-2748

28 Savory, J.J.; Kaiser, N.K.; McKenna, A.M.; Blakney, G.T.; Hendrickson, C.L.; Rodgers,
R.P.; Xian, F. and Marshall, A.G. A Walking Mass Calibration Equation for Complex
Mixture Analysis by FT-ICR Mass Spectrometry. 58th Annual Conference on Mass
Spectrometry & Allied Topics, Salt Lake City, UT, May 23-27 (2010)
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A partir desta equacado foi construida uma curva de calibragdo entre os
valores de m/z experimental e os valores de m/z tedricos, sendo os valores tedricos
estipulados como a série homédloga mais abundante do espectro (geralmente N para
modo positivo e O2 ou N para o modo negativo de ions - Figura 19). A solucao da
equacao foi realizada utilizando o método de regressdo por minimos quadrados, através

da equacao de matricial ?°:
y=Xb+e (Equacao 13)
onde a solugdo para os coeficientes utilizando o método dos minimos quadrados:

Z e’ = (Equacéo 14)

equivale a:
b=XtX)1 Xty (Equacao 15)
onde (b) é a matriz resultante 1x3 dos coeficientes A, B, C e D;

A
p= B (Equacao 16)
—|C

D

29 Neto, B. B; Scarminio, I. S.; Bruns, R. E. Como fazer experimentos. Editora
Unicamp, Campinas — SP, 2008.
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(X) é a matriz contendo os valores das (n) variaveis (m/z e intensidade (l))

1 m/z (m/z)? (m/z)*+1I

X = (Equacao 17)

1, m/z, (m/z)?, (m/z)?, «I,

e (y) é a matriz dos valores de M/z tedricas [11].

m/z
y= | : (Equacao 18)
m/z,
C,oHgsN
42 6£ C43H70N C44H72N C45H74N
) ¥ R K

ALQUILACAQ ) W
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Figura 19. Expansado para os espectro de ESI(+)-FT ICR-MS mostrando (acima)

unidades de repeticdo CH» e (abaixo) unidades de repeticdo de 2H,
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Com os valores da equagéao da curva de calibracao, obtém-se os valores de
m/z recalibrados para todo o espectro. O Fluxograma 1 mostra as etapas envolvidas

no processo de recalibracao onde:

1) Busca m/zda
serie homologa
dentro na faixa de
erro*

LG CIGERALIE]
) toda m/z d':) 2) Calcula-se a
espectro média de erro

4) Solucao da
regressao
obtendo a

equacao de
calibracao

3) Média de erro <
que a anterior?

Espectro Final

NS

Fluxograma 1 — Etapas do processo de recalibragédo para todo o espectro de massas.
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1) Procura-se por valores de m/z experimentais dentro de um banco teérico
com valores de m/z correspondentes a componentes das séries homélogas mais

abundantes (Figura 7) que se encontrem dentro de uma faixa de erro (ppm):

m/Zteérico_m/zexperimental) 106

erro = ( (Equacao 19)

m/Zteérico

sendo esta estipulada pelo usuario ou utiliza-se a faixa de erro encontrada no processo

de definicdo automatica .

2) Com os valores de erro que se enquadrarem nesta faixa calcula-se a
média destes.

3) Se a média de erro calculada for menor que a média de erro do processo
anterior segue o fluxo de processamento para obtencdo da equacédo de regressao.
Caso contrario as m/z atuais sdo consideradas as m/z finais da recalibragdo. Para o
primeiro ciclo estabelece-se um valor alto de erro (50 ppm) como artificio para

prosseguir o fluxo de processamento.

4) Com os valores encontrados de m/z resolve-se a equacgédo de regressao
para a obtencdo dos valores dos coeficientes A, B, C e D e por final obtém-se a

equacao de regressao:

m/z = A+ B(m/z) + C(m/z)* + DI (m/z)?  (Equagio 12)

51



Tese de Doutorado

3) Calcula-se o novo valor de m/z resolvendo a equacdo para todos os
valores de m/z experimentais. Estes valores sdo novamente inseridos no processo até
que a média de erro dos valores de m/z chegue a um minimo ou se iguale a zero ou o

valor do desvio padrdo aumente em relagdo a medida anterior.

A Figura 20 (esquerda) mostra a dispersao do erro em relacdo a m/z para
um espectro de ESI(+)-MS onde observa-se uma baixa exatiddo de massas, sendo a
média de erro de 0,88 ppm e o desvio padrao de 0,41 ppm. Apds a realizagcdo da
recalibragdo foi obtido uma média de erro de 0,0003 ppm ou 0,3 ppb e um desvio
padrao de 0,35 ppm (Figura 20 — direita).
m/z=A(m/z) +Blm/z" } +C(1)(m/z)

Antes de recalibrar

2.0

media de ermo = 0.000342278252346
15 o o ® desvio padrao = 0349301571735

- Ll
media de erro = 0887056362642 1.0
desvio padrao = 0.4213207969538

05
0.5 *

0.0 N . i

erro (ppm)

.
erra (ppm)
o

-0.5
-0.5

=20 200 400 600 800 1000 -1 200 400 600 BOO 1000

Figura 20. Dispersao de erro de massas para espectro de ESI(+)- FT ICR-MS para o

modo positivo de ions antes e depois da recalibracao.

Com estes novos valores minimiza-se a possivel duplicidade de atribuicdo da
composicao elementar para cada sinal registrado no espectro de massas e aumenta a
quantidade de espécies com suas respectivas composicoes elementares estabelecidas

apds procura destas no banco de dados teoricos (Figura 21).
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Figura 21. Espectro de ESI(+)-FT-ICR MS mostrando os sinais nos quais houve a
atribuicdo de sua composicdo elementar (linhas azuis), seus isotopélogos de '°C e 'S
(linhas verdes) e os nao identificados (linhas vermelhas) antes e apds o processo de

recalibracéo.
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4.5 Atribuicao de Férmula Molecular

A etapa crucial para a identificacdo a nivel molecular dos mais de vinte mil

sinais resolvidos pelo espectrdmetro de massas é a comparagcao dos valores de m/z

experimentais com valores de m/z teéricos relacionados com a respectiva férmula

molecular através da comparacao de erro de massas a partir da (Equacao 19). Para

isso foi construido um banco de dados contendo todas as possiveis composicdes

elementares utilizando como base os atomos de carbono, hidrogénio, nitrogénio,

oxigénio e enxofre, sendo estes o0s principais atomos componentes das espécies

presentes na parte polar do petréleo e seus derivados (Figura 22)°.

> ESI(-) —

%Nimsw %;;

__, Fenéis

N
R

— Sulfuradoes dcidos

Figura 22. Principais classe de compostos polares presentes no petréleo detectados

por ESI(+)-FT-ICR MS
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4.5.1 Classificacao de espécies polares no petrdleo

A classificacao adotada refere-se a classificagcdo por classes e tipo. Estas
classes s&o denominadas em relagdo ao heteroatomo X presente na espécie partindo
da formula empirica CcHnXy, onde a quantidade X de heteroatomos na molécula
determina a sua classe. Por exemplo, a molécula com féormula molecular C1oH17N
pertencera a classe N, da mesma forma que a molécula com férmula molecular
C1oH21N. A molécula C1oH1s02S sera definida como pertencente a classe O»S da
mesma forma que a molécula de férmula molecular C19H2202S e assim por diante.

O tipo é definido a partir do valor da DBE, expressdo que vem do inglés
double bond equivalent (DBE), sendo este definido a partir da férmula empirica

CcHhNROoSs como:

DBE = c — g+ g+ 1 (Equacéao 20)

Este valor é diretamente correlacionado com a quantidade de anéis e
insaturacées da molécula em questdo. Por exemplo: a molécula de férmula molecular
C1oH17N sera classificada como classe N e de tipo 3 e a molécula de férmula molecular
C1oH21N como classe N e tipo 1. O mesmo acontece para moléculas pertencentes a
classe O,S as quais sdo representadas pelas férmulas moleculares CioH1s02S e
C10H2202S sendo estas pertencentes aos tipos 2 e 0 respectivamente. Para facilitar a
visualizagdo uma representacdo compacta € adotada como tipo mais classe. Logo a
molécula com formula molecular C1oH2202S sera representada como 0-O,S assim como

a molécula C1oH17N sera representada como 3-N.
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Esta classificagdo é util para a visualizagdo de dados entre diferentes tipos,
de amostras de petroleo mostrando a variagdo da série homdloga alquilica, comum
neste produto.

O banco foi dividido em classes formando sub-bancos com todas as
formulas moleculares possiveis e suas respectivas massas exatas tedricas. Com os
dados do espectro de massas importado, a correlagdo massa/férmula molecular é
realizada por comparagao de m/z experimentais com as m/z tedricas em todos os sub-
bancos, um por vez. Ao final, caso a m/z experimental obtiver apenas uma atribuicao
possivel dentro de uma faixa de erro aceitavel (irés vezes o desvio padrédo de erro
calculado na recalibracao ou estipulado pelo usuario), essa m/z é correlacionada com a

respectiva férmula molecular e o resultado é salvo em vetores para futura manipulacao:

Vetor = [m/z.,,{ [classe, m/z,,, formula]" } ]

sendo (n) equivalente a quantidade de possiveis atribuicdes correlacionadas com esta

m/z experimental.
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4.5.2 Banco de Dados Teoéricos

Diferentemente da atribuicdo de formulas moleculares a partir de um
universo ilimitado de combinac¢des de atomos e das possiveis combinagdes entre eles,
a estratégia utilizada para a atribuicdo parte da comparacdo com um banco de dados
tedrico, no qual restricbes em relacdo a massa minima e maxima, nimero minimo e
maximo do valor de DBE, numero minimo e maximo de atomos de carbono, hidrogénio,
nitrogénio e enxofre foram realizados. Para isso algumas condigbes devem ser

cumpridas. Entre elas estdo:

1) A faixa de m/z deve ser abrangente a ponto de ser capaz de analisar

moléculas de massa 150 até 1400 Da (Observacao experimental)

2) O banco de dados deve abranger todas as classes de heteroatomos
(NOS) e todas as suas combinacgdes possiveis (ex: N, N2, O, 02, O3, OS, O2S e assim
por diante).

3) A restricdo do valor minimo de DBE parte do principio de que para
moléculas neutras 0 numero maximo de hidrogénio por numero de carbonos é

delimitado, a partir da formula empirica de hidrocarbonetos saturados CzHz4,2 por:

2a+2

DBE = a — +1=0 (Equacao 21)

Assim a quantidade maxima de hidrogénio, em moléculas totalmente

saturadas, correlacionada ao numero de carbonos leva a um DBE minimo de valor igual
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a zero. Tal resultado ja era esperado uma vez que o valor de DBE reflete diretamente o
namero de anéis e insaturagdes de uma molécula, sendo que esta ndo poderia conter

valores negativos.

4) Moléculas maiores podem potencialmente conter mais anéis e
insaturacées que moléculas pequenas, o valor maximo de DBE cresce com o valor de
atomos de carbono. Além disso, como a existéncia de ligagdes com hibridizagdo sp é
rara em compostos presentes no petrdleo (assim como também o é para outras
substancias naturais) a razdo DBE/C maxima estabelecida foi equivalente a 1,0

(compostos poli-aromaticos) e o valor maximo de DBE estabelecido para 40 unidades.

5) Todas as espécies transferidas para a fase gasosa através da técnica de
electrospray encontram-se protonadas [M + H]" para o modo positivo de ions e
desprotonadas [M — H] para o modo negativo de ions. Nos dois modos as espécies

estdo presentes em suas formas mono carregadas.

6) As férmulas moleculares das espécies sdo sempre feitas em relacédo a
molécula neutra, e a sua massa representada pelo valor das espécies
protonadas/desprotonadas. Ou seja, a soma do valor individual de cada atomo
constituinte da férmula molecular mais a soma de um elétron para o modo negativo de

aquisicao e a subtracao do valor de um elétron para 0 modo positivo.

Essas condi¢cdes foram elaboradas a partir da observagéo experimental de
espectros adquiridos de 10 amostras de petroleo. Estas amostras foram escolhidas com

a finalidade de representar um universo diversificado. Este universo € abrangente para
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variaveis como grau de maturacao, biodegradabilidade, diferentes pocos e diferentes

profundidades.

As Figuras 23 e 25 mostram os fluxogramas do processo de criacdo do
banco de dados tedrico sendo este dividido em duas etapas (Parte | e Il) para a classe

N, ou seja, espécies contendo apenas um atomo de nitrogénio.

(— CigHaaN 158.190326 DBE DBE/C
@ +n (CH,) @ +n (14.01567)
-2H 0 0
CooHapN -2.01567} | 1405583175
—— —— e -
CioHN 156.174675
-20H @ +n (CHy) @ +n (14.01567) 1 0.1
CogHigeN 1403567525
—_— — L
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
t) L L L S —)
CioHaN 138.033826 10 1
@ +C @ + 12

CyiHaN 150.033825 11 1

Figura 23. Fluxograma mostrando o inicio do processo de construgdo do banco de
dado tedrico para a classe N (formulas moleculares com DBE de 0 até 10).

Para a inicializagao do algoritmo deve-se primeiro introduzir a formula base
da classe hetero-atbmica a qual se pretende criar (C1oH23sN — Figura 24) obedecendo

duas condicoes:
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| Gerador L = Lt
Digite & Férmula Mé&xima DBE 40| =
C10H23M
DEE: 0.0

| Gerar Lista |

2 Modo Positivo de fons i

| Sair | | © Modo Negativo de fons

|
—ird

Figura 24. Interface grafica do modulo de criagcdo dos bancos de dados tedricos
mostrando a formula molecular inicial, o respectivo valor de DBE calculado
dinamicamente e as opcdes de maximo de DBE e o modo de ions a ser utilizado.

1) Inicializar com féormula molecular com o valor de DBE igual a 0

2) Iniciar com férmula molecular observando a regra do nitrogénio onde

moléculas com numero impar de nitrogénio tem numero impar de hidrogénios.

A partir desta formula molecular inicial somam-se consecutivos valores de
14,01567, correspondentes a adicao de uma unidade metilénica (-CHy), até que o valor
de m/z correspondente ultrapasse m/z 1400 (Cip1H1ssN — m/z 1411.442325). Quando
este primeiro limite € alcangado temos todas as possiveis férmulas moleculares para
espécies protonadas com valores de DBE correspondentes a zero, ou seja, todas as

espécies totalmente saturadas.

Para obter as férmulas moleculares com DBE igual a um, ou seja, espécies

apresentando uma hibridizacdo sp’ entre os atomos de carbono e hidrogénio, ou
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formados por um anel, retiram-se dois atomos de hidrogénio da férmula molecular
inicial. No caso da Figura 23 temos a formula molecular C1oH21N. A partir desta repete-
se a etapa de retirada de unidades metilénicas até atingir o limiar estabelecido em

relacdo a m/z

Este procedimento se repete até que a razdo DBE/C seja igual a 1 e entédo

inicia-se a segunda parte deste algoritmo que é exemplificado na Figura 25.

CyH;N 150.033825 DBE DBE/C
@ +1 (CH,) @ +n (14.01567)
+C 11 1
Cio1H1gzN *12 1411.442325
—— T ——e—.
CioHaN 162.033825
@ +n (CHy) @ +n (14.01567) 1 1
CggH1ggN 1403.567525
—— T .
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
40 1

Figura 25. Fluxograma mostrando a segunda parte do processo de construcao do
banco de dado tedrico para a classe N (formulas com DBE de 11 até 40).

Depois de alcancado o valor de contorno, no caso da razao DBE/C igual a 1,
ao invés de retirar duas unidades de hidrogénio da férmula inicial, acrescenta-se uma
unidade de carbono, obtendo um ganho de uma unidade de DBE. Assim como na parte
I do algoritmo acrescentam-se entdo unidades metilénicas a fim de criar todas as

férmulas possiveis com este DBE, e novamente segue-se até que a férmula molecular
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alcance um limite de m/z 1400. Quando este limite € alcancado adiciona-se novamente
uma unidade de C (12.00000 Da) a férmula inicial anterior e repete-se o acréscimo de
unidade metilénicas. Este procedimento é repetido até atingir o limite maximo
estabelecido para valores de DBE (40 unidades).

Ao final tem-se um arquivo de todas as formulas moleculares possiveis com
suas massas correspondentes calculadas para a classe hétero atbmica em questéo.
Este procedimento foi realizado para todas as classes de heteroatomos possiveis
levando em consideracdo os atomos de N, O e S onde os numeros maximos
estabelecidos foram 4, 10 e 4 respectivamente.

Entretanto, se mesmo com a faixa de erro limitada e a recalibracdo realizada,
houver mais de uma possibilidade de formula molecular compativel com um valor de
m/z aferido, sdo entao realizados procedimentos para tentar eliminar esta duplicidade.

Sao eles em ordem do fluxo de processamento:

1) procura de padrdo isotépico para '*C e **S. Caso os sinais dos
isotopdlogos estejam abaixo da intensidade minima aceitavel (ruido)
realiza-se:

2) uma busca por melhor enquadramento deste sinal dentro de séries

homologas ja definidas.
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4.6 Confirmacao por padrao isotopico

Francis William Aston foi um fisico inglés que, entre outras realizagbes
cientificas, descobriu uma grande quantidade de isétopos. Por esta descoberta ganhou
o prémio Nobel de quimica do ano de 1922. Desde entdo varias pesquisas
demonstraram que os is6topos ocorriam com abundancia relativa especifica para cada
elemento e consequentemente moléculas sdo encontradas na natureza com uma
quantidade especifica dos isétopos dos seus elementos constituintes. A quantidade
relativa de moléculas com diferente quantidade de is6topos pode ser calculada

utilizando a expanséo soma:

a» b n n(n-1)(a™ 2)b? n n(n—l)(n—Z)(a"‘3)b3.

_
(@+b)" =1+ - n

(Equacao 21)
onde (a) equivale a intensidade do sinal, sendo que esta pode variar entre 0-100%
(como artificio de calculo utiliza-se o valor de 1). (b) equivale a porcentagem relativa da
abundancia natural do is6topo em questéo e (n) a quantidade de atomos. Resolvendo o
primeiro termo temos a intensidade relativa a (a) do isotopdlogo M +1, 0 segundo termo
temos a intensidade relativa do isotop6logo M + 2 e assim por diante.

Esta correlagdo vem sendo utilizada desde entdo na espectrometria de
massas como uma ferramenta util para atribuicdo da composicao elementar dos sinais
dos espectros adquiridos pelos analisadores de massas.

Nos espectros de petrdleo as abundancias dos isotopdlogos séo

influenciadas principalmente pelos nimeros de '*C e também pelo 'S, quando
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presente, os quais ocorrem com abundancias naturais de 1,112% e 4,21%,
respectivamente.

As definicbes de composicdes elementares realizadas apenas com base no
defeito e exatiddo de massas podem nao ser inequivocas. Logo, realiza-se o calculo de
intensidade relativa e de massa para os isotopdlogos M + 1, M + 2 (utilizando-se as
equacoes 22 e 23) e procura-se por esses valores nos espectros de massas. Entédo, as
férmulas moleculares em que nao forem encontrados esses valores correspondentes ao

padrao isotdpico sdo excluidas.

Intensidade M+ 1)=nb (Equagéo 22)

Intensidade (M + 2) = (n(n—Tl)bz) (Equagéo 23)
onde, (n) equivale ao nimero de elementos e (b) a abundancia relativa natural do
elemento.

Com estes resultados pode-se eliminar uma atribuicdo equivocada da
formula molecular de um valor de m/z. Por exemplo:

Um sinal adquirido pelo analisador ICR (primeiro sinal no espectro
mostrado na Figura 26) de m/z 334,252600 pode ser proveniente de duas espécies de

formula moleculares distintas (apresentadas nas formas protonadas- A e B)

considerando uma margem de erro de -1,0 até 1,0 ppm:

A) CosHszN = m/z=334,252926 - 1,0 ppm DBE = 10,0

B) C16H36N3028 =2 m/z= 334,252275 +1 ,0 ppm DBE = 1,0
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Figura 26. Expansao de um espectro de ESI(+)-FT ICR-MS mostrando as atribuicoes
das férmulas moleculares para as m/z 334,25293 e m/z 336,26858 como Co4H3z1N e
Ca4HasN respectivamente. Os isotopélogos de C [M + 1] (C23H3iN'™C e Ca3H33sN'™C)
correspondentes sdo entdo caracterizados com as intensidades relativas 24% para

ambos mostrando os sinais com as respectivas formulas moleculares mono isotépicas.

Calculando as intensidades relativas esperadas para o0 primeiro
isotopologo ('*C) em relagdo aos atomos de carbonos destas espécies [M + 1] através

da Equacao 22, obtemos:
Intensidade M + 1 tedrico (A) = (24) (0,011) = 0,264
Intensidade M + 1 tedrico (B) = (16) (0,011) = 0,176
Com as intensidades experimentais dos dois primeiros sinais mostrados na

Figura 26 calculamos razdo entre eles:

Intensidade M + 1 experimental= 540/2.250 = 0,24
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sendo o limite aceitavel para o desvio deste valor de 3 pontos percentuais para mais ou
para menos, temos os dois intervalos aceitaveis para os valores de intensidade relativas
como:

A) 0,256 >= Intensidade experimental <= 0,272

B) 0,171 >= Intensidade experimental <= 0,181

Assim conclui-se que o sinal de m/z 334,252600 é proveniente da espécie
com férmula molecular Co4H3oN.

Se a intensidade calculada dos isotopdlogos estiver abaixo do limiar de
intensidade estabelecido para o espectro, a duplicidade é eliminada procurando-se por
séries homélogas destas espécies.

Além de eliminar a duplicidade, uma vez que o banco de dados teérico foi
construido utilizando apenas as espécies mono-isotopicas (espécies com os isétopos
com maior abundancia natural), é realizada uma busca por todos os isotopélogos de
3G e **S em todos os sinais caracterizados no espectro. Todos os termos da Equacio
21 sao calculados até que préximo termo apresente um valor menor que o valor
estabelecido para o limiar de intensidade. A Figura 27 mostra o espectro de massas
para uma amostra de petréleo leve obtida em 6 minutos de aquisicdo, depois do
processamento de atribuicbes. Os sinais em azul correspondem aos sinais com as
férmulas moleculares definidas (mono isotdpicas) e os sinais verdes correspondem aos
isotopdlogos de '°C, totalizando 3 mil espécies caracterizadas. Todas as atribuicdes

neste espectro correspondem as moléculas pertencentes a classe N.
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Figura 27. Espectro de ESI(+)-FT ICR-MS mostrando os sinais caracterizados (linhas

azuis) e o sinais identificados para os respectivos isotopélogos (linhas verdes).
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4.7 Confirmacao por serializacao

Como mostrado anteriormente € observada uma serializagdo ao longo de
todo espectro de massas relativas as repeticées de unidades alquilicas e os diferentes
niveis de insaturacao/ciclizacao. Detalhes de como estes compostos estao distribuidos
podem ser observados em intervalos de m/z escolhidos convenientemente (Figura 28).
Por exemplo, os sinais identificados na expansao no intervalo de m/z 580-640 (Figura
28, superior) representam membros de uma mesma série homéloga onde diferenca
entre eles € de m/z 14,0156, correspondente a repeticbes de unidades metilénicas
(Figura 28, superior). Os sinais marcados na expansao para o intervalo de m/z 580-591
tém uma diferenca de m/z 2,0157 (Figura 28, inferior) representando a diferenca na
quantidade de insaturacdes ou de anéis para uma mesma classe, sendo esta diferenca

correspondente a massa de dois &tomos de hidrogénio.
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Figura 28. Expansao para os espectro de ESI(+)-FT ICR-MS mostrando unidades de

repeticdo -CHo (acima) e unidades de repeticao de 2 H (abaixo).

A Figura 29 exemplifica a serializacao discutida acima, mostrando algumas
férmulas estruturais sugeridas para a primeira e ultima m/z da parte inferior e superior

mostradas na Figura 28.
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Insaturagoes Alquilagoes
CroHazq
CaqHagN CaoHggN NS ‘
m/z580.29658 m/z628.5782869 . ..
+4 H, 2.0156 + 3 CH, 14.0156
CyaHar

|
HAS
CyqgHyeN CasH-uN .Q‘
m/z588.35919 m/z 586.5313367 Cuotta

v v

Figura 29. Fdérmulas estruturais sugeridas para ions mostrados na Figura 28,

exemplificando a serializac&o por insaturagdes e por alquilagées.

Esta propriedade é utilizada para eliminacao de possiveis duplicidades de
atribuicdo em uma m/z especifica. Para isso as atribuicbes duplicadas sdo comparadas
com as outras férmulas ja identificadas através da procura no banco de dados teéricos
e com a confirmagao por padrao isotdpico. Confirma-se que a formula molecular correta
€ aquela que obtiver uma maior quantidade de compostos homaélogos (repeticbes de
unidade metilénicas) e correlatos (compostos com mesma quantidade de carbono,

porém com quantidades de insaturacdes distintas) no espectro.
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4.8 Organizacao e visualizacao dos dados

A Figura 30 mostra a aba principal do programa desenvolvido mostrando a
representagcdo grafica e também os valores de m/z e intensidade absoluta em uma
tabela (lado esquerdo) de um espectro de massas adquirido no modo positivo de ions
utilizando a técnica ESI(+)-FT-ICR. Observa-se um total de 17.000 sinais resolvidos
provenientes de ions detectados em sua forma protonada [M + H]" entre uma faixa de

m/z 200-950 com um poder de resolucédo de 400000 na m/z 400.

index  mjz Intensity ESI[-I-]-FT-ICR MS
200, 20095 17.75501
200, 95055 5.47609
201,12995 3.10995
201,13051 15.23775
201,30375 745677
202,16507 5. 10546
202, 183025 14.8535¢
202, 21663 10.16701
202, 66757 5.01110
20418175 4. 16443
205. 03604 9.43177
207, 10426 9.85204
207.13368 2,97870
207, 17462 507004
207, 20594 546715
208.11168 4.96472
20311214 47.41236
208.11335 4,52755
209.09617 057273
209,09716 7.50095
20911550 5, 29939
209,15365 5.54451
20967545 5.96115
210.00258 3.24093
210,12739 3.95589
210.12779 12.69968
211.09395 C.17129
21111179 342690
211.11280 5,15463
211.49155 65.08663

Absolute Intensity

Figura 30. Espectro de ESI(+)-FT-ICR-MS obtido para a amostra de petréleo 1

mostrando mais de 17000 sinais resolvidos.
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Apos os procedimentos realizados em 3 segundos de atribuigcdo de faixa de
erro experimental, busca por composicao elementar para todos os sinais detectados e
eliminacdo de duplicidade de atribuicbes, os dados sdo organizados em tabelas
representativas, separadas por classes e mostrando todas as correlagbes de m/z
experimental, m/z tedrica, erro de massas, DBE, intensidades e sua formula molecular

possibilitando a ordenagao crescente e decrescente por cada uma destas variaveis,

além da identificagéo visual pontual no espectro de massas (Figura 31).

[WIMcthing fall N Mns [Mne [Mos M
4 ]
Expetimental Recalibrated Thearetical Error {ppm}) Mal. Farmula DEE Intensity
(3 229.16216 229.16206 229.16206 0.01798 CygHo,08 2.0 85.26797
(3 243.17783 24317774 24317771 -0,10302 CigHo 08 2.0 52.09479
-3 255.17751 25517773 25517771 -0.0618 CeHe O 3.0 49,34527
] 257.19348 257.19339 257.19336 -0.11626 CiehzeCs 2.0 55.10011
-3 261.13093 261,13054 261.13076 -0,30693 CpeHan@S 7.0 173.83301
] 269,19349 269,19341 269.19336 -0.17213 G058 3.0 59.07766
-3 271,20913 271,20905 271.20901 -0.12981 C gz 05 2.0 55,6862
] 283.20913 283,20906 283.20901 -0.15391 CiptagCs 3.0 52.80104
) 285.22477 265,2247 265.22466 -0,12657 CpaHoz08 2.0 52,32207
] 29520903 295,20901 295,20901 -0,00231 CigHaCs 4.0 39.32614
] 29722475 207 22468 297.22466 -0.05697 Cigh= 05 3.0 73.58257
[ 299.24043 299,2404 299.24031 -0,30326 Cigho,08 2.0 8635736
-3 3012561 301,25603 301,2559 -0,23435 CigHze s 1.0 4044663
a 3092247 309,22463 309.22466 0.1103 CigHa 08 4.0 47.90183
-3 311.24036 311,24028 311.24031 009055 CyqgH,05 3.0 B0.49499
| 313.25602 313,25594 313.25596 0.06189 CygHz 08 z.0 £9.00509
] 315.27176 315.27169 315.27161 -0,25793 C 08 1.0 42,0193
- 323.2404 323,24033 323.24031 -0.04392 CogHzCs 4.0 44.05711
= 325,25605 325,25595 32525596 -0.04225 CygHa OS5 3.0 68,8063
31 A7 27160 A7 DTIED 397 27161 -0N2480 C..H..05 20 A1 ABG15 .

Figura 31. Interface gréfica do software desenvolvido mostrando a aba de visualizagéo
das atribuicdes realizadas separadas por classe de heteroatomos.
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Na aba principal do software € possivel visualizar, de forma dindmica atraves
de botdes localizados a direita, os espectros correspondentes dos sinais caracterizados
(sinais em azul), ndo caracterizados (sinais em vermelho), isotopdlogos (sinais em
verde) e os sinais eliminados por estarem abaixo do limiar de intensidade calculado

(Figura 32 — parte inferior)

index  mfz Intensity Esl[-l-]-FT-ICR MS
20020087 [17.75501 -

00,9504 [5.47609
0117086 [3.10995
20113071 |15,23778
20130365 [7.45677
202.16497  [5.10846
0218013 |14.65354
202.21653  |10.16701
202.66747  [5.01110
204.05160  |+16443
205.08595  [3.43177
20710416 |9.85204
20713359 |2.97870
20717452 [5.07004
207.20585  [3.46713
208.11158  |4.96472
208.11203  |47.41236
208.11529  |+.52755
200.09608  [9.57273
200.09707  |7.50098
20911541 [6.99939
200.15355  [6.54451
209.6753¢  [3.56118
C10.00245  [3.24093
210.12730  [3.95849
210.12769  |12.69966 _ _ ki
211.09388  [5.17129 i AT | [ T ~ lsatap,
L1170 [3.42690 ’ alaadbliy

1 oLhd ! TR "
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Figura 32. Sinais demarcados no espectro mostrando a distribuicdo de cada classe de

heteroatomos (N, NS, NO, OS, N2) identificadas para o modo negativo de ions e 0s
sinais caracterizados, ndo caracterizados, os isotopdlogos e os sinais atribuidos como

parte do ruido
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Além desta visualizacdo gréafica geral, todos os sinais do espectro original
(Figura 32 acima) sdao marcados com suas respectivas classes de heterodtomos
demarcados por pontos coloridos fornecendo uma visualizagdo da massa média
amostral, e sua distribuicdo total para as espécies caracterizadas e também para cada
classe individualmente sendo este também um painel dindmico onde o usuario pode
escolher qual classe de heteroatomos pretende visualizar (botdes a direita do espectro).

Para uma melhor correlacdo entre as classes detectadas, € conveniente a
analise da proporcéo relativa entre elas. Esta visualizagdo pode ser realizada de forma
rapida utilizando a ferramenta de criagcao de graficos que, entre outros, prové um grafico
de barras para tal comparagdo com a possibilidade de escolha das classes a serem
utilizadas. As classes encontradas para o espectro mostrado na Figura 32 no modo
positivo de ions sdo N (85%), NO (7,5%), N2 (2,7% ions), NS(1,6%) e OS (3,1%)

(Figura 33).
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¢ PetroMs

uild Graph
Chose graph type:
Configurations
Relative Intensity -
=R
I Carbon Mumber vs, DBE
20
Classes 70
0
[
2 50
(
E e
T
= 40
£
5
30
20
10
i
= o] & i &
Close after plot graph % v v °
Classes
0 3E8.21670 3E8.71663 35821654 -0.25423 TEERE THD 13.0 4. 23671
Iénn 36N 7R7FS AAN FRFFE 36N 73719 =0 N73A1 C7EHZ SN0 17 10 73 33AA0 o]

Figura 33. Grafico de barras mostrando a proporcao relativa para cada classe de
heteroatomo caracterizada para o espectro de ESI(+)-FT-ICR MS mostrado na Figura
32.

A amostra também foi adquirida no modo negativo de ions e submetida ao
processamento. A Figura 34 mostra o espectro ESI(-)-FT-ICR MS obtido ap6s a
importacao pelo software. Observa-se um total de mais de 20000 sinais resolvidos entre
uma faixa de 200-1000 m/z e um poder de resolugdo > 400.000 na m/z 400. Os ions

sao detectados na forma desprotonada [M - HJ.
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index  mjz Intensity Esl[-]-FT.IcR MS
200.50615 9.48309
200,50852 5. 24000
200,94508 1510996
200, 94563 469319
201,18999 0,40135
201.51061 11.82682
203, 10773 9.04945
203,97425 6.61927
204, 29095 10.59106
204,41491 B.24122
204,97059 15.02598
205.12331 14.93380
2006,04325 12,19125
206.42265 11.56228
206, 74354 §.30936
207, 27442 3077245
207.27514 9.39371
203, 11306 16.75296
208.11791 6.37146
209.06077 12.03984
209, 11279 10.52576
210.08301 6.04542
211.17019 9, 29295
211.37679 10.27288
211.40643 9.80369
211.60832 9, 75045
211.60930 5.59279
212.07509 5.43544
212.56319 4.54635
213.01251 5.22925

Absolute Intensity

Figura 34. Espectro de ESI(-)-FT-ICR-MS obtido para a amostra de petroleo 1

mostrando mais de 27000 sinais resolvidos.

A Figura 35 mostra o0s sinais caracterizados, nao caracterizados,
isotopdlogos e atribuidos como ruido (espectro parte inferior) e as classes atribuidas ao
longo do espectro (espectro parte superior) apdés o processamento dos dados e a

Figura 36 assim como o grafico de barras mostrando a proporgao relativa das classes.
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Figura 35. Sinais demarcados no espectro mostrando a distribuicdo de cada classe de

ESI(-}-FT-ICR MS

heteroatomos (N, NO, NO2, NO3, O, 02, O3S) identificada para o modo negativo de

ions e os sinais caracterizados, ndao caracterizados, os isotopdlogos e os sinais

atribuidos como parte do ruido.
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o040 relative
[+3  [+d  ©ad
[ T 3 I ' |

Classes
Figura 36. Grafico de barras mostrando a proporgcao relativa para cada classe de

heteroatomo caracterizada para o espectro de ESI(-)-FT-ICR MS mostrado na Figura

35.
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4.8.1 Visualizacao através de diagramas classicos.

Para auxiliar a visualizagédo e interpretacdo dos dados adquiridos, devido a
sua grande complexidade, alguns diagramas classicos podem ser construidos, tais
como os diagramas de Kendrick ** e de van Krevelen®, nimero de carbonos vs. DBE® e
gréficos de barras para comparacao de intensidade relativa. Assim, elaboramos uma
plataforma de criacao destes graficos de forma automatica, sendo possivel selecionar o
tipo de grafico, as dimensdes, 0s eixos e as classes de heteroatomos que se pretende

visualizar e analisar, como mostra a Figura 37.

 Krevelen, D. W. van. Hydrogen distribution in coal. Fuel (1963), 42(5), 427-30.
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Escolha o tipo de grafico:

Configura 5
n o ' walnr
v [ |

Ei T | o

i 0 C

Van krevelen Tipo da renderizagdo:

Grafico em 3D -

Cor do Fundo: @ Eranco Preto
Carbono vs DBE < i L e ihidas =

Classes

- ﬂ!lﬂ —" | ]

Raio dl:l Si.rl'ltll:lll:l a Flll:lt-ﬂr': 3 _

[l Fechar esta janela depois de gerar grafico

Figura 37. Interface para selecao de diagramas (Kendrick, van Krevelen, n® carbonos
vs. DBE e gréfico de barras) e criagdo dos graficos para classes selecionadas pelo

usuario.
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4.8.1.1 Diagrama de Kendrick

Para os diagramas de Kendrick, uma massa nominal de Kendrick (KNM, do
inglés Kendrick nominal mass) é calculada convertendo as massas de todas as
unidades de CH, de 14,015 65(IUPAC) para 14,0000. Dessa maneira, o defeito de
massas das unidades de repeticdo CH, é cancelado, ou seja, séries homodlogas de
compostos com a mesma contribuicdo de heteroatomos e mesmo numero de ligacdes
insaturacdes/anéis (DBE), mas cadeias alquilicas de tamanhos distintos terdo o mesmo
defeito de Kendrick (KMD do inglés Kendrick mass defect) e estardo dispostos ao longo
de uma mesma linha. Uma insaturacdo (duplas ligagcbes ou anéis, valor de DBE)
aumentara o KMD em 0,01340 Da (ou seja, o valor de KMD para dois atomos de H).
Assim, compostos de uma mesma classe que diferem pelo tipo (valor de DBE) estarédo
dispostos em linhas paralelas separadas por 0,01340 KMD e quanto maior o valor de

DBE mais alto o valor de KMD (Figura 38).
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Figura 38. Diagramas de Kendrick do espectro mostrado na Figura 32 para a classe N
(homologos de piridinas — esquerdos) e para as classes N e NO (homodlogos de

piridinas(N) e amidas/quinolinas (NO) - direita).

Quando um terceiro eixo (z intensidade) é adicionado ao diagrama de
Kendrick, o grafico prové a distribuicdo de massas de uma classe especifica em funcao
do grau de insaturagédo. O ponto mais alto da superficie (area vermelha da Figura 39)
mostra extensdo da insaturacdo e em qual regido de massas esta concentrada. Essa

informacgao sera util para determinacdo de grau de maturacao e de biodegradabilidade

8
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100
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KDM
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n(CHz)CH3

KNM

Figura 39. Diagrama de Kendrick em trés dimensdes do espectro mostrado na Figura
38 para a classe N (homdélogos de piridinicos) e suas respectivas férmulas estruturais
propostas para a série homéloga de maior e menor KMD.
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4.8.1.2 Diagrama de numero de carbonos vs. DBE

Quando nao existe a necessidade da visualizacao de duas ou mais classes
de heteroatomos em um mesmo grafico a elaboracdo de diagramas de carbono por
DBE prové uma relagdo mais direta para correlacionar numero de carbonos (massa) e

grau de insaturacao/ciclizacao (Figura 40).
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Figura 40. Diagrama de numero de carbonos versus DBE para a classe N detectada
no modo positivo de ions (acima), e para a classe O2 no modo negativo de ions e suas
respectivas formulas estruturais sugeridas para a série homologa de maior e menor
valor de DBE.
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Esses diagramas se mostram bastante Uteis e serdo utilizados para analise
detalhada (nivel molecular) de &cidos nafténicos (DBE > 2) e também para o
acompanhamento de processos de remog¢do dos mesmos mostrando possiveis
seletividades em relacdo a quantidade de carbonos e numero de anéis, auxiliando em
pesquisas sobre corrosdo, uma vez que estas espécies estdo diretamente
correlacionadas aos indices de corrosdao do petrdleo. Pretende-se também utiliza-lo
para o acompanhamento da remogdo das distintas classes de heteroatomos e a
possivel seletividade a uma ou algumas delas nos processos de hidro e oxitratamento.
Assim, essa ferramenta desenvolvida é capaz de detalhar quimicamente as diferentes
fases e condicoes destes processos em apenas alguns minutos de aquisicao e
segundos de processamento, permitindo a visualizacdo dos dados de forma facil e

clara, tornando o estudo e desenvolvimento destes processos mais simples e ageis.
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4.8.1.3 Diagrama de van Krevelen

Nos diagramas de van Krevelen®® a composicao elementar dos componentes
do petréleo ¢é visualizada projetando as razées atémicas, como H/C, O/C, N/C, S/C em
dois ou trés eixos. A razdo H/C separa os compostos de acordo com seu grau de
insaturacédo, enquanto que as razdées O/C, N/C e S/C os separam de acordo com a
quantidade de O N ou S. Isso permite uma comparacgao visual de classes como fungao
do teor de heteroatomos e do teor de insaturagdo. Esses graficos sdo uteis para
acompanhamento de processos de tratamento de petrdleo e derivados. Por exemplo, o
processo de hidrotratamento de diesel foi acompanhado utilizando o diagrama de van
Krevelen para as classes NO, NO2, e NOS3 utilizando as razées O/C e H/C no modo

negativo de ions (Figura 41).
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Figura 41. Diagrama de van Krevelen para o acompanhamento de hidrotratamento em

diesel para as classes NO, NO2 e NO3 no modo negativo de ions.

Observa-se a eliminacao gradual das trés classes em razdes distintas, sendo

eliminados seletivamente, como esperado, os compostos mais insaturados (menor H/C)

e pertencentes a classe NO (menor quantidade de heteroatomos). Com esta

metodologia pretende-se estender esta ferramenta para andlise de diferentes cortes,

sendo possivel a comparacao direta entre as diferentes classes de heteroatomos para

diferentes pontos de ebulicao.
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4.8.1.4 Diagrama de van Krevelen modificado

Além dos gréficos ja discutidos, diagramas de van Krevelen modificados, que
utilizam o numero de carbono e a razdo H/C, tem sido demonstrado de grande utilidade
na andlise de asfaltenos®' e maltenos. A razdo H/C para os asfaltenos esta abaixo de
0,8 (apesar de haver a discussao sobre a existéncia de uma fase de transi¢ao entre 0,8
e 1,2) enquanto que a razdo H/C para os maltenos esta acima de 0,8 até 2.0
(totalmente saturado). Assim o grafico de C vs H/C apresenta-se como ferramenta ideal
para diferenciar a fragdo de maltenos das fragdes de asfaltenos, podendo ser utilizado
para o acompanhamento de otimizagdes e na remogao mais efetivas em processos de

separacéo (Figura 42).

31 J. M.; Merdrignac, |.; Rodgers, R. P.; Marshall, A. G.; Gauthier T.; Guibard, I.
Stepwise  Structural Characterization of Asphaltenes during Deep
Hydroconversion Processes Determined by Atmospheric Pressure
Photoionization (APPI) Fourier Transform lon Cyclotron Resonance (FT-ICR) Mass
Spectrometry. Energy & Fuels (2010), 24(4), 2257-2265.
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Figura 42. Diagrama de van Krevelen 3D modificado para o eixo da abscissa (numero

de carbono) utilizando a razdo H/C para a ordenada, e intensidade como mapa de cor,
realizado no modo de imagem pelo software desenvolvido para a fragdo de maltenos
analisada por FT ICR-MS no modo positivo de ions.
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5. Conclusoes

Amostras de petrdleo bruto e seus derivados podem ser caracterizadas com
altissima rapidez e eficiéncia através da técnica denominada de petroleémica por FT
ICR-MS. Milhares de marcadores polares sao resolvidos e identificados em questao de
~ 6-7 minutos com muita agilidade e elevada confiabilidade. A técnica produz, porém,
uma enormidade de dados que precisam ser tratados com eficiéncia através de
software que combine estratégias eficientes de programacao e inteligéncia quimica no
processamento e visualizagdo. Neste trabalho, toda uma estratégia ja& aprovada em
testes preliminares foi desenvolvida com esta finalidade. Esta estratégia levou a
atribuicdo da composicdo elementar inequivoca para todos os sinais adquiridos. As
etapas envolveram: a atribuicdo da m/z para cada sinal do espectro otimizado, a
atribuicao do limiar 6timo de intensidade para o ruido de cada espectro individualmente,
a construcdo de um banco de dados teédrico de correlagdo massa e férmula molecular
para 0s possiveis constituintes polares do petrdleo, a atribuicdo da composicéo
elementar para cada sinal através da compara¢ao com este banco teoérico, a eliminacéo
de duplicidade de atribuicbes através da confirmacdo do padrdo isotépico e
comparagdo com séries homodlogas, a organizacdo dos dados por classes
(heterodtomos) e tipo (DBE) e a construcao de bibliotecas graficas para a visualizagédo e
interpretagdo das atribuicbes (Diagramas de Kendrick, van Krevelen e numero de
carbonos por DBE). O sequenciamento l6gico destes procedimentos constituiu a
construgdo de algoritmos baseados nestes procedimentos. A combinacdo destes

algoritmos e a execugao automatica deles formam um software de altissima eficiéncia e
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alta tecnologia essencial para o tratamento e visualiza¢do de dados de petroledmica por

FT- ICR MS.
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6. Perspectivas futuras

O software desenvolvido nesta pesquisa estd e continuara sendo utilizado
como ferramenta para diferentes linhas de pesquisa em petroleémica por FT-ICR MS
aplicada a petroleo e seus derivados, entre elas: a) acompanhamento do processo de
eliminacdo de compostos polares de diesel através de hidrotratamento e oxitratamento,
b) atribuicdo e detalhamento de &cidos nafténicos presentes no petroleo, a sua
correlagdo com indice de corrosdo associado e c¢) o acompanhamento rapido para
processos visando sua remocdo, e d) analises de fragcbes de asfaltenos e a
identificacdo de contaminantes. Em suma, um software que agrupa estratégias de alta
eficiéncia, inteligéncia quimica em processamento de dados foi desenvolvido para a
analise de dados de petroledbmica por FT-ICR MS, uma técnica na fronteira dos
conhecimentos em caracterizacao de petréleo e seus derivados. Este software agilizara

estudos em petroledbmica aplicados a varias etapas da exploracao, producao, refino.
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