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Fourier

FTIR — Fourier transform-infrared spectroscopy — espectroscopia no infravermelho com
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GC - gas chromatography — cromatografia gasosa
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LLE — liquid-liquid extraction — extracao liquido-liquido

MeOH — Metanol
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[M-H]- — fon desprotonado

MS — mass spectrometry — espectrometria de massas

MS/MS — tanden mass spectrometry — espectrometria de massas sequencial
NAT — numero de acidez total

NC — numero de carbonos

nvl — variaveis latentes

o/a — 6leo/agua

R? — coeficiente de determinacéo para previsdo

RMN — espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
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SAX — strong anion exchange — troca anionica forte
PLS — Minimos Quadrados Parciais

SPE - solid phase extraction — extracdo em fase solida
TMS — tetrametilsilano

Tol — tolueno

UCM — unresolved complex mix — mistura complexa nao resolvida



LISTA DE SIMBOLOS
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RESUMO

Dentre as controvérsias apresentadas a respeito da definicdo dos &cidos nafténicos
(ANs), destacamos as que tratam de acidos carboxilicos encontrados naturalmente no
petréleo cru, considerando os ANs classicos (monoécidos) e os poliacidos. Ao longo do
capitulo 1, discutiremos a respeito dos desafios da industria do petrdleo no
processamento de petroleos acidos, bem como os fendmenos a ele relacionados. Uma
consulta bibliométrica exploratoria salienta a expansdo do numero de publicacdes a
respeito do ANs a partir dos anos 2000. Os avangos nas analises de caracterizagédo
contribuiram para descoberta de um grupo especifico de ANs tetraméricos de alta massa
molecular (Mw), por vezes denominados de ARN, precursores de depdsitos de naftenato
de célcio, dos quais a discussao recebera atencao especial. Apresentamos as principais
técnicas de extracao e caracterizagdo utilizadas na elucidagdo de ANs, sendo que a
espectrometria de massas de ressonancia ciclotrénica de ions por transformada de
Fourier (FT-ICR MS) se sobressai na caracterizacéo de ANs. No capitulo 2 propomos um
método de isolamento de ARN, por extracdo em fase solida (SPE), a partir de depositos
de naftenato. Os resultados de ESI(-)FT-ICR MS mostraram que a estratégia
proporcionou uma o6tima separacéo dos ANs em funcao das distintas faixas de Mw. A alta
resolucdo e exatiddo de massa indicaram que uma das fracdes concentrou apenas as
espécies de ARN, que foram identificadas a partir de seus padrbes de fragmentacao
caracteristicos por experimentos ESI(-)MS/MS. As integracdes dos espectros de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e 3C das fracGes &cidas salientaram a
expressiva presenca de compostos alquilicos e auséncia de hidrogénios aromaticos na
fracdo de interesse. Orbitrap MS ofereceu alto poder de resolucéo e exatiddo de massa
como FT-ICR MS, mostrando-se conveniente para elucidar misturas complexas de ANs
com importante diferencial na viabilidade econdmica oferecida pela técnica. A extracdo
SPE desenvolvida, proporcionou o isolamento de acidos ARN com pureza da ordem de
95% (de acordo com os resultados de RMN de 'H), frente aos 84% alcancados sem esta
etapa, aumentando substancialmente a eficiéncia do método de obtencéo de padrbes de
referéncia dos acidos percussores de depdésitos de naftenatos de célcio. Dentre os
desafios da extracdo e caracterizacado de ARN a partir da sua matriz complexa, propomos
no capitulo 3, o emprego de uma nova metodologia de andlise para a identificacdo dessas
espécies em amostras de petrdleo e em depdsitos de naftenatos in situ. Tal metodologia,
baseia-se numa abordagem néo convencional da utilizacdo ESI(-)FT-ICR MS, através da
dopagem da amostra com acido formico para transformacao dos sais de ARN em sua
forma mono ou dicarregada. Essa metodologia mostrou-se promissora e vantajosa, por
requerer um preparo mais simples de amostra, a reducdo de consumo de reagentes e
tempo de andlise. Com boa viabilidade de aplicacdo para identificar a natureza de
depodsitos e também estimar em um estagio inicial do potencial de incrustacdo e a
necessidade de tratamento do petréleo em unidades de producéo.

Palavras Chave: acidos nafténicos, ARN, depdsitos de naftenato, métodos de extracao,
preparo de amostra, ESI(-)FT-ICR MS.



ABSTRACT

Among the controversies presented regarding the definition of naphthenic acids (NAs),
we will focus on that NAs are carboxylic acids found naturally in crude oil, considering
classic NAs (monoacids) and polyacids. Throughout Chapter 1, we will discuss a revision
about NAs highlighting the challenges of the petroleum industry in the processing of acid
petroleum, related phenomena to it. An exploratory bibliometric consultation highlights the
expansion in the number of publications about NAs from the 2000s onwards. Advances
in chemical characterization analyses contributed to discovering a specific group of high
molecular weight tetrameric NAs, sometimes-called ARN, precursors of calcium
naphthenate deposits, whose discussion will receive special attention. Here, we present
the primary extraction and characterization techniques used in the elucidation of NAs, in
which Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry (FT-ICR MS) stands
out. In chapter 2 we propose a method for isolating ARN by solid phase extraction (SPE)
from naphthenate deposits. The ESI(-)FT-ICR MS results showed that the strategy
provided an optimal separation of acids with a distinct Mw range. The high resolution and
mass accuracy indicated that one of the fractions concentrated only the ARN species,
which were identified from their characteristic fragmentation patterns by ESI(-)MS/MS
experiments. The integrations of the 'H and '3C nuclear magnetic resonance (NMR)
spectra of the acidic fractions highlighted the expressive presence of alkyl compounds
and the absence of aromatic hydrogens in the subfraction of interest. Orbitrap MS offered
high-resolution power and mass accuracy like FT-ICR MS, proving to be convenient for
elucidating complex mixtures of NAs with an important differential in the economic viability
offered by the technique. The SPE extraction developed provided the isolation of ARN
acids with a purity of the order of 95% (according to the 'H NMR results), compared to
the 84% achieved without this step, substantially increasing the efficiency of the method
for obtaining reference of precursor acids of calcium naphthenates deposits. In Chapter
3 we propose the use of a new analysis methodology for the identification of these species
in oil samples and naphthenate deposits in situ. This methodology is based on an
unconventional approach of using ESI(-)FT-ICR MS, doping the sample with formic acid
to transform the ARN salts into their mono or unloaded form. This methodology proved to
be promising and advantageous, as it requires simpler sample preparation, reduced
consumption of reagents and analysis time. With good feasibility of application to identify
the nature of the deposits and also to estimate in the initial phase the potential for
incrustation and the need for oil treatment in the production units.

Keywords: naphthenic acids, ARN, naphthenate deposits, extraction methods, sample
preparation, ESI(-)FT-ICR MS.
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1. CAPITULO 1 - ESTADO DA ARTE

1.1 Acidos Nafténicos

1.1.1 Definigao

Acidos nafténicos (ANs) sdo estruturas com funcionalidades oxigenadas,
presentes no petréleo bruto, que atendam a férmula CnH2n+z02'22 sendo que n
representa o nimero de atomos de carbono e z indica a “deficiéncia de hidrogénio”

advindo de processos de ciclizacéo da estrutura, sendo z < 0.34° Figura 1la.

Por outro lado, o termo ANs é considerado obsoleto pela IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry), o qual referia-se a acidos, principalmente os
monocarboxilicos, derivados do nafteno.® No entanto, a industria do petréleo adotou
o termo, por vezes considerado amplo’ e ambiguo,'® para definir como todos os
acidos organicos encontrados no petréleo.® Isso em razdo de que a fracdo de acidos
nafténicos contidas no petroleo bruto, que pode incluir um grande numero de
estruturas com grupos funcionais heterolementares (NSO), anéis aromaticos e

insaturacdes.1011

Nesta conjuntura, a literatura alude que em um petréleo bruto Sul Americano com
mais de 3.000 espécies acidas detectadas por espectrometria de ultra-alta resolucao
(UHR), menos da metade desse total correspondem a ANs “verdadeiros”,*? 4cidos
monocarboxilicos pertencentes a classe O2. Em outras palavras, mais da metade das
estruturas acidas identificadas em alguns petréleos brutos, apresentaram grupos
funcionais adicionais de oxigénio, nitrogénio, aromaticos e enxofre, como os acidos
alquil sulfonicos.!* Ademais, Grewer et al.® demonstraram que apenas 50% das
espécies acidas extraiveis de aguas de producdo de areias betuminosas (OSPW)

confere a ANs convencionalmente definidos.8
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Além desse fato, reporta-se ainda a existéncia de polidcidos, de formula geral
CnH2n+20x,13121314 sendo x 2 3,! que descreve espécies de ANs polioxigenados, os
quais explicam as estruturas como a do acido ciclohexano-dicarboxilico (dois grupos
carboxilicos, diacidos, classe Os), Figura 1b, e os acidos tetraméricos, também
denominados de ARN?, (quatro grupos carboxilicos, classe Os), que sdo precursores
de depdsitos de naftenato de célcio,*> como por exemplo o tetra-acido natural (Cso)

que foi descrito por descrito nos trabalhos de Lutnaes e colaboradores,® Figura 1c.

(a) Mondacidos, classe O,

z=10 OH
n
DBE=1

R R ON
R
7= -4 ° o o E
—_ o~
DBE=3 T
n oM h oM o o o
=- R R o
DBE =4 i i
OH
n OH n OH "
(b) Didcidos, classe O, (c) Tetra-4cido, classe Og
>
HooC
HOOC COOH ON
=
~
HOOC COOH T
COOH ©
C8H1204 C80H14108
z=-4, Xx=2; DBE=3 7z=-80,x=8; DBE=10

Figura 1. (a) Algumas estruturas quimicas dos acidos nafténicos presentes no petréleo bruto, sendo
gue DBE representa o nimero de anéis e duplas ligagBes, R a cadeia alquil, z a deficiéncia de
hidrogénio e n o nimero de unidades CH: (adaptado de ref.4,10,17); (b) &cido ciclohexano di-1,4-
carboxilico® e; (c) acido hexaciclico Cgo.1920

De maneira menos usual a formula geral CnHz2n+ztO2+, sendo f um nimero par
positivo que representa 0s grupos carboxilicos adicionais (isto €, f = 2, um -COOH
adicional; f = 4, dois -COOH adicionais; etc), pode ser utilizada para descrever os

acidos oxi-nafténicos.1418

2 Termo em noruegués para aguia.*®
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Aqui, concentraremos a definicdo de que ANs séo acidos carboxilicos encontrados
no petroleo cru, sendo considerado os ANs classicos (monoéacidos) aqueles do tipo
R[CH2]nCOOH, em que n representa o numero de grupos (-CHz2-) e R representa

cadeias alifaticas e/ou aromaticas ou ainda a porcédo nafténical4!’ e os poliacidos.'*

1.2 Origem e aplicacao

Os ANs constituem até cerca de 4 %m/m da composicdo média dos petroleos
crus.? Algumas referéncias revelam que em uma Unica amostra de petréleo podem
existir cerca de 1,500 diferentes ANs com uma faixa de massa molecular (Mw) entre
115 e 1.500.3172122 Esses Acidos ocorrem naturalmente no petréleo bruto?324
oriundos da ac¢éo bacteriana que utilizam o petréleo (hidrocarbonetos) como fonte de
energia.?®> Durante a biodegradacédo, as cadeias de hidrocarbonetos parafinicos séo
preferencialmente atacadas, tornando-as mais curtas.'> De modo que o0s
hidrocarbonetos sdo removidos inicialmente gerando novos compostos como, por
exemplo, acidos saturados, aromaticos, ciclicos e aciclicos e fenéis,?® o que implica
na diminuicdo de compostos de baixa massa molecular e consequente diminui¢éo do
Mw na fracbes saturada e aromaticas e aumento da fracdo polar, %> afetando

significativamente as propriedades fisicas e composi¢cdo molecular do petréleo bruto.
25

Neste ambito, a degradacédo aerdbia de hidrocarbonetos de petréleo na superficie
é bem estabelecida na literatura.?>2® A Figura 2a apresenta a principal via metabdlica
de biodegradacéo de hidrocarbonetos por microrganismos aerébios, que pode ocorrer
na porcdo terminal e/ou subterminal de n-alcanos.?>?72% Na biodegradacéo terminal
ocorre incialmente a oxidacdo de um grupo metila terminal (alcano monooxigenase,
AM) originando um &lcool primério, que é oxidado (alcool deidrogenase, AD) a um
aldeido correspondente e finalmente (aldeido desidrogenase, ALD) convertido a um
acido carboxilico.?52728 Enquanto na biodegradacéo subterminal os produtos gerados
sdao: um alcool secundario (AM), cetona (AD), éster (Baeyer — Villiger monooxigenase,
BVM) e &cidos carboxilicos (esterase, E), respectivamente.?>2627 Em alguns casos,
ambas as extremidades da molécula de alcano podem ser oxidadas no grupo metil

terminal que é convertido em um &cido dicarboxilico.?526:27
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Por outro lado, a ocorréncia de petréleos biodegradados em reservatorios
subterraneos, onde as condi¢cdes aerObias sdo improvaveis, sugerem que O0S
processos de degradacdo de hidrocarbonetos acontecam por mecanismos
anaerébicos.?® No entanto, o conhecimento das rotas de biodegradacdo para
anaerobios é limitado e muitas vezes contestada.?>?% Entretanto, algumas propostas
de processos anaerdbicos sdo reportadas na literatura,?®>2622 podemos citar dois
mecanismos para a formacéo de acidos carboxilicos alifaticos (Figura 2b): no primeiro
o carbono subterminal do hidrocarboneto é ativado e adicionado ao fumarato
produzindo &cidos carboxilicos lineares e ramificados, no segundo ocorre a

carboxilacdo do hidrocarboneto na posicédo C-3 formando apenas acidos lineares.?®

Todavia, a capacidade enzimatica e as preferéncias metabdlicas diferenciadas
para degradar aqueles componentes sao definidas pela microbiota presente nos
reservatorios de petréleo.?> Em geral, 6leos crus imaturos, 6leos biodegradados,
fracOes e 6leos pesados frequentemente apresentam acidos organicos presentes em
sua constituicdo.?® Isso confere aos acidos carboxilicos uma importante aplicacéo
como fonte de informacdo geoquimica estreitamente correlacionada a origem e ao

grau de biodegradagéo do petr6leo.%29:30:31.32
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(a) Biodegradacdo aerobia (b) Biodegradac3o anaerobia
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Figura 2. Formacéo de &cidos carboxilicos (ANs) a partir da degradacéo aerdbia (a) e anaerébia (b)
de n-alcanos em petréleo (adaptado de ref. 25,27,28).

Na indastria do petrdleo, os ANs sdo potencialmente Uteis na melhoria da
recuperagdo do 6leo®® e seus derivados podem ser utilizados como aditivos de

combustivel para combustéo aprimorada.®

Essas espécies podem ser utilizadas como padrdes de referéncia para a simulagéo
e avaliacdo dos efeitos do ANs e seus derivados em sistemas de producédo de
petr6leo, com vista nos processos que envolvam a corrosdo nafténica?'3* e o
equilibrio na interface 6leo e agua (o/a),'353 pem como as suas atividades
interfaciais a fim de avaliar a previsdo, mitigacdo e formacdo de emulsdes,
naftenatos!36:37.38.39.4041 & assim compreender os processos de recuperacdo e

producao de petrdleo.
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Dentre outras aplicacdes, os ANs e seus derivados (ésteres e sais metalicos,
naftenatos) sdo ainda utilizados na industria como lubrificantes, emulsificantes,
secadores de tinta, agente catalisadores oxidativos, conservantes de madeira e
etc.4>14 Desta forma, estdo disponiveis comercialmente em quantidade, variedade e
pureza limitado sendo, em geral, recuperados a partir do petréleo. A composi¢cao e
pureza da preparacdo comercial dependem da origem do petroleo e do processo de

refino utilizado.4?

1.3 Revisao da literatura a respeito dos ANs

A presenca ANs no petréleo tem sido relatada desde meados dos anos de 1870,%
porém somente na década 1960 a estrutura fundamental dos ANs foi determinada.*?
Destarte, até antes da década de 90 havia moderado niamero de trabalhos publicados
sobre o ANs no petréleo.** A expansdo do nimero de publicacdes sobre o tema
ocorreu préximo aos anos 2000, devido a necessidade de exploracéo das reservas de
petréleo ndo convencionais (com significativo teor de ANs), gravidade API < 20,° em

declinio das reservas de petréleo convencionais.?4

A esse respeito, uma consulta bibliografica, de carater exploratério foi realizada na
base Web of Science utilizando os termos “Carboxylic acids” ou “Carboxylic acid” e
“petroleum”ou “crude oil”, entre os anos de 1945 e 2021 (Figura 3a). Os termos foram
buscados nos titulos, resumos e palavras-chave dos artigos, que salientou um
crescente nimero de registros relacionados ao assunto, com 677 artigos cientificos
encontrados. Analogamente, Fernandes et al.** realizaram uma busca utilizando os
termos (“Naphthenic acids” ou “Naphthenic acid”) e (“‘petroleum” ou “crude oil’),
salientando que até 2018 foram encontrados 517 artigos naquela base de pesquisa.
Aqui, a partir da mesma fonte e termos de busca, utilizados por aqueles autores, foi
possivel notar a continuidade progressiva do numero de trabalhos catalogados,
alcancado um numero total de 750 artigos cientificos, Figura 3b. Sendo que apenas
no ultimo ano (2021) foram registrados 50 artigos e 2697 citacdes relacionados ao

assunto.
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(a) Publicagdes por ano usando os termos (“Carboxylic acids” ou “Carboxylic acid”) e (“petroleum” ou “crude oil”)
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Figura 3. Nimero de publica¢des por ano. Fonte Web of Science. Acesso em 12 de fevereiro de 2022.

Atendendo os mesmos critérios de pesquisa bibliografica exploratoria, os dados
foram exportados no formato BibTex e analisados no software RStudio com a
ferramenta bibliometrix*4¢ O grafico gerado (Figura 4) salientou as principais
relacbes entre as palavras-chaves, autores e paises de artigos cientificos que
envolvem os ANs no petroleo, entre os anos de 2011 e 2021, a partir de um total de
555 artigos e 1595 pesquisadores.
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Figura 4. Principais relagbes entre palavras-chaves, autores e paises de artigos cientificos que
envolvem o0s ANs no petroleo a partir da busca realizada na base Web of Science, entre os anos de
2011 e 2021, com documentos do tipo “artigo”. Grafico formulado pela plataforma Bibliometrix. Acesso

em 13 de fevereiro de 2022.

No que diz respeito a acidos ARN, de maneira a

naloga a descrita anteriormente,

uma nova consulta exploratéria pela Web of Science e a analise bibliométrica foram

realizadas,* utilizando os termos ("tetrameric”

ou "tetraacids" ou "ARN") e

(“naphthenate” ou “naphthenates”), que revelou a existéncia de 60 pesquisadores

envolvidos em 25 artigos cientificos com o tema entre os anos 2011 e 2021, Figura

5.
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Figura 5. Andlise bibliométrica a partir da busca dos termos "tetrameric" ou "tetraacids" ou "ARN" e
"naphthenate” ou "naphthenates” realizada na base Web of Science entre os anos de 2011 e 2021,
com documentos do tipo “artigo”: Fonte Web of Science. Acesso em 13 de fevereiro de 2022, com
documentos do tipo “artigo”: (a) Relacdo de autores e (b) Rede de colaboracao. Gréfico formulado pela

plataforma Bibliometrix.
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1.4 Caracterizagéo e obtencdo dos ANs em matrizes relacionadas a petréleo
A avaliacdo acerca do conteudo ANs em petréleo e derivados pode ser dada em
termos de numero de acidez total (NAT), que € definido como a quantidade em
miligramas de hidroxido de potassio necessaria para neutralizar um grama de amostra
de 6leo.*” No entanto, a medida do NAT ndo se correlaciona necessariamente, com
o teor de ANs, pois este parametro ndo fornece informacdes precisas a respeito da

composicdo molecular dos ANs e demais espécies acidas presentes no petréleo.1?2°

Nesta perspectiva, a literatura destaca os progressos existentes na instrumentacéo
analitica para andlise de ANs.*84° Gruber et al.*® declararam que na quimica do
petréleo tradicionalmente sdo empregadas as técnicas de FTIR (espectrometria no
infravermelho com transformada de Fourier) e RMN (Espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear) para andlise de fracoes acidas.

Por outro lado, Parisotto et al.°® argumentam que a FTIR oferece vantagens como
menor pré-tratamento das amostras e analise mais rapida com relacao a medida do
NAT.® Em seu trabalho os autores combinaram a técnica de FTIR com a andlise
multivariada de dados, de modo a melhorar a qualidade dos dados obtidos superando
problemas relacionados a sobre posicdo de sinais, para determinar o NAT em
residuos de destilagdo atmosféricas e destilagdo a vacuo. O modelo construido
apresentou um coeficiente de correlacdo de 0,991 entre os valores de referéncia e
previstos, sugerindo a aplicacdo em controle de qualidade em processos industrias

com vantagem quando comparado ao método normatizado.4750

A FTIR é uma técnica analitica popular, devido a capacidade de fornecer
informacgdes acerca da vibragdo do grupo carboxila e de outros grupos funcionais que
possam estar presentes nos ANs. Inclusive a técnica pode ser usada para
determinacao desses acidos em aguas residuais de refinarias de petréleo e plantas
de extracdo de areias betuminosas,®! extraindo-os em cloreto de metileno e medindo

a absorc¢éo do grupo carboxila.>*

A RMN tem uma importante contribuicdo na literatura cientifica ha compreenséo
de ANs.2140:5253,54.55,56 A técnica é uma poderosa ferramenta que oferece uma boa
resolucdo espectral adequada para o estudo de misturas complexas, que utiliza as
propriedades magnéticas dos nucleos para a determinacédo do tipo, nUmero e das

posicées relativas de certos &tomos de uma molécula.>"58
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A RMN atribui os beneficios de uma andlise rapida e nédo destrutiva.>’°® Em vista
disso, Barbosa et al.>> empregou a técnica para a construcdo de modelos de
regressao para prever a acidez de petroleo crus como alternativa menos laboriosa ao
método tradicional*” de determinacdo do NAT que utilizam solventes

organicos téxicos, procedimentos analiticos complexos e destroem a amostra.>?

A técnica espectroscopica de RMN é ainda importante para a caracterizacdo de
amostras com elevados valores de Mw, tais como, tais como asfaltenos e
resinas,>®.606! residuos de vacuo,®%6364 ¢leos brutos de petréleo?!58.80 @ ARN,16:41.65,66

Lutnaes et al.1®5% descreveram pela primeira vez estrutura de uma nova classe de
octaterpeno acidos tetracarboxilicos responsavel pela deposi¢cdo de naftenato no
processamento de petréleo bruto!® e elucidaram da estrutura das séries homoélogas
de tetra-acidos Cso (ARN) contendo 4-8 anéis e estruturas analogas Csi1 e Cs2
substituidos por metilo contendo 7 e 8 anéis de cinco membros.%® Os autores a
apresentaram inclusive a regioquimica dos anéis nafténicos e até mesmo a
configuracdo absoluta dos varios carbonos assimétricos separados por unidades
isopreno.1®

Simon et al.** em seu trabalho de determinacéo de tetra-acidos Cso em depdsitos
de naftenato de calcio, propds um célculo do teor de ARN na presenca de outros
acidos nafténicos pelas atribuicdes de sinais observados por Lutnaes e
colaboradores,® que atribuem os entre 2,26 e 2,38 ppm aos 4 hidrogénios Hq para a
carbonila de ARN.41.65

Métodos cromatograficos também sdo usados no estudo desses acidos.*! Yen et
al.>! usaram um método aprimorado de cromatografia liquida de alta eficiéncia (high
performance liquid choromatography - HPLC) para detectar hidrazinas ANs em baixas
concentracdes (-5 mg L) em efluentes de areias betuminosas, que provou ser mais

simples, rapido e preciso do que o método FTIR.5!

Por outro lado, devido as complexidades das matrizes, a baixa concentracédo de
ANs nos petréleos crus e por vezes a auséncia de cromoforos em sua estrutura, é
comum na etapa anterior a analise cromatogréfica, preconcentrar, isolar e submeter
0s ANs a estereficacdo a fim de aumentar a volatilidade, diminuir a polaridade, ou
ainda, intensificar a sensibilidade de deteccéo.%®
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Por intermédio da cromatografia gasosa associada a massa (GC/MS) é possivel
acompanhar as mudangas composicionais que ocorrem com as diferentes fragdes do
6leo,?® que inclui a identificacdo e quantificacdo de alguns ANs, como A&cidos
monocarboxilicos aciclicos, acidos tri e pentaciclicos (hopandicos), que sao Uteis para

determinar a origem e o grau de biodegradacéo do petréleo.®’

Damasceno et al.*®® realizaram uma comparagdo entre trés técnicas
cromatograficas demonstrando suas aplicabilidades na andlise de uma mistura de
técnica de ANs disponivel comercialmente. Os autores argumentaram que a técnica
cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas quadrupolar (GC-qMS),
que € mais barata e amplamente utilizada na analise de ANs estereficados,
apresentou um bom desempenho. Enquanto a técnica de MS sequencial com ESI
(ESI-MS/MS) mostrou-se promissora, por ser uma analise rapida e proporcionar uma
classificacdo preliminar (como uma impressdo digital, fingerprint) das misturas
petroquimicas, por um perfil geral de cada amostra.*® Em relacdo as demais, a técnica
de cromatografia gasosa bidimensional aliada a espectrometria de massas de tempo
de voo (GCxGC/TOF-MS) apresentou uma avaliacdo minuciosa dos diferentes

componentes de cada amostra de ANs esterificada.*®

Rowland et al.?® empregaram a GCxGC/TOF-MS (Figura 6a) para caracterizar
uma mistura de ANs comercial, obtidos a partir de petréleo. Os resultados revelaram
gue as distribuicbes de acidos no petréleo e no OSPW sdo muito diferentes, embora
alguns acidos diamantoéides tenham sido identificados em ambos.%® Isso é promissor,
pois por um século a maioria dos membros individuais de misturas complexas de ANs
encontradas no petroleo permaneceram nao resolvidas pelos métodos convencionais

de cromatografia gasosa.®®

Nesta perspectiva, encontra-se a GCxGC como uma técnica analitica conhecida e
poderosa indicada para a caracterizacdo de amostras complexas. A seletividade e
sensibilidade superiores a 1D-GC podem ser atribuidas, respectivamente, ao conjunto
de colunas cromatogréficas ortogonais e ao sistema de modulacdo, que permite
observar o efeito nos diagramas de cores, classificando os compostos de forma
ordenada em dois espacos dimensionais de acordo com suas caracteristicas

quimicas.*®
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Quando combinado com TOF-MS, GCxGC torna-se uma excelente escolha de
estratégia de identificacdo e quantificacdo de analitos,®® permitindo resolver
problemas que culminam em uma mistura complexa néo resolvida, UCM (do inglés
unresolved complex mix), Figura 6b. Tal fendbmeno € frequentemente observado
durante a cromatografia gasosa de amostras petroquimicas devido a muitos isbmeros

ou compostos semelhantes com tempos de retencdo semelhantes.*®

(b)
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Figura 6. Cromatogramas obtido por (a) GC/gMS resultante da analise de uma mistura técnica de ANs
derivatizada, onde se observa uma perda na resolugdo cromatografica, indicada pela linha de base
elevada, resultante de uma UCM adaptado de 48 e (b) GCxGC/ToF-MS resultante da andlise de ésteres
metilicos de acidos nafténicos ANs, onde as cores indicam a intensidade das respostas
(verde>amarelo>rosa), adaptado de Rowland et al. 69.

Rowland et al.®® também discorrem acerca do desempenho de técnicas na
caracterizacdo de ANs e afirmam que a cromatografia gasosa (GC) proporciona uma
melhor resolucdo do que os métodos de cromatografia liquida (liquid chromatography
- LC), mas estdo limitados a compostos volateis (ponto de ebulicdo < 330 °C).%° Em
alternativa, a cromatografia a gas de alta temperatura (HTGC) pode auxiliar na analise
de espécies moderadamente volateis, mas a decomposicdo térmica pode ser um

obstaculo na andlise dos ANs.”®

Quanto a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) os autores alegam que
apesar da capacidade de isolar e separar fracdes de ANs, a técnica com deteccao
espectroscopica ndo alcanca a resolucédo adequada para misturas complexas de ANs,
mas a espectrometria de massas de ultra-alta resolucdo (UHR-MS) poderia resolver

os sinais espectrais.”
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A aplicacdo da UHR-MS na elucidagéo dos ANs envolve o campo da denominada
petrolebmica, que trata da relacdo entre a composi¢do quimica de um combustivel
fossil e suas propriedades e reatividade,”* mas é frequentemente definida como a
caracterizacdo molecular detalhada de amostras relacionadas ao petréleo por

espectrometria de massas de alta resolucéo.’?

Ainda sob a perspectiva crescente de trabalhos nos anos 2000, o estudo de Hsu
et al.? se destaca como o pioneiro a fazer uso da espectrometria de massas (MS) na
caracterizacdo de ANs em petroleo cru e fracbes acidas isoladas a partir do
petréleo.?’? No entanto, os trabalhos de Qian et al.'? e Barrow et al.”® foram os
primeiros a empregar UHR-MS"2 e atestar que a espectrometria de massas com
ressonancia de ions com transformada de Fourier (FT-ICR MS) como uma técnica
adequada para a elucidacdo dos ANs.”? A FT-ICR MS aliada a ionizagdo por
eletrospray no modo negativo, ESI(-), € essencial para a caracterizacdo daquelas
espécies, por sua notavel ionizagao “suave” que proporciona as espécies polares e
acidas,’? as quais sdo seletivamente desprotonadas, pela adicdo de um reagente
béasico,”* gera ions quasimoleculares, do tipo [M-H], a pressdo atmosfera, sem

fragmentacdo extensa ou interferéncia de matriz. 22

Um espectro de ESI(-)FT-ICR MS pode alcanc¢ar um poder de resolucao na ordem
de dez milhdes (10.000.000) e uma exatiddo menor do que 1 ppm, detectando
espécies ibnicas ou fortemente polares com a capacidade maxima necessaria para

separar 0os componentes individuais com uma quantidade minima de amostra.”

Entretanto, a aplicagdo bem-sucedida do FT-ICR MS na caracterizagdo molecular
detalhada de amostras relacionadas ao petréleo (petroledmica)’? é possivel, em parte,

a avancos nos métodos de processamento de dados.”

Isso porque avaliar um espectro de massas de uma amostra de petroleo nao é
uma tarefa simples, pois pode conter até 100.000 sinais para serem interpretados.”®
Neste sentido, histogramas e graficos de DBE versus numero de carbonos (NC) séo
ferramentas Uteis para estimar a intensidade relativa das classes e diferenciar de

misturas organicas complexas baseadas na composicéo quimica.
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Estas estruturas podem ser relacionadas com o niumero de anéis e duplas ligacdes
(double bond equivalent — DBE) presentes na estrutura de uma molécula que é

calculado a partir da equacao 1.

DBE=C—§+%+1 1)

Sendo que C, H e N representam, respectivamente, NC, de hidrogénio e nitrogénio
presentes na formula molecular de um composto. Em outras palavras, o DBE descreve
0 numero de pares de hidrogénios que s&o removidos da formula “saturada”, assim
uma molécula de DBE = 0 é totalmente hidrogenada e a adicdo de insaturacfes ou
anéis aromaticos resulta na perda de pares de hidrogénios e no consequente aumento
do DBE./

A fim de entender esta problemética, construiu-se a Figura 7 que exibe o espectro
de ESI(-)FT-ICR MS de um petrdleo cru de um campo de producdo localizado na bacia
sedimentar da costa brasileira, com um perfil gaussiano com m/z 200-800 e Mw =
447,4 Da. Por meio de um software (Compass DataAnalysis 4.0, Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha) foi possivel identificar 23.951 férmulas moleculares. A expanséo
do espectro em m/z entre 400-420 permite observar sinais da classe Oz (monoacidos).
Os dados obtidos a partir das analises de ESI(-)FT-ICR MS foram processados (pelo
software Composer (Sierra Analytics, Pesadena, CA, EUA), que possibilitou a
construcdo do histograma de classe de compostos e do grafico de contornos de

isoabundancia de DBE versus NC (Figura 7).

Assim foi possivel verificar a predominancia da classe O2 (~80%), justificado pelo
NAT (2,1 mg KOH g?) deste petréleo acido. Além disso, de forma simples e pratica, o
grafico de DBE versus NC (insert Figura 7) facilitou a apreciacédo dos sinais da classe
O2, em que cada linha horizontal do diagrama representa uma série homéloga com
um valor de DBE especifico, revelando a variagdo de DBE de 1-12 e NC de Ca7-so,

com abundancia dos compostos com DBE de 4-5 e Czs-34.
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Figura 7. Espectros de massas ESI(-)FT-ICR de um petréleo brasileiro. A expansdo mostra os valores
da massa experimental e a formula molecular das espécies de ANs identificadas em m/z 400-420.
Inserido no topo mostra o histograma de classe de compostos e o grafico de DBE vs NC,
respectivamente.

300 400 500

Nesta conjuntura, Qian et al.'> empregou a ESI(-)FT-ICR MS que viabilizou a
identificacdo de acidos de diferentes composi¢des elementares, contendo Oz, Os, Og,
02S, O3S e 04S, no petréleo cru.'? Smith et al.”” avaliaram oito fracdes de destilacéo
a vacuo de Oleo pesado (HVGO) de um betume. Os resultados do FT-ICR MS
revelaram que as espécies alifaticas da classe O2 estédo presentes em todas as faixas

de destilacdo e que o DBE e o CN aumentam em funcdo do aumento da temperatura.

Nesta perspectiva, Dalmaschio et al.”® empregou a ESI(-)FT-ICR MS para a
caracterizacdo quimica de compostos polares de amostras oriundas de um sistema
de destilagdo. Os autores reconheceram 122 espécies de ANs com variagdo de m/z
de 153 a 421 e constataram que quanto maior a temperatura do corte de destilagao,
maior a distribuicdo da média de Mw e conteido de ANs, que contribuia para o
aumento da acidez dos cortes de petréleo. De acordo com os resultados de ESI(-)FT-
ICR MS as espécies de ANs foram detectadas em 11 cortes (cortes 2-12) dos doze
avaliados.
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A Figura 8a mostra os espectros de massa dos cortes obtido no estudo de
Damaschio et al.,”® indicando que o m/z para as espécies [M-H]- com maior populacéo
de compostos polares, em especial a classe fendlica (classe O) e a classe de ANs
(classe O2), cresce com 0 aumento da temperatura de corte e da acidez. O trabalho
apresenta, ainda, a estratégia de espectrometria de massas tandem (MS/MS), que foi
atil para identificar os ANs a partir de seus padrdes caracteristicos de fragmentacéo,
na Figura 8b o ion [C11H2202-H]- de m/z 185,1549 e DBE = 1, revela as perdas
caracteristicas e confirma a existéncia de compostos da classe O2 como acidos

carboxilicos.”®
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Figura 8. Espectro ESI(-)-MS/MS do ion tipico da classe O2. Note que o ion de m/z 185.1549 produz
fragmentos com m/z 167, 141 e 125, que correspondem as perdas de 18 Da (H20), 44 Da (COz2) e 60
Da (CHsCO2H, acido acético). Adaptado de Dalmaschio et al. 78.
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A espectrometria de massas de alta resolucdo também foi aplicada por Dias et al.”®
ao monitorar a degradacao térmica de um petroleo acido. Os pesquisadores notaram
uma significativa reducao da acidez (80%, m/m) em funcdo do tempo de degradacao
e que atribuiram a descarboxilacdo do ANs em contraste com as espécies de enxofre
que permaneceram estaveis. Os dados de ESI(-)FT-ICR MS também revelaram uma
reducdo Mw conferida a remocdo das espécies de ANs no petroleo degradado

termicamente.

Smith et al.”® avaliaram o efeito térmico em espécies organicas acidas de dleo
betuminoso HVGO por FT-ICR MS. Os autores concluiram que as reacbes de
descarboxilacdo sao responsaveis pelas grandes alteracdes no NAT. Além disso, 0s
pesquisadores explicaram que a reducdo significativa da NAT foi mais evidente
principalmente quando o tratamento térmico em temperaturas mais altas, T > 350 °C,

é realizado.”

De maneira analoga, Barros et al.8° avaliaram as propriedades fisico-quimicas e o
comportamento a nivel molecular de um petroleo acido submetido a degradacéo
térmica a 350 °C em funcéo do tempo. Os resultados de HTGC e RMN indicaram que
a fracdo saturada praticamente ndo é afetada durante o estresse térmico. Os
resultados de ESI(-)FT-ICR MS indicaram um aumento do numero de DBE e a
reducdo da distribuicdo de Mw devido a desagregacao de resinas e asfaltenos, e

também ao processo de descarboxilacao térmica de ANSs.

Neste sentido, Barros et al.,?* aplicando uma metodologia de extracdo de ANs em
funcdo de Mw, investigaram o comportamento dessas espécies em um petroleo
tipicamente brasileiro submetido a um estresse térmico. Os dados de ESI(-)FT-ICR
MS (Figura 9) mostraram que no 6leo degradado por 72 horas foram produzidas
apenas cinco fragfes acidas com variagdo de Mw = 382,2 e 831,2 Da, enquanto no
Oleo original, as ANs estavam presentes em seis fracdes acidas, com valores de
Mw diferentes (359 - 867 Da). Os autores esclareceram que os a fracdo de ANs de
maior Mw (fracdo acida 6) foram seletivamente cragueados durante o processo de
degradacéo produzindo espécies com menores numeros de carbonos, conforme o

mecanismo mostrado na Figura 9.
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Figura 9. Formacao de espécies com menor niumero de carbonos pelo cragueamento de ANs via um

rearranjo [1,4] descrito por Barros et al.2! Adaptado de ref. 21.
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Dentro do vasto numero de publicacdes, existe uma diversidade de instrumentacéo

analitica para a elucidacdo de ANs em petroleo e derivados, as quais estdo em

destaque na Tabela 1.

Tabela 1. Instrumentacdo analitica aplicada a caracterizacdo de ANs em matrizes relacionadas a

petréleo.
Técnica analitica Referéncia
FTIR 40, 55, 73, 81, 82, 83, 84, 85, 86
RMN 21, 40, 52, 53, 54, 55,56
HPLC-* 24,53, 55,56,51
HTGC 80, 74, 87
GC 56, 88, 89
Cromatografia gasosa GC-GC 48, 68
acoplada a espectrometria
de massas
3, 88, 90, 91,92
(GC-MS)
Cromatografia liquida
acoplada a espectrometria
de massas 93
(LC-MS)
Armadilha de ions
53
(ion-trap)
Espectrometria de massas Tempo de voo Reflecton (TOF) 48, 94, 95
(MS) Quadrupolo 48, 96
Orbitrap 66, 97
3, 8, 12, 21, 22, 40, 66, 70, 82,
FT-ICR 83, 85, 94, 98, 99, 100, 101, 102,

103, 104, 105

*MS ou analisador com deteccao por ultravioleta (UV).
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O interesse da comunidade cientifica aliado ao surgimento de novos métodos
analiticos contribuiram para os avan¢os nas analises de caracterizacdo desses
acidos®4 em diferentes matrizes relacionadas ao petréleo. Neste ambito, pela
combinacéo de algumas técnicas analiticas, Baugh et al.'®> descobriram a presenca de
um grupo especifico de ANs tetraméricos de alta Mw, por vezes denominados de ARN,

como constituintes majoritarios nos depdsitos de naftenatos.

Contudo, devido a complexidade da composicéo do petréleo e de outras matrizes
a ele relacionadas, é cada vez mais comum realizar separagfes prévias offline ou
online de analitos de amostra antes das andlises.’? Dentre os métodos de separagéo
dos AN, a literatura destaca a extracao por fluido supercritico, e 0s métodos classicos
de separacdo como a extracédo liquido-liquido (liquid-liquid extraction - LLE)?% 53. 82, 83,

90, 106, 107 @ 3 extracdo em fase solida (solid phase extraction - SPE)?1221,40,56,66,
70,86,87,89,92,94,95,102,103,105,108,109

A LLE com solugBes hidroalcodlicas alcalinas é uma técnica eficiente e
amplamente empregada na remoc¢do de AN. Empregada por diferentes grupos de
pesquisadores, como Seifert et al.,''® Hemmingsen et al.,!*! e Colati et al.®? Neste
ambito, Colati e colaboradores relatam ter alcangcado uma boa seletividade e eficiéncia
de remocao dos &cidos, (~90%) em pH 14. Apesar da operacionalidade e custo
relativamente baixo, o0 emprego deste processo envolve grande volume de solventes
e sua eficiéncia pode ser prejudicada em amostras com baixa concentracdo de analito

devido susceptibilidade de formar emulsdes estaveis.*%-%6

Por outro lado, a SPE tem como principais caracteristicas baixo consumo de
solvente e capacidade de separar compostos de polaridades diferentes.*® A respeito,
Qian et al.*? caracterizaram os ANs diretamente no petréleo cru por ESI(-)FT-ICR MS
e ao combinar a técnica com a separacao por SPE, notaram que o espectro de massa
da fracdo acida apresentou a relacdo sinal-ruido mais alta do que a amostra bruta e
composicao elementar mais ampla e detalhada, indicando que a pré-separacao pode

facilitar muito a deteccdo de componentes de menor concentragdo no petréleo cru.*?

Saab et al.® propuseram um estudo quantitativo de ANs em petréleos crus.
Aplicando inicialmente a LLE, os autores ndo obtiveram uma recuperacao quantitativa

dos &cidos.
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Assim, desenvolveram um processo de separagao por SPE, utilizando resina de
troca i6nica (QAE Sephadex A25) e derivatizacdo da fracdo &cida, posteriormente

guantificada por cromatografia gasosa.

A SPE é uma técnica de extracdo por sorc¢éo,''? que adota a adsor¢éo e a eluigdo
seletiva para separar, enriquecer e purificar analitos.!*®> A técnica emprega a
separacédo solido-liquido, sendo que a fase sdlida (sorvente) pode ser encontrada,

inclusive, comercialmente.112

Zhu et al.®? compararam a eficiéncia de extracdo, de ANs a partir do petréleo bruto,
com diferentes sorventes e constataram que a silica funcionalizada com amino
(amino-functionalized silica — AFS) apresentou uma performance superior, comparada
a silica funcionalizada com amina quaternéria (strong anion exchange — SAX) e a silica
funcionalizada com acido carboxilico (carboxylic acid-functionalized silica — CAFs). Os
autores atribuiram o desempenho da AFS as interacdes de ligacdo de hidrogénio/troca
ibnia de modo misto, diferente das adsorc¢des dos acidos em SAX (troca ibnica) e
CAFs (ligacdo de hidrogénio), Figura 10.%?

AFS

silica

—QO- Sl

Ligacdo de hldrogenlo > Troca ionica

£2-—0-Si S S £—0-Si —
o4 vV oH A7 g V) N
CAFs SAX

Figura 10. Esquemas das interacdes entre ANs e sorventes (adaptado de ref. 92).

Rowland et al.®® desenvolveram uma metodologia de SPE, com AFS, para
obtencdo de ANs a partir de petréleo cru, que proporcionou separacéo por diferenca
de polaridade em funcéo das distintas faixas de Mw. Nesta conjuntura, Barros et al.?!
empregaram as metodologias propostas por Colati et al.?? e Rowland et al.®® a fim de

comparar a LLE com a SPE para obteng&o de ANs a partir de amostras de petroleo.
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Os resultados de ESI(-)FT-ICR MS, Figura 11, revelaram que a SPE se mostrou
mais eficiente que a LLE para a recuperacdo daqueles &acidos. Barros e
colaboradores?! enfatizaram que o método por SPE proporcionou uma maior
seletividade e gama de compostos da classe dos ANs, sendo que o0 processamento
dos espectros de massa atribuiu de um total de 253, 138 férmulas moleculares para a
classe O2 as fragOes acidas obtidas via SPE e LLE, respectivamente.?*
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Figura 11. Espectros de massa ESI(-)FT-ICR, distribuicdo de classes de heteroatomos e graficos DBE
versus NC para a classe Oz do 6leo original e suas respectivas fragdes acidas obtidas por: LLE e SPE.
Adaptado de ref. 21.

Entretanto, métodos classicos de separacdo, como LLE e SPE, tém sido
substituidos por metodologias que sejam mais rapidas, seletivas e que minimizam o
uso de solventes. A exemplo disso, Putman e Marshall''* desenvolveram um método
de remocéo de 4cidos ARN, com a tradicional e bem estabelecida combinagédo de um
mondmero funcional, um agente de reticulacdo e um iniciador radicalar, que permitiu
detectar baixas concentragfes (subpartes por milhdo) de acidos ARN, demonstrado o
potencial de polimeros molecularmente impressos para isolar uma ampla gama de
membros dessa classe de compostos.!!4
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Além disso, existe uma tendéncia analitica de substituicdo das técnicas classicas
de preparo de amostra por técnicas miniaturizadas,®® que sédo caracterizadas pelo
baixo custo, alta eficiéncia, reduzida quantidade de solvente,®?11> além da

possibilidade de automacéo.'*®

1.5 Fenémenos relacionadas aos ANs na producao de petrdleo

Os ANs conferem um expressivo impacto na produtividade e consequente valor
econdmico ao petroleo cru, uma vez que pode favorecer além da corrosdo de metais,
a formacao de sais de metais (naftenatos) que podem estabilizar emulsdes (sais de
Na) ou ainda precipitar (sal de Ca ou Mg, pouco soluveis), sendo o naftenato de calcio

0 mais comum.26:116

Além disso, existem relevantes questfes ambientais com relagdo aos ANs pois
algumas dessas espécies demonstraram ser toxicas e cancerigenas, sendo as
principais contaminantes de aguas oriundas do processo de areias betuminosas e da

descarga de agua produzida a partir de instalacées offshore.3®
e Corrosao nafténica

Frequentemente o poder corrosivo de um petréleo é avaliado em termos de TAN.
Petréleos com NAT superiores a 0,5 mg KOH g sdo considerados inadequados para
processamento em refinarias tradicionais devido ao seu poder corrosivo, causada

principalmente pelos ANs (corroséo nafténica).”*

7

No entanto, € importante destacar que a medida do NAT nao se correlaciona
necessariamente, com sua corrosividade®!1’ e demais espécies acidas presentes no

petréleo, embora tipicamente quanto maior o NAT mais corrosivo é o petréleo.*> 70

Neste ambito, Dias e colaboradores'!® avaliaram o poder corrosivo de amostras de
petréleos crus de distintos valores de NAT (0,33 e 3,10 mg KOH g?) sob um tipo de
aco inoxidavel (AlISI 316). Os resultados de ESI(-)FT-ICR revelaram que o petréleo
cru de maior NAT apresentou maior concentracdo de espécies da classe O2 (classe

dos ANs) e maior poder de corrosdo.®
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O mecanismo reacional tipico da corrosdo nafténica no topo das torres de
destilacdo!'® que se inicia com a formacdo de um sal de naftenato de ferro
[Fe(RCOO)2], soluvel no petrdleo, formado a partir do ataque de ANs [RCOOH] ao
ferro metalico [Fe()] presente na liga metalica (2). Alguns compostos de enxofre,
encontrados no petroleo, podem reagir diretamente com superficies de ago, enquanto
outros podem primeiro se decompor para formar sulfeto de hidrogénio [H2S] e atacar
diretamente o metal produzindo o sulfeto de ferro [FeSs)] (3), que constitui de uma
fina camada que protege parcialmente a superficie metalica de novos ataques
corrosivos. Por outro lado, o naftenato de ferro pode, ainda, reagir com H2S e
reconstituir o ANs; na direcao reversa, a alta concentragdo de ANs pode dissolver a
incrustacdo de sulfeto liberando o naftenato sollvel (4).79118119.120.121 Em suma, as
duas reacdes (2 e 3) representam as principais reacdes corrosivas no 6leo cru, um
processo que continua devido a reacao (4) quando espécies reativas sao regeneradas

e reintroduzidas no ciclo de reacao corrosiva.

Fe() + 2R-COOHsolavey » Fe(R-COO)z2(solivel) + Hz(g) (2)
Fe(s) + HaS(solavel) > FeS(s) + Ha(g) (3)
Fe(RCOOQO)z(solivel) + H2S(solavel) — FeSs) + 2RCOOHsolavel) 4)

7z

Por influéncia disso, € importante avaliar os valores de NAT, teor de S total,
temperatura, fluxo de trabalho e o tipo de material presente na construcéo da refinaria
como fatores que possam interferir no potencial corrosivo dos ANs,3479.119.122

Além do tipo de enxofre e as possibilidades da formacdo de camada de passivacao
na superficie metdlica,3#1?! e ainda, o teor, a natureza estrutural e a Mw das espécies
de ANs presentes no petréleo,'?%12% devem ser considerados na corrosdo nafténica.

Neste cenario, Dias et al.3* combinaram técnicas microscopicas para estudar a
influéncia da taxa de corrosdo no comportamento morfolégico de amostras de aco
AISI 1020 submetidas a ensaios de degradacdo térmica em um Oleo acido (NAT ~
2,14 mg KOH g-1). Apos 6 horas de exposicdo das amostras ao petroleo submetido
ao estresse térmico, uma pelicula de passivacdo sobre a superficie do aco, sendo
uma mais externa composta por FeS e outra por 6xidos e oxihidréxidos de ferro
(hematita, goethita e magnetita).®* Todavia, a morfologia do aco foi alterada apés 48
horas de degradacdo térmica, onde observaram uma Unica camada composta

principalmente por cristais de FeS.3*
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e Formacéo de emulsdes

ANs sdo considerados surfactantes naturais do petréleo, que devido a sua
natureza anfifilica, irdo se particionar entre a fase de petrdleo e agua (coproduzida) e
permanecerdao na interface dependendo de parametros como tamanho molecular,
estrutura e pH.11135 Ademais, contribuem para a estabilizacdo de emulsdes como
resultado da formacédo de sais de acidos nafténicos monoproéticos, 0os quais se
agregarem as interfaces oOleo/agua (o/a), dependendo de varias condicbes, como
composicdo da agua, pH, pressao, temperatura e do valor do equilibrio hidrofilico-
lipofilico do composto.1:11:2335

Assim, quando o petrdleo cru entra em contato com a fase aquosa, os ANs
dividem-se entre as fases o/a (5).1%* Apds a particdo na fase aquosa, os acidos se
dissociam formando prétons [H*] e anions do tipo carboxilico [RCOO], (6),13%124 que
reage com cations metalicos (Na* ou Ca?*), presentes no meio, produzindo os sais de
naftenatos (7).

RCOOHo, = RCOOHaq (5)
RCOOHag 5 RCOOraq + H* (6)

Naag® + RCOOHag & RCOONaaq ou Caaq2+ + 2RCOOHaq —» {(RCOO)2Cas) (7)

e Deposicdo de naftenatos

Em contraste ao produto da reacdo entre o calcio e um &cido nafténico
monoprotico, que é disperso como particulas na fase oleosa,?® os depdsitos de
naftenatos (polipréticos) ocorrem como um produto insolluvel devido a presenca dos
polidcidos do tipo ARN. Desta forma, analogamente, podemos descrever o
comportamento das espécies ARN [H4TA] em um sistema o/a, resumidamente, pelas
equacdes de particionamento, dissociacdo e formacdo de naftenato de célcio
[Caz(TA)], (8, 9 e 10), respectivamente.?3125
HaTAo = HaTAaq (8)

HaTAaq S 4H* + TAs 9)

TAs + 2Ca2* - | Cax(TA) (10)



48

Devido as quatro terminagdes carboxilicas que possuem, os ARN tém a
capacidade de realizar ligacdes cruzadas com ions calcio e formar um gel interfacial,
gue produz um sal insoluvel, de estrutura polimérica, de comportamento “pegajoso” e
alta atividade interfacial.1?® Estes depdsitos curiosamente endurecem, quando
expostos ao ar ou ao resfriamento,?? podem formar incrustacdes duras e sélidas que

restringem a producdo, tornando os sistemas de controle inoperantes,*? Figura 12.

Figura 12. Imagens de depésitos nafténicos residuais em instalacdes de superficies (a) valvula de
controle de nivel bloqueada,?® (b) filtro de bomba de 6leo obstruido,?” (c) blocos sélidos de naftenato
de célcio removidos de um separador!?® e; imagem de uma das amostras de depésitos (d) com petréleo
residual, (e) com petréleo residual macerado e (f) isento de petréleo, que foi utilizada neste estudo.

A deposicdo ocorre durante o transporte de fluidos do reservatério para as
instalacdes de superficie, por meio de queda de pressao, que afeta o equilibrio do
acido carbbnico presente na agua coproduzida. Isso provoca a liberacédo de dioxido
de carbono aumentando o pH da agua, que deve ser alto o suficiente para a
dissociacdo dos ARN, que reagem com o ion célcio,37-40:116.125128 (Eigyra 13) levando

a formacéo do gel interfacial na interface o/a.'?®
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A Figura 13 mostra os diferentes equilibrios quimicos que levam a formacéo de
ANs monoproticos e naftenatos de calcio mono- e poliproticos.

Anfifilico RCOO™

hidrofilico
hidrofabico
I

N -
apolar
polar
Atmosfera (fase gasosa) Cco,
Petrdleo (fase oleosa)
(RCOOH),

i

2% Nat ‘[ CO, + H,0 i,Cé__?? i._'Ca__?"* Ca?t

fl ’/

H + HCO; + H,CO;

(RCOOH),,+* RCOO™ + H*

iC

Agua produzida (fase aquosa)

Figura 13. llustracdo esquemaética do equilibrio quimico da formacao de espécies de naftenatos a partir
de moléculas vizinha de monoacidos e de ARN em conformagéo aranha.

Vindstad et al.'?® fizeram os primeiros relatos de problemas relacionados a
deposicao de naftenatos de célcio, ocorridos em 1996, no campo de Heidrun, no Mar
da Noruega, e descreveram como uma ameaca a continuidade da producao de
petr6leo.'?® A partir disso, este tipo de ocorréncia tornou-se recorrente em campos
produtores de petréleo de diferentes localizagOes
geograficas.1516:108,130,131,132,133,134.135  |nclusive no Brasil,%®’* onde os primeiros
episodios de deposicdo aconteceram em 2011, em dois campos de producéo
diferentes.127:136

Esses depositos se acumulam nas instalagcbes de superficie superficies em
sistema de operacfes, como um grave obstaculo para a garantia de um fluxo bem-
sucedido na producdo e processamento do petrdleo cru, o que implica a sérios
problemas e aumento dos custos operacionais. Sjoblom et al.'®” argumentam a
respeito dos prejuizos econdmicos gerados devido a necessidade de paradas nao
planejadas para remocéo daqueles depdésitos.'3” Os autores estimaram que, em 2014,
em um campo produzindo 200.000 barris por dia a 100 délar por barril representava

uma perda de cerca de 20 milhdes de délares por dia de produgédo.®’
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Simon et al.*! discorrem que devido as consequéncias econdmicas, o ARN e seu
fendmeno de deposi¢céo tém sido objeto de diversos estudos desde a sua descoberta
em 2004.1540 Desta forma, a ocorréncia dos acidos percussores destes depdésitos
(ARN) é um tema atual e preocupante para a industria petrolifera. Uma vez que o
fendbmeno da deposi¢cdo da naftenato de calcio continua sendo desafiador na
producdo de petrdleo mundial. No Brasil, inclusive, a presenca de ARN é um fator
predominante na analise técnico econémica para se iniciar ou inviabilizar a exploragéo
de um novo campo petrolifero.

Por isso € muito importante, logo na etapa de avaliacdo de um novo petréleo a ser
produzido, se dispor de um método analitico capaz de detectar a presenca de acidos
ARN ou até estimar a sua concentragao.

No entanto, a deposicdo de naftenato € mitigada pelo uso de desemulsificante
acidos, bem como os nao &cidos.33138 Por isso é muito importante, logo na etapa de
avaliacdo de um novo petrdleo, se dispor de um método analitico capaz de detectar a
presenca de acidos ARN ou até estimar a sua concentracdo. Sendo que a eficacia na
prevencdo da deposicdo dependera das diferencas de composicdo das aguas de

producéo diferentes de reservatérios.33

1.6 Acidos tetraméricos

Os ARN sdo acidos oxi-nafténicos'® por vezes sdo denominados de &cidos
tetraméricos ou ainda tetra-acidos Cso (Cso-1a),%"'137, sdo os ANs tetracarboxilicos que
apresentam alta Mw e cadeia carbdnica alifatica que pode variar de Ceo-83 Uma
variedade de unidades de ciclopentenil .15:1623,66,22,125,132,133,139

Estudar os ARN é um tema relevante para a compreensdo do processo de
mitigacdo, prevencdo, previsdo de formacdo de depdsitos.'®13¢ Alguns trabalhos
descritos na literatura destacam o0s progressos existentes na elucidacao daquelas
estruturas quimicas.

A Figura 13 ilustra a estrutura de um ARN natural, 4cido hexaciclico Cso (Mw =
1230 g mol?), descrito por Lutnaes et al.’® féormulas empiricas de CsoH1380s,
Cs0H1400s8, CsoH1420s8, CsoH14a0s, € CsoH1460s8 com DBE entre 8 e 12.
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Tendo em vista isso, Mapolelo et al.??> por meio de uma especiacdo molecular
detalhada de depdsitos de naftenato de célcio e sédio obtida por FT-ICR MS,
reiteraram que emulsdes de naftenato de sodio constituem de monoacidos, saturados,
aciclicos e baixo DBE enquanto que os depdsitos de naftenato de calcio consistem
majoritariamente de &cidos tetraproticos (ARN) com um esqueleto de hidrocarboneto
Cs0.%? Espectros de massa de extrato acido de naftenato de célcio exibem duas faixas
de m/z tipicas decorrentes da desprotonacdo de ARN com intervalos préximos a: (i)
m/z 615-630 atribuida a ions duplamente carregados do tipo [M-2H]? (ARN?) e; (ii)
m/z 900-1275 referente a ions monocarregados, [M-H]* (ARN1),22130 como mostrado
na Figura 13. A imagem inferior (Figura 13b) destaca, ainda, as formulas moleculares
acidos tetraproticos de baixo Mw (ARN) com esqueletos de hidrocarbonetos C60-83
identificados em amostras de depdsitos de campo de producéo localizados na bacia
sedimentar da costa brasileira.®® Neste caso, espera-se que ARN de baixo Mw com
esqueletos de hidrocarbonetos entre Ceso-70 Sejam encontrados em depésitos de
campo da América do Sul.®®74 Eles indicam similaridade molecular entre ARN de baixo
Mw da Africa Ocidental atribuida & relacdo genética entre depositos de campo em

ambos os lados do Oceano Atlantico.’
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Figura 13. ESI FT-ICR MS do extrato 4cido de um depdsito de naftenato de célcio. As imagens do meio

mostram as expansfes nos intervalos m/z 950-1210, (a) 1200-1280 (b) e apresentam as formulas

moleculares identificadas de ions monocarregados ARN-! no depdsito. A imagem superior mostra a

estrutura do acido hexaciclico Cso Insert (Mw = 1230 g mol-1).

Reporta-se que moléculas de acidos ARN néo estédo disponiveis comercialmente.

Assim a obtencéo destas espécies ocorre a partir de sua matriz de origem, requerendo

a aplicacdo de métodos prévios de extracdo.?! A etapa de extracdo, como qualquer

método de preparo de amostra, € uma etapa critica do processo analitico, sendo

particularmente trabalhosa, demorada e também a principal fonte de erro do método

analitico.
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Mediaas et al.}®® desenvolveram uma metodologia para obtencdo de acidos
nafténicos a partir do 6leo cru e outros solventes organicos por resina de troca idnica
a base de carboidratos (Acid-IER). Nesse procedimento, € importante que a razao
volumétrica entre as duas solucfes seja suficiente para que os sais de naftenatos
sejam convertidos em acidos livres dissolvidos na fase organica, deixando os contra
fons na fase aquosa.*® No entanto, Nordgard et al.?® esclarece que esse procedimento
requer um significativo consumo de solvente e o produto obtido permanece ainda
contaminado com outros constituintes, os quais sdo formados principalmente de
mono&cidos, classe O2, produzindo assim, um produto final, isto é um conjunto de
ARN de pureza variando de 80 a 94 %m/m.?3

Marshall et al.'*0 descrevem uma metodologia de obtencdo de ARN a partir da
submissdo de amostras de hidrocarbonetos liquidos (incluindo petréleo cru) a um
tratamento com amoénia gasosa e o produto da reacdo é envelhecido, recuperado e
analisado por espectrometria de massas. Entretanto, o método é considerado
demorado e exige controle de temperatura e cuidados extras com a amoénia gasosa
gue é toxica.

Em outros trabalhos, Mediaas et al.1#1142 propuseram o isolamento e quantificacéo
de ARN em amostras de petroleo cru. O processo consiste em submeter a amostra
de petréleo a um meio sélido de absorcao/adsorcao seletiva para ARN, que séo
recuperados por um solvente organico e por fim quantificados por técnicas analiticas
apropriadas.

Albuguerque et al.143144.145 gpresentam um método de extracdo e quantificacdo de
acidos precursores de depésitos de naftenato de célcio presente em petréleo cru. O
sistema consiste em utilizar uma coluna com sélidos granulados (terras diatomaceas,
por exemplo) e agentes tamponantes de calcio. Os ARN sao regenerados pela adi¢ao
de um &cido em um solvente organico que sao rotoevaporados e quantificados por
técnicas analiticas apropriadas.

Paek et al.}*6 descrevem o uso de uma resina de troca idnica a base de amina
quaternaria e uma sequéncia de solventes e misturas de solventes para a obtencéo

de ARN em amostras de petroleo cru.
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No entanto, os estudos citados estdo restritos a recuperagdao de ARN em
hidrocarbonetos liquidos e petréleo cru, logo ndo tem como objeto a obtencdo de ARN
em quantidade e grau de pureza adequados a estudos em escala laboratorial, dentre
outras aplicacfes, aos quais podemos citar: (i) preparo de lipossomas para a producao
de farmacos e outros agentes ativos a individuos humanos e animais;*’ (i) na
produgdo de surfactantes inibidores de hidratos;#® (iii) molécula molde para
impressao em polimeros moleculares que poderdo ser Uteis para quantificacdo e
recuperacdo de ARN a partir de petréleo cru;'* (iv) padrées de quantificacéo; (V)
padrbes para a avaliagdo do comportamento destes acidos em sistemas de interface
Oleo-agua com vista no processo de mitigacdo, prevencao, previsdo de formacéo de
depdsitos, e ainda (vi) influéncia de inibidores para a formacdo de depdsitos de
naftenato de céalcio'3 e etc.

ARN ocorrem em baixa concentragdo (0,6 — 3,6 ppm) no petréleo cru, mas sédo
predominantes nos depositos de naftenato de calcio.’#149150 Assim, a obtencdo de
ARN a partir de depdésitos de naftenatos de calcio ndo apenas é vantajoso no potencial
de reaproveitamento de residuos, que é um passivo ambiental relevante pela
reducdo de prejuizos ambientais, como também para evitar uma possivel liberacéo de
acidos nafténicos, principalmente ARN, ao meio ambiente e migracdo para algum
curso de agua.

Convencionalmente, ARN s&o obtidos a partir de depdsito naftenato de célcio, por
extracdo acidificada, que consiste em submeter o sal de naftenato a um tratamento
com &cido aquoso e extracdo com solvente organico.0?13¢ Nesse procedimento, é
importante que a razdo volumétrica entre as duas solugdes seja suficiente para que
0s sais de naftenatos convertam-se em acidos livres dissolvidos na fase organica,
deixando os contra ions na fase aquosa.*® A partir desta etapa os acidos podem ser
recuperados por secagem sob corrente de nitrogénio,?>74130 por filtragdo e roto
evaporacdo do solvente sob o controle de temperatura'®152 ou por filtracdo e
evaporacdo do solvente a temperatura ambiente. 136153

Porém, esses procedimentos nem sempre fornecem pureza satisfatéria para os
ARN, uma vez que a partir do mesmo depasito nafténico, o teor de ARN pode variar
de uma extracdo para outra. Isto porque outros constituintes, principalmente outros

tipos de ANs, podem estar presentes no petréleo que originou o depésito.??
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Por outro lado, Simon et al.1>* descreveram um procedimento de determinacéo do
teor de ARN em depdsitos de naftenato de célcio utilizando uma resina de troca ibnica
a base de amina quaternaria. Vale destacar que esse material apresenta
inconveniente pelo fato de ser considerado um trocador ibnico forte que pode dificultar
a etapa de eluicdo por reter indesejavelmente grupos fortemente acidos. O processo
ainda é considerado laborioso, pois exige varias etapas, que incluem a extracao
acidificada, conversao quimica de acidos a ésteres, o que limita o processo a técnica
de cromatografia liquida com detecc¢éao por ultravioleta (HPLC-UV).

Levine et al.*>® descreve um processo de extracdo de acidos nafténicos de alta
massa molecular a partir de sal de naftenato de calcio. A metodologia utiliza um
método denominado de duplo solvente, mas que mantém o principio da extracdo por
acidificacdo, conversao dos sais de naftenatos em acidos. No entanto, esse método
tem como objetivo obter ARN em escala industrial para aplicar em processos que néo
exigem graus de pureza elevados.

Diante dos procedimentos de obtencdo de ARN apresentados, verifica-se a
necessidade do desenvolvimento de métodos mais eficientes para uma melhor
elucidacdo estrutural desses acidos, a partir de uma matriz de depdsitos de
naftenatos.

A transformacéo de depdsitos de naftenatos, formados em
unidades de producdo, em uma amostra padrao de alto valor agregado, confere
vantagem econdmica ao conceito de tratamento de residuo. Sendo um diferencial
frente a processos de sintese quimica para a producdo de moléculas padrées ARN e
também de outros ANs de menores Mw que possam estar presentes no depdésito.
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1.7 Conclusdes e desafios

Inegaveis sdo as adversidades geradas pela presenca de ANs na industria do
petréleo. Uma vez que sob certas condi¢cdes, conferem um expressivo impacto na
produtividade e consequentemente no valor econémico ao petroéleo.

Diante disso, relevante e crescente € o desenvolvimento cientifico a respeito das
implicacdes relacionadas aos ANs. No entanto, ainda ha muito a ser elucidado em
relacdo aos ANs na industria do petréleo, como as intera¢cdes dos ANs com outras
espécies quimicas, diferentes metais e possibilidades de formacdo de camadas
passivadoras que podem ou ndo potencializar a corrosao nafténica. Bem como, a
investigacdo das propriedades interfaciais que envolvem o equilibrio de particdo e
acido-base, considerando o pH e a presenca de cations mono e divalentes na agua
produzida, o que pode implicar na formacdo de naftenatos responsaveis pela
estabilizacdo de emulsdes ou formacado de depdsitos. Outrossim, pesquisas sobre os
fenbmenos que envolvem os mecanismos de predicdo e também de inibicdo da
deposicao de naftenato de calcio em sistemas de producéo de petroleo séo fortemente
encorajadas.

No entanto, como constituinte natural de depdsitos de hidrocarbonetos, a andlise,
extracdo e caracterizagcdo de ANs ndo sao triviais. Compreender o comportamento
dessas espécies é desafiador diante de suas complexidades fisica e molecular em
diferentes matrizes relacionadas ao petroleo.

Diante disso, o avanco na elucidacdo das espécies de ANs e seus efeitos nas
unidades produtivas continua apresentando importantes desafios analiticos, tais
como: o desenvolvimento de métodos para preparo, deteccdo, determinacéo,
remocao, isolamento e caracterizacdo de ANs a partir de sua matriz, que pode instigar
a comunidade cientifica e impulsionar o avanc¢o tecnoldgico, que é essencial para o

progresso da industria do petroleo.

O capitulo 1 foi publicado na Fuel, 319, 123775, 2022.
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2. CAPITULO 2 - ISOLAMENTO DE éCIDOS TETRAMERICOS DE DEPOSITOS DE
NAFTENATOS E CARACTERIZACAO POR TECNICAS ANALITICAS DE ALTA
RESOLUCAO (RMN, ESI(-)FT-ICR MS E ESI(-)ORBITRAP MS)

2.1 INTRODUCAO

Depositos de naftenatos de céalcio sdo normalmente encontrados em instalacdes
de superficies, como separadores de Oleo-4gua, de recuperacdo e
dessalinizadores. 151922125154 Estes depdsitos podem causar sérios problemas
durante o transporte, separacdo e producdo de petrdleo, como paralizacbes nao

planejadas e aumento dos custos operacionais.1922:23.154

Esse tipo de ocorréncia é mundialmente reconhecido como um fenémeno
desafiador no processamento de petréleos acidos.’ Isso porque a precipitacdo de
naftenatos esta potencialmente associada a recuperacdo de petréleos imaturos e
pesados, que acumulam &cidos organicos (acidos nafténicos, ANs) oriundos da
biodegradacédo de hidrocarbonetos.?12> Contudo, a literatura mostra que a formacgéo
de depdsitos de naftenato de calcio ndo se limita a 4cidos e 6leos pesados, mas inclui

uma variedade dessas caracteristicas.1®

Em geral, a deposicdo de naftenatos ocorre durante o transporte de fluidos
reservatério para as instalacdes de superficie, mediante a queda da pressédo e
liberacdo de dioxido de carbono (CO2), que aumenta o pH da agua produzida,
provocando a dissociacao dos ANs, presentes na interface o/a, que por fim combinam
com cations metalicos (neste caso o fon Ca?") produzindo sal de naftenato

insollvel,40:116.125.154 conforme as equacdes a seguir:1%®

HCOs + H* - 1CO2 + H20 (11)
RCOOH + OH = RCOO" + H20 (12)
2 RCOO + Ca?*-» | (RCOO0)2Ca (13)

Além da composicdo da agua de producéo (pH e teor de bicarbonato),?2125154 g
formacédo do deposito depende principalmente da presenca de um grupo especifico
de ANs tetraméricos de alto massa molecular (do inglés molecular weight, Mw), cerca
de 1230 Da,'* por vezes denominado ARN,'>137 termo noruegués para aguia®® ou

mesmo tetra-acidos Cso (abreviado Cgo-TA).137:1%6
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Esses &cidos sdo providos de quatro terminagbes carboxilicas e cadeias
carbdnicas alifaticas que podem variar de Ceso-s2 cOm um amplo niamero de anéis e
duplas ligacbes (do inglés double bond equivalente, DBE), devido a variedade dos

numeros unidades de ciclopentenil presentes nas estruturas dessas espécies.®221%4

Os quatro grupos carboxilicos existentes, conferem a essas espécies a capacidade
da estrutura de realizar ligacdes cruzadas com cétions divalentes e formar camadas
de redes estendidas (Figura 14ab).161%> Essa caracteristica, atribui ao ARN a
formacgao de um sal (naftenato) de estrutura polimérica, de comportamento “pegajoso”
e alta atividade interfacial que favorece a sua deposicdo, mesmo que em baixa
concentracéo no éleo cru.16.23

(a) Ef aranha "e?f ;[b]‘ .??zf ;LLH;
EANN O A A

CaJI Ca}!' ca.n cah Cah ! Ca“ ca)+ cazl ca?-

(c)
M, = 1231 Da
HOOC COOH DBE = 10

Figura 14. llustracdo das possibilidades de reticulacdo entre o ion célcio e ARN (a); monoacidos e
moléculas de ARN vizinhas em diferentes conformacdes??> (b) e; estrutura quimica tipica do tetra-acido
contendo seis anéis, nimero de carbono de Cso, DBE = 10, Mw = 1231 Da e férmula molecular de M =
CsoH14108% (C).

A Figura 14c apresenta a estrutura de um ARN natural, de maior abundéancia, que
foi encontrado em um deposito na Africa Ocidental'®125 que apresenta seis anéis
nafténicos e quatro grupos acidos, totalizando 10 insaturacdes, indicado pelo DBE.

Reporta-se que os ARN ocorrem em baixa concentracdo (0,6 — 3,6 ppm) no
petréleo cru,’*149150 mas sdo predominantes nos depdsitos de naftenato de célcio
(28-40 %m/m)3%:12:37.154 o que justifica a obtencdo de ARN a partir de depoésitos de
naftenatos. Por esse motivo as metodologias de recuperagcdo de ARN a partir de
hidrocarbonetos liquidos e em petrleo brutol40.141.142,143,144,145146  permanecem

limitadas a quantidade e ao grau de pureza exigidos a certas aplicacdes.'14134.147
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Assim, a retirada de ARN dos depoésitos de naftenato de célcio, além de ser
vantajosa no potencial de reaproveitamento de residuo, que € um passivo ambiental
relevante, pode reduzir danos ambientais, bem como evitar uma possivel liberacdo de
ANs, principalmente ARN, para o ambiente e migracdo para algum curso de agua.

Convencionalmente, ARN s&o obtidos a partir de sua matriz, por extracéo
acidificada, que consiste em submeter o sal de naftenato a um acido aquoso e um a
solvente organico para a sua recuperacgdo.??40130136,151,152° Neste processo €
importante que a razdo volumétrica entre as duas solucdes seja suficiente para que
os de sais de naftenatos sejam convertidos em mondmeros de Aacidos livres
dissolvidos na fase organica, deixando os contra-ions na fase aquosa.*® Para um sal
de naftenato de calcio, a reacdo se processaria como representada na equacao (14).

aH*
Ca,ARN == H,ARN + 2Ca* (14)

fase organica  fase aquosa

A partir desta etapa, os acidos podem ser recuperados por secagem sob corrente
de nitrogénio,?>74130 por filtracdo e rotoevaporacdo do solvente sob o controle de
temperatural®152 ou por filtracdo e evaporacdo do solvente a temperatura
ambiente. 136153

Contudo, os procedimentos reportados na literatura nem sempre fornecem pureza
satisfatoria para os ARN, uma vez que em um mesmo depdsito nafténico, o teor de
ARN pode variar de uma extragdo para outra.'161% |sto porque outros constituintes,
principalmente outros tipos de ANs, podem estar presentes no petréleo que originou
0 depdsito.125154

Neste ambito, algumas estratégias analiticas auxiliares podem ser utilizadas
adicionalmente na identificacdo e isolamento de ARN.109132154 E comum converter
ANs em geral, inclusive os tretra-acidos, em ésteres metilicos a fim de diminuir a
polaridade, aumentar a volatilidade e, em alguns casos, intensificar a sensibilidade de
deteccéo.1516.19.74,87,137,154 Ng entanto, isso pode tornar o processo laborioso, por exigir
uma etapa a mais (derivatizacédo quimica)!?® e limitar-se apenas a técnicas analiticas

com detecgao por ultra-violeta.
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Outra estratégia que se destaca na obtencdo de ANs, em geral, a partir de sua
matriz € a extracdo em fase sélida (solid phase extraction - SPE)?1:5556.6986,
89,108,109,116,154 Barros et al.?! aplicou a SPE para obtencdo de ANs em amostras de
petréleo, empregando um material sorvente a base de silica com grupos funcionais
de aminopropil (AFS), que sao trocadores idnicos mais fracos do que sorventes de
amina quaternaria, sendo ideal para interagir com analitos fortemente acidos ou com
multiplos grupos acidos.t>"158

Com relacdo a obtencdo de ARN por SPE a partir de naftenatos, um método
bastante citado na literatura3?:40:116:132,134,137,152,154,155,159,160 enyolve 0 uso de sorventes
a base de carboidratos.1®® No entanto, é considerado desvantajoso por requerer um
consumo significativo de solvente e o produto obtido permanece contaminado
principalmente com monodacidos.*-116.125 Qutra estratégia conhecida na obtencéo de
ARN por SPE utiliza uma resina de troca i6nica a base de amina quaternéria,?7.154
que apresenta o inconveniente de ser um trocador iGnico forte que pode dificultar a
etapa de eluicao e reter indesejavelmente grupos fortemente acidos.

E importante destacar que um dos fatores essenciais na escolha da estratégia de
separacdo é o método em que a amostra devera ser analisada. Neste cenario, a RMN
além de pioneira na elucidacdo de ARN,® tem uma importante contribuicdo na
literatura cientifica na compreenséo destas espécies.16:40.87.161

Igualmente, a espectrometria de massas de ressonancia ciclotrénica de ions com
transformada de Fourier (do inglés Fourier transform ion cyclotron ressonance mass
spectrometry (FT-ICR MS) denota de expressivas aplicagcdes em estudos acerca da
compreensdo daquelas espécies.'>2274130 Com seu ultra-alto poder de resolucdo e
exatiddo de massas, o FT-ICR MS permite determinar inequivocamente férmulas
moleculares e definir com precisdo assinaturas isotopicas.’”® E pioneira na
petrolebmica. Redefiniu as andlises da composicao de 6leo bruto e de suas fracées.

Por pelo menos duas déecadas, a maioria das pesquisas envolvendo petréleo e
espectrometria de alta resolucéo inclui a FT-ICR MS. A técnica aliada a ionizagéo por
eletrospray ESI(-) é essencial para caracterizar diferentes ANs de massa muito
semelhante e de mesma classe de heteroatomo em uma mistura complexa.321130 A
ESI & uma técnica de ionizagdo suave e produz ions com uma fragmenta¢cdo minima
da amostra,'3® amplamente empregada por sua aplicacdo em diferentes classes de

compostos e a possibilidade de ser acoplada a outros analisadores.3°
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A ESI associada a espectrometria de massas Orbitrap (Orbitrap MS) fornece uma
resolucdo de massa suficiente para atribuir formulas moleculares a componentes
individuais presentes em misturas, especialmente aqueles componentes em
abundancia relativamente alta.®”162163 Embora o poder de resolucdo de massa ser
inferior ao instrumento FT-ICR,62163 3 viabilidade econémica apresentada pelo
Orbitrap MS é um importante diferencial para aplicacédo da técnica.1641% |sso porque,
para o funcionamento do espectrémetro Orbitrap MS, um campo elétrico € utilizado
em vez de um campo magnético que demanda menor custo de manutencdo com
relacdo ao FT-ICR MS,164.165

Considerando o que foi apresentado, devido a necessidade de desenvolver novas
e eficientes metodologias de recuperacdo de ARN em depadsitos residuais formados
em unidades de producdo de petréleo, apresentamos um método alternativo de
isolamento especifico de ARN de depoésitos de naftenato de célcio, bem como a
separacdo de outros ANs de menor Mw que estdo presentes no depdsito. Aqui,
avaliamos a pureza da fracdo de interesse e investigamos a composi¢cdo quimica da

espécie obtida no fracionamento por RMN, Orbitrap MS e FT-ICR MS.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia para o isolamento especifico de &cidos tetraméricos
de outros acidos organicos extraidos a partir de depdsitos de naftenatos e

caracterizacao por técnicas analiticas de alta resolucao.

2.2.2 Objetivos especificos

e Promover a limpeza das amostras de depésitos de naftenatos de célcio sob
a remocéo 6leo residual;

e Converter os sais de naftenatos presentes no deposito a acidos
carboxilicos;

e Realizar o isolamento dos acidos tetraméricos de outros acidos organicos
extraidos de depdsitos de naftenatos por extracdo em fase solida;

e Caracterizar 0 extrato de acido organico e as fracdes acidas obtidas por
técnicas analiticas de alta resolugédo, como RMN, Orbitrap MS e FT-ICR MS;

e Determinar a pureza da fragao de interesse.
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2.3 METODOLOGIA

2.3.1. Materiais e reagentes

Todos os produtos quimicos empregados eram de grau analitico (pureza superior
a 99,5%). Tolueno, &cido cloridrico, cloroformio e diclorometano (DCM), sendo
fornecido pela Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, Brasil. Metanol e sulfato
de sodio anidro pela Dinamica Quimica Contemporanea Ltda, Indaiatuba, Brasil. O
acido férmico, o acido benzéico, o cloroférmio-d (99,8% atomo D, contém 0,03% v/v,
TMS) e o hidréxido de amonio foram adquiridos na Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA. Um
cartucho mega bond elut-NHz, 2g x 12 mL, foi fornecido pela Agilent Technologies,
Santa Clara, EUA.

Foram estudadas duas amostras de depdsitos de naftenato de calcio,
referenciados como depésito A e depdsito B, do mesmo campo de producéo
localizado na bacia sedimentar da costa brasileira, fornecido pelo
CENPES/PETROBRAS (Rio de Janeiro, Brasil).

2.3.2. Obtencédo das fracdes acidas a partir do depdsito de naftenatos

Neste estudo, uma amostra de aproximadamente 20,6 g do depdsito A foi
submetida a remocao do 6leo residual, em banho ultrassénico, utilizando tolueno
seguido de diclorometano por repetidas vezes até que o solvente tornasse incolor ou
préximo disso.22:152

Em seguida, 80 mL de solugéo de HCI 6 mol L't e 300 mL de cloroférmio foram
adicionados em ~ 4,1 g ao depdsito A limpo. A mistura foi mantida sob agitacao
magnética por 25 h. Posteriormente, a mistura foi transferida para um funil de
separacao de 1 L e a fase aquosa (fase superior) foi descartada. A fase organica foi
submetida a extracao liquido-liquido, em triplicata, com solucédo de HCI 0,1 mol L e
a seguir com agua deionizada. A fase organica foi transferida para um Erlenmeyer de
1 L e sulfato de sédio anidro foi adicionado para remover a agua residual. A mistura
foi filtrada com de papel de filtro e deixada evaporar em uma coifa em temperatura
ambiente, conforme mostrado na Figura 15a. Finalmente, o extrato de acido organico
foi pesado e caracterizado. O método aqui aplicado, foi adaptado de Bertelli et al.136

ARN foram isolados de depdsitos de naftenato usando o método de patente
depositada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) n.° BR 10 2020
025105 8 de 09 dezembro de 2020. Assim, aproximadamente 200 mg do extrato de
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acido organico diluido em 2 mL de DCM foram submetidos a SPE utilizando um
material adsorvente AFS, previamente testado, por meio de uma sequéncia de elui¢ao
(Figura 15a), a partir da adaptacéo do procedimento e abordado por Barros et al.?*
Na SPE foram omitidas as primeiras fracfes coletadas resultantes da etapa de
limpeza (CU, do inglés clean up) obtidas por eluicdo com: (i) DCM, (ii) solucdo de
DCM:MeOH (1:1 v/v), (iii) MeOH e (iv) solugcao de MeOH:H20 (70:30 v/v), Figura 15b.
As espécies acidas foram removidas com adi¢éao de acido férmico (AF) aos gradientes
de eluicdo. As principais fracdes acidas (de FAL1 a FA4) foram caracterizadas por FT-
ICR MS e Orbitrap MS, RMN de H e 13C. As andlises do Orbitrap MS foram realizadas
no LACEM/ Instituto de Quimica, da UFG (Goiania, Brasil), as analises e ensaios

foram realizados no Labpetro/UFES (Vitoria, Brasil).

O extrato de acidos organicos obtido a partir do depdsito B, também, foi submetido
a SPE sem a etapa de limpeza, originando as fragdes FAls-FA4s (que foram
caracterizadas por FT-ICR MS).

extragdo J i s
: Ad NH,4),SO
( ) r——————- ‘i e - 'i agua deionizada ‘ igfio (NH),50,
a | | 4 Fase organica =
| adi¢3o de : | adiggo de : -
[ tolueno | : diclorometano I ’ extragdo ) .
: . L My | HCI 0,1 mol/L Eiltracio
Depsito com | biaiho : o~ banho : ——_ 1 Faseorghnica )
6leo residual v | | . || It 5 | r |
I ultrassonico | | ultrassonico | || +80mLHCI(6 mol/L) || ‘ evaporagio
| ] Lo | : +300 mL CHCl, : _
| | | |
: retirada do | | | retiradado | | o |
| | sobrenadante | | | | sobrenadante | | : t ‘ Depésito limpo | Extrato acido organico
(L [ A e | N |
pré-lavagem até o pré-lavagem Agitagdo 25 horas
solvente sair incolor ou até o solvente sair
—————______ _proximodisso __ _ _ _ | incolor _ _ _ _ _
(b) Extrag3o SPE (C)
Condicionamento da
coluna
FA4 FAS
MeOH:AF (10055) |-, DEN MeCHAE
‘ Adigdo do extrato de | | (5:95:5)
4cidos orgénicos [
FA3 FA6
Clean up MeOH:H20:AF DCM:MeOH:AF
(90:10:5) (20:80:5)
FA1 FA2 FA7
MeOH:H20:AF MeOH:H20:AF DCM:MeOH:AF
(70:30:5) (8032035] (50:50:5)

——
Figura 15. Esquema de extracdo de ANs: (a) limpeza do depésito nafténico e obtencdo do extrato acido
organico e (b) o fracionamento do extrato de acido organico por SPE. Imagens da (c) sequéncia de
fracdes obtidas no processo, destacando as (d) fracdes acidas.
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2.3.3. RMN de 'H e 13C

Os experimentos foram realizados em um espectrometro da Varian-Agilent
(VNMRS400) operado sob um campo magnético de 9,4 T, por meio de uma sonda de
5 mm Broad Band *H/*°F/X a 25 °C. Todos os espectros foram processados usando o
ACD/Spectrus Processor 2020.1.0 (ACD/Labs, Toronto, Canada). Aproximadamente
20 mg de amostra foram diluidos em 600 pL de cloroférmio deuterado (CDCls). Como
referencial das mudancas quimicas nos espectros de RMN de 'H e 13C, foram usados,
respectivamente, o tetrametilsilano (TMS) e o sinal do CDCls remanescente (6: 77,23
ppm).

As andlises de RMN de 'H foram realizadas sob os parametros: frequéncia de
399,73 MHz, janela espectral de 6410,3 Hz, sequéncia de pulso S2pul, tempo de
aquisicdo de 3,4 s, tempo de espera 1,2 s e 128 scans.3¢ Durante a andlise de RMN
de 3C uma solucéo de Cr(Acac)z em CDCIs foi empregada como agente de relaxacdo
e 0s parametros ajustados para uma frequéncia de 100,52 MHz, janela espectral
25.000 Hz, sequéncia de pulso S2pul, tempo de aquisi¢do de 1,3 s, tempo de espera
7,0 s e 512 scans.

Os espectros de RMN de 'H e 13C das amostras foram determinados por meio da

integracao das regides assinalamento estrutural conforme mostrado na Tabela 2

Tabela 2. Atribuicdes estruturais para RMN de 1H e 13C.16658

Parametro molecular/

Faixa & (ppm) Referéncia

Hidrogénio parafinicos do tipo CHs, em posi¢do y e/ou mais em relagdo ao

Hy (0,1-1,0) sistema aromatico
Hp (1,0-2,0) Hidrogénios parafinicos ou nafténicos do tipo CH2, em posi¢édo 3 ao sistema
ALY aromético e alquis terminais.
Hidrogénios parafinicos ou nafténicos do tipo CH, CH2 e CHs, ligados a
Ha (2,0-4,5) sistemas aromaticos na posicao a e outros grupos que podem aparecer nesta
regido (-OH e -SH).
Hol (4,5-6,0) Hidrogénios olefinicos.
Har (6,0-9,0) Hidrogénios aromaticos.
Haigrcar (9.0-12,0) Hidrogénios de aldeidos e acidos carboxilicos.
Calq (3,0-75,0) Carbono alifatico total.
Car (110-160,0) Carbono aromatico total.
Coebx (160,0-190,0) Carbono carboxilico/quinalinico.

Cebn (190,0-220,0) Carbonos aldeidico/cetbnico.
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2.3.4. ESI(-)FT-ICR MS e ESI(-)Orbitrap MS

As analises ESI(-)FT-ICR MS foram realizadas em um espectrémetro de massas
FT-ICR (Bruker Daltonics Bremen, Alemanha, modelo 9,4 T Solarix) configurado para
operar em uma faixa dindmica de aquisicdo de ions na cela de ICR com m/z 200-
1500_21,80,162,167

As amostras foram dissolvidas ~10 pg mL* em tolueno:metanol (1:1) a 0,1% m/v
de NH4OH. As solugdes resultantes foram injetadas na fonte ESI(-) a um fluxo de 2,0
uL mint. As condicdes de operacdo da fonte de ESI(-) foram: voltagem no capilar de
3600 V, temperatura e fluxo do gas de secagem de 180°C e 4 L min?,
respectivamente, pressao de gas nebulizador de 1,0 bar, placa final offset de 500 V,
collision voltage de 2,0 V, skimmer -25,0 V.

Os espectros de massas foram adquiridos por meio de 200 varreduras de sinais
transientes de dominio de tempo de 4M (mega-point) com um tempo de acumulagéo
de ions de 0,001 s e tempo de voo (TOF) de 0,9 ms. Antes da aquisicdo, 0
equipamento foi calibrado externamente a partir de uma solugdo de L-arginina (m/z
200-1500).167 Os espectros obtidos foram recalibrados no software Compass
DataAnalysis 4,0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) utilizando um conjunto de
compostos alquilados homélogos mais abundantes para cada amostra.?1:89.162.167

Um poder de resolugao, m/Amso% = 514.000 — 571.000 (sendo que m/Amsox% € a
largura a meia altura do sinal m/z 400)?1.162.167 g exatiddo de massa inferior a 3 ppm e
as atribuicdes de férmulas moleculares inequivocas para todos os ions.

Os dados de ESI(-) Orbitrap MS foram obtidos com um espectrometro de massas
Q-Exactive Hybrid Quadrupole-Orbitrap (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha).162 A
metodologia de preparo foi semelhante ao usado para as analises por FT-ICR MS,
onde as solucbes preparadas na concentracdo de ~10 pg mL?t. As solucGes
resultantes foram injetadas na fonte ES(-) sob as seguintes condi¢bes de operacao:
voltagem do spray 2,8 kV; faixa de massa m/z 100 a 1300; Sheath gas 10-20; S-lens
50-100; temperatura do capilar 275°C.

Os dados foram processados pelo software Composer (Sierra Analytics,
Pesadena, CA, EUA) e foram determinadas as composi¢des elementares de acordo

com valores de m/z.
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2.3.5. Determinacao da pureza da frag&o concentrada de acidos tetraméricos

Uma porcdo do depdsito B foi submetida a remocéo de petroleo residual por
extragdo solido-liquido via Soxhlet conforme procedimento estabelecidos por
Albuguerque®® e Albuquerque e Lopes.'%? Cerca de 5,0223 g desse depdsito limpo
foi tratado com HCI e o extrato de &cidos organicos obtido foi submetido a SPE, como
descrito anteriormente (Figura 15). O teor de ARN existente na amostra (fracdo FA4,
obtidos a partir do depdsito B) foi determinado pela adicdo de uma quantidade
conhecida de um composto padrao (acido benzoico) em CDCIs e analise de RMN de
'H conforme Simon et al.*>*

A determinacdo da pureza do ARN existente nas amostras (extrato de acidos
organicos e na fracdo de interesse, FA4, obtidos do depdsito B) foi obtida pela
integracao do sinal espectral do &cido benzdico (8,1 ppm) e do ARN (2,11 a 2,30 ppm)
observado no espectro de RMN de 'H, em relacdo ao Mw do acido benzéico (122,12
g molt) e as amostras, calculadas a partir da equacéo (15).1>*

mpa.Areaz 11-2.30ppm-MARN
P =50 ~230pp (15)
Mpa.Areag 1ppm-MARN

Sendo Msa € mea Sd0 0s respectivos o Mw (122,12 g mol?) e a massa de &cido
benzodico adicionada na amostra a ser determinada a pureza (P), € Marn € MarN SA0
os respectivos Mw (determinado por ESI(-)FT-ICR MS) e suas quantidades de massa

usadas na andlise.

2.3.5 ESI(-)MS/MS

Os experimentos de espectrometria de massas em tandem (MS") foram
realizados em um LTQ, (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha). A metodologia de
preparacdo da amostra foi utilizada na andlise FT-ICR MS, com ~ 10 ug mL*?. As
solucdes resultantes foram injetadas na fonte ESI(-) em um fluxo de 3,0 uL mint, nas
condi¢cbes de operacao: temperatura do aquecedor de 50 °C, sheath gas flow de 10
(unidade arbitraria), fluxo de gas auxiliar de 5 (arbitrario unidade), iso spray voltage de
4 kV, temperatura do capilar de 275 °C, tube lens de 109 V e tenséo do capilar de 33
V.
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Os espectros ESI(-)MS/MS foram adquiridos com controle automatico de ganho
com média de 200 microscans para cada espectro com janela de isolamento de 1,0
(unidades m/z) e 16-22% da energia de colisdo. Os espectros foram processados

usando o software Xcalibur (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha).

2.4. RESULTADOS E DISCUSSOES

2.4.1. Obtencédo das fracdes acidas a partir do depdsito de naftenatos

A limpeza do depdsito A com lavagem repetida com tolueno e diclorometano
resultou em uma massa de ~4,1 g de depdsito limpo e seco (~20 %m/m) de
recuperacao. A partir disso, obteve-se 1,9 g extrato de acidos organicos, que responde
a um rendimento proximo a 47,7 %m/m.

Na SPE, a dessorcéo dos ANs da fase estacionaria, AFS, ocorreu pela adicdo de
AF adicionado ao gradiente de eluicdo. A eluicdo dos ANs menores foi facilitada pela
adicdo de agua. Uma vez que a formacdo de ligacdes de hidrogénio aumenta a
solubilidade dos acidos carboxilicos.1’® No entanto, para os acidos de cadeia maior, a
solubilidade em agua decresce devido ao fato da cadeia carbbnica se tornar a parte
mais significativa da molécula.1’®

Os ANs foram recuperados em funcdo ao aumento de Mw dos compostos, por
causa da reducao gradativa da polaridade dos solventes empregados. Isso € devido
a maior afinidade que moléculas de massa maiores possuem com solventes apolares
eluidos no modo de fase reversa.'’! De forma que apés a SPE, as recuperacées das
principais fracGes acidas FAL, FA2, FA3 e FA4 ficaram proximas de 9,2%, 7,2%, 4,1%
e 68,8% (%m/m), respectivamente.

2.4.2. RMN de 'H e 13C

A Figura 16 mostra os espectros de RMN de 'H do extrato de acido organico obtido
do depdsito A e suas principais fracfes de acido (FA1-FA4). Os espectros revelaram
gue, em todas as amostras, h4 uma predominancia de sinais na regido dos
hidrogénios alifaticos (5 = 0,1-4,5 ppm),16 com destaque para a regido entre 0,7 e 1,4
ppm atribuida a sobreposic&o do metil e grupos metilénicos.5” E possivel observar que
uma banda entre 0 d de 2,1 e 2,5 ppm indicando a presenca de hidrogénios adjacentes

ao Acido carboxilico (Ha camoxila) €m todos os espectros (Figura 16a-e).%8
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No entanto, os espectros de RMN de *H do extrato de &cido organico (Figura 16a)
e FA4 (Figura 16e) diferem dos demais, devido a presenca de um maior numero de
sinais nas regifes de 0,7-2,7 ppm, que sao tipicos de acidos tetraproticos, referindo-
se a hidrogénios ligados a cadeias de hidrocarbonetos alifaticos e ciclicos 16:136.154
sendo os sinais proximos da faixa entre 2,11 e 2,30 ppm correspondem a quatro Ha
para a carbonila de ARN (como destacado na cor azul da estrutura do ARN na
insercdo de Figura 16).136.154 O espectro de RMN de 'H da fracdo FA4 revelou um
sinal em 3,65 ppm que se refere, possivelmente, a protons metilicos do metanol

remanescente da eluicéo.

Extrato de acidos orgdnicos
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Figura 16. Espectro de RMN de *H do extrato de acidos orgénicos do deposito de naftenatos A e suas
principais fracdes (FA1-FA4).
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Como o que foi previsto pelos dados de RMN de 'H, os espectros de RMN de 3C
(Figura 17) revelaram uma maior concentracdo de sinais na regiao dos carbonos
alifaticos totais (sinais de mudanga quimica na faixa &: 3,0-75,0 ppm).1%® Da mesma
forma, o extrato de acido organico (Figura 17a) e a fracdo FA4 (Figura 17e) diferiram
dos demais, apresentando um maior niumero de sinais naquela regido. Além disso,
apenas os espectros de RMN de *3C dessas amostras (Figura 17a e 17e) revelaram
visualmente a presenca de sinais na regido entre 160-185 ppm para o grupo carbonil
de acidos carboxilicos. %’ E ainda, um sinal em 51,5 ppm no espectro de RMN de 3C

da fracdo FA4 que confirmou presenca de metanol remanescente da eluicéo.

Extrato de acidos organicos
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Figura 17. Espectro de RMN de 13C do extrato de acidos organicos do deposito de naftenatos A e
suas principais fraces (FA1-FA4).
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As caracteristicas moleculares foram avaliadas a partir da integracéo das regioes
de interesse reveladas nos espectros de RMN de *H (Figura 16), apés ajuste da linha
de base dos espectros e supressédo do sinal do solvente (CHCls, &: 7,25 ppm). As
abundancias relativas (em %mol) dos atomos de hidrogénio pela integracdo dos

espectros estao expressas na Tabela 3.

Tabela 3. Abundancia relativa de atomos de hidrogénio e carbono presentes no extrato de acido
organico obtido do depdsito de naftenatos A e suas principais fracdes acidas obtidas por RMN de 'H
agrupadas de acordo com sua faixa de deslocamento quimico.

Quantidade relativa

Parametro molecular/ Faixa 0

(ppm) Extrato de
écjdps FAl FA2 FA3 FA4

organicos
Hy (0,1-1,0) 23,3 16,9 17,8 18,7 20,0
Hs (1,0-2,0) 64,7 50,7 58,8 63,7 69,2
Ha (2,0-4,5) 9,0 20,8 15,0 12,4 10,9
Hol (4,5-6,0) 0,0 0,0 1,1 0,0 0,0
Har (6,0-9,0) 2,8 11,7 7,3 5,2 0,0
Haidrcar (9.0-12,0) 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0

A predominancia de compostos alquilicos presentes no extrato de acidos
organicos obtido a partir do depdsito A e de suas principais fracdes acidas (FA1-FA4)
€ confirmada e expressa pelo teor de hidrogénios alifaticos totais (Hy + Hpg + Ha), com
valores superiores a 88,4% para a FAL e superiores a 91% para as demais amostras.
Os resultados salientam uma diversidade estrutural entre as amostras devido a
variacdo das diferentes espécies de hidrogénios, sendo a presenca majoritaria de Hg
(64,7,50,7, 58,8, 63,7 e 69,2 %mol para o extrato de acidos organicos, FA1, FA2, FA3
e FA4, respectivamente), em todas as amostras, indica a existéncia de ramificacbes
confirmando a complexidade das estruturas.

As predominancias de Hg (de 58,8 a 69,2 mol%) e Hy (de 17,8 a 23,3 %mol) para
as amostras, sugerem que 0s compostos possuem cadeias longas e ramificacoes

confirmando a complexidade das estruturas.
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Por outro lado, € possivel observar menor proporcdo de Haq (valores de 9,0 e 10,9
%mol) para o extrato de acidos organicos e a fracdo FA4, o que é esperado para a
estrutura molecular de ARN (Ha < 10 %mol).'® Além do mais, a fracdo FA4 se difere e
se destaca, com relacdo as demais amostras, pela auséncia de hidrogénios
aromaticos.

A integracdo do espectro de RMN de 13C, apds ajuste da linha de base e supresséao
do sinal do solvente (CHCIs, 77,23 ppm), indicou a presenca de carbonos carboxilicos
(Ceox = 2,9 %omol) para a fragdo FA4, confirmou predominéncia de estruturas alquilicas
(Caq = 97,1 %mol) e atestou a auséncia de compostos aromaticos, em concordancia
com espécies tipicas de ARN.

2.4.3 ESI(-)FT-ICR MS e ESI(-)Orbitrap MS
e Caracterizacdo do extrato de acidos organicos obtido a partir de depdsito

nafténico

A Figura 18a apresenta o espectro de ESI(-)FT-ICR MS do extrato &cido obtido a
partir do depdsito A, as expansdes mostram os valores de m/z tedrico e experimental,
erro de massa (em ppm), férmula molecular e valores de DBE para os ANs
identificados. Os resultados mostraram que as classes Os4H] e Os[H] sao
predominantes no extrato de acidos organicos e se concentram em trés regides, que
se destacaram no espectro: (i) com um perfil gaussiano de m/z 200-600, atribuida a
uma mistura de compostos com predominancia da classe Os[H], que podem ser a
atribuidas espécies dimeras formadas pela auto-associacdo de ANs. Essas espécies
possuem os mesmos valores DBE de seus mondmeros constituintes (classe O2);?? (ii)
intervalo de m/z 610-640, atribuido a ions de carga dupla do tipo [MH]? (ARN?), devido
a desprotonacédo de dois grupos dos quatro grupos carboxilicos do acido tetramérico
original (ARN)??> e ainda mais; (iii) intervalo de m/z 950-1300, atribuido a fons
carregados individualmente do tipo [M-H]** (ARN), formado pela desprotonacéo de
apenas um dos grupos carboxilicos do ARN.??
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A Figura 18b apresenta o diagrama de distribuicdo de abundancia do DBE versus
o numero de carbono (NC) do extrato acido obtido a partir do depdsito A, para as
classes O4[H] e Osg[H]. O grafico revela que a presenca de compostos da classe O4[H],
que corresponde a uma mistura de: (i) espécies de dimeros formados pela auto-
associacao de ANs, com DBE variando de 2 a 8 e NC entre Cis a Css, dOS quais 0s
mais abundantes possuem DBE = 4 com NC de Cio a C23; e (ii) espécies ARN
duplamente carregadas, ARN?, com abundancia de espécies que possuem DBE = 8
com NC de Cao a Caa, isto é, Cso a Cs2 considerando o dobro do carbono devido a
carga dupla do ion. Por outro lado, podemos observar que a classe Os[H], ARN,
apresenta espécies quimicas mais abundantes com distribuicdo de NC variando de
C70a Cso e com alto grau de insaturacdo (DBE de 9 a 11). Este resultado é consistente
com a estrutura dos ANs tetrapréticos.1>22127 Foi possivel identificar 122 férmulas
moleculares das quais 37 foram atribuidas espécies de ARN, sendo possivel
identificar a presenca do tetra-acido natural Cso (Mw = 1230 g mol), denominado acido
hexaciclico Cso?° descrito nos trabalhos de Lutnaes e colaboradores.'® A alta
resolucdo e exatiddo de massa do FT-ICR MS forneceu a especiacdo quimica
detalhada dos ARN, que contém esqueletos de hidrocarbonetos com NC de Ceo a Css
e DBE de 8 e 12, bem como espécies duplamente carregadas (Figura 18b).
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Figura 18. (a) Espectro ESI(-)FT-ICR MS do extrato de acido organico obtido do depodsito A. As
expansfGes mostram os valores de m/z teérica e experimental, erro de massa (em ppm) e férmula
molecular das principais espécies de ANs identificadas. (b) DBE versus nimero de carbono de ESI(-
)JFT-ICR MS para as classes O4[H] e Og[H] presentes no extrato de acido organico obtido a partir do

depdsito de naftenatos A.
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e Caracterizacdo das fra¢ges acidas

Apesar do deposito A ser constituido principalmente por ARN, estdo presentes
também espécies acidas de menores Mw, principalmente ANs, que foram
seletivamente acumuladas a partir de seus 6leos de origem.??23151 Portanto, o
presente estudo apresenta uma nova metodologia de separacao para isolar os ARN
das diferentes espécies acidas que estdo presentes no extrato de acidos organicos
obtido a partir do depésito de naftenatos. A técnica de SPE aqui empregada, a partir
da adaptacédo do procedimento, é abordado por Barros et al.?!

Assim, a Figura 19a exibe os espectros de ESI(-)FT-ICR MS e ESI(-)Orbitrap para
as fracdes (FA1-FA4) obtidas do extrato de acidos organicos do depdsito A. Em geral,
em ambas as técnicas, 0s espectros correspondentes as fracfes exibiram um
aumento gradual de valores m/z (200 — 1300) em funcéo da reducao da polaridade do
gradiente de eluicao.

Os resultados ESI(-)FT-ICR MS mostraram um Mw médio de 372,6, 519,8, 836,7 e
1196,9 Da, e atribuiram formulas moleculares de 169, 244, 180 e 110 as fragbes FA1-
FA4, respectivamente. Contudo, para ESI(-)Orbitrap MS os valores de Mw
encontrados (375,6, 533,7, 544,4, 1194,8 Da) foram proximos aos mostrados por
ESI(-)FT-ICR MS, mas com um numero reduzido de atribuicdes de formulas
moleculares (296, 79, 62, 66) na mesma ordem (FA1-FA4).

Os espectros das fragbes FA1 e FA2 (Figura 19ab) mostraram gaussianas
separadas em funcao dos valores de Mw, com uma distribuicdo de m/z ~200-630. Por
outro lado, os espectros das fracbes FA3 apresentaram uma faixa maior de
distribuicdo de m/z ~460-1200. O espectro de massa da fracdo FA4 mostrou
importantes sinais nos m/z 610-650 e 950-1300, que correspondem tipicamente a ions

com carga dupla e mono carregados de espécies de ARN.??
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(d) ESI(-)Orbitrap MS para FA4
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Figura 19. (a) Espectros de massa de extrato de acido organico do depdsito de naftenato A e suas principais fracdes (FA1-FA4) obtidos por ESI(-)FT-ICR MS,
(b) ESI(-)Orbitrap MS e; (c) e (d) suas expansdes, que mostram os valores de m/z experimental, a erro de massa (em ppm) e a férmula molecular das principais
espécies de ARN- identificadas.



A alta resolucéo e a exatiddo de massas fornecida pela ESI(-)FT-ICR MS mostrou
identificacdo detalhada e a diferenciacéo das espécies presentes na amostra. Tabela
4 apresenta atribuicdo de férmula molecular, DBE e exatiddo de massa para as
espécies da classe Os presentes na fracdo de FA4, atribuidos por ESI(-)FT-ICR MS.
Os ions de carga Unica mais abundantes sdo [CsiH1420s-H]1, [Cs1iH14408-H]! €
[C71H12408-H]t com os respectivos m/z 1242,062480, 1244,07806 e 1103,92154, e 0s
fons duplamente carregados de maior abundancia identificados séo [CsiH14108-2H]%,
[Ce1H14308-2H]?> e [CsoH14108-2H]> com m/z 620,52781, 621,53558 e 614,52782,

respectivamente.

Tabela 4. Atribuicao de férmulas moleculares, erro de massa (em ppm) e m/z medido e teérico obtidos
a partir de dados ESI(-)-FT-ICR MS para espécies da classe Og presentes na quarta fracéo acida (FA4)
do depésito de naftenato A.

lon M/Zmedido M/Ztesrico DBE Erro (ppm) TIC TIC (%)
[C70H12208-2H]* 544,44980 544,44971 11 0,16 1,7x108 2,3
[C71H12408-2H]% 551,45745 551,45753 11 0,15 4,3x10¢ 5,7
[C73H12708-2H]* 565,47313 565,47318 11 0,09 2,1x108 2,8
[C75H13108-2H]> 579,48857 579,48883 11 0,46 1,7x108 2,3
[CsoH14008-2H]* 613,52001 613,52013 12 0,20 4,0x106 5,3
[CeoH14108-2H]* 614,52782 614,52796 11 0,22 5,0x106 6,6
[Cs1H1390s-2H]* 619,52002 619,52013 13 0,18 4,6x108 6,1
[Ce1H14208-2H]* 620,52781 620,52796 12 0,24 1,2x107 15,9
[Cs1H14308-2H]> 621,53558 621,53578 11 0,34 7,6x106 10,0
[Cs2H14308-2H]* 627,53604 627,53578 12 0,41 2,2x10¢6 3,0
[Cs2H14508-2H]* 628,54369 628,54361 11 0,13 2,2x10¢6 29
[Cs2H14908-2H]* 630,55897 630,55926 9 0,46 2,0x10¢6 2,7
[Ce3H14508-2H]* 634,54363 634,54361 12 0,03 1,3x108 1,6
[CeaH11408-H] 1009,84401 1009,84409 8 0,09 1,9x108 24
[CesH1140s-H] 1021,84389 1021,84409 9 0,20 2,9x108 3,8
[CesH11608-H] 1023,85940 1023,85974 8 0,34 2,2x108 29
[Ce6H1160s-H] 1035,85928 1035,85974 10 0,45 4,3x108 5,7
[CesH11808-H]- 1037,87280 1037,87539 9 2,50 2,2x108 3,0
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[Ce7H11808-H] 1049,87471 1049,87539 9 0,65 4,9x108 6,5
[C70H12208-H] 1089,90584 1089,90669 10 0,78 2,2x107 27,8
[C71H12408-H] 1103,92154 1103,92234 10 0,73 3,9x107 51,3
[C72H12608-H]- 1117,93715 1117,93799 10 0,76 2,1x107 28,4
[C73H1280s8-H] 1131,95261 1131,95364 10 0,91 1,4x107 18,9
[C74H13008-H]- 1145,96864 1145,96929 10 0,58 7,9x10°8 10,5
[C75H13208-HJ 1159,98448 1159,98494 10 0,40 8,1x10°¢ 10,7
[C76H13408-H]- 1173,99952 1173,00059 10 0,91 1,3x107 16,6
[CsoH1380s-H] 1226,03055 1226,03189 12 1,10 4,4x108 5,8
[CeoH14008-H] 1228,04633 1228,04755 11 0,99 1,7x107 20,5
[CsoH1420s-H] 1230,06215 1230,0632 10 0,85 2,7x107 35,8
[CeoH14608-H] 1243,40935 1234,0945 8 0,82 7,9x10° 10,4
[Cs1H1400s-H] 1240,04700 1240,04755 12 0,44 2,4x107 314
[Ce1H14208-H] 1242,06256 1242,0632 11 0,51 7,0x107 92,8
[Cs1H1440s-H] 1244,07806 1244,07885 10 0,63 4,7x107 62,5
[Ces1H14808-H] 1248,10903 1248,11015 8 0,89 5,5x10° 7,3
[Cs2H14208-H] 1254,06196 1254,0632 12 0,98 5,6x10° 7,2
[Cs2H14408-H] 1256,07719 1256,07885 11 1,32 1,7x107 22,2
[Cs2H14608-H] 1258,09304 1258,09450 10 1,16 1,6x107 20,7
[Cs2H15008-H] 1262,12443 1262,1258 8 1,08 1,0x107 13,2
[Ca3H14408-H] 1268,07820 1268,07885 12 0,51 2,0x10¢ 2,7
[Ce3H15208-H] 1276,14031 1276,14145 8 0,89 1,7x10°% 2,3

E possivel observar a série do acido hexaciclico Cso, a qual corresponde as
formulas empiricas de CsoH13sOs, CsoH1400s, CsoH14208, CgoH14408 € CgoH1460s €
ainda os analogos Cs1 e Cs2, com uma variacao de DBE de 7 a 11, devido a variagao

do nimero de unidades de ciclopentenil presente nas estruturas.6.125
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A especiacdo acida detalhada revelou esqueletos de hidrocarbonetos entre Ces €
C76 com DBE de 10 e 11, que sao ARN de baixo Mw, como os ions [CesH1140s-HJ,
[Ce6H11608-H]" e [Ce7H11808-H]" (com o0s respectivos valores de m/z 1021,84508,
1035,85928 and 1049,87471) aos quais correspondem a série homologa CesH1130s,
CesH11508 e Ces7H1170s, separados por grupos CH:2 (14 Da) no esqueleto de
hidrocarboneto. E ainda, os ions dicarregados, do tipo ARN2, como [C7oH12208-2H]*
e [C71H12408-2H]* (m/z 544,44980 e 551,45745) e monocarregados, do tipo ARN,
[C70H12208-H], [C71H12408-H]" e [C72H1260s-H]- (m/z 1089,90584, 1103,92154 e
1117,93715) aos quais correspondem a série homoéloga C7oH1210s8, C71H1230s €

C72H1250s identificada por Juyal et al.”

Mapolelo et al.?? foram os primeiros a identificar ARN com baixa Mw e esclareceram
gue os depositos de naftenato poderiam ser usados para identificar sua origem com
base no tipo de classe e NC.??2 Os autores apresentaram uma especiacdo quimica
detalhada de depdésitos de naftenato por FT-ICR MS, mostrando que as espécies de
ARN sdao os principais constituintes de depdsitos de naftenato de célcio.

A expanséao do espectro de massa ESI(-)Orbitrap (Figura 19d) para FA4 na regiao
de m/z 1020-1300, referente aos ions ARN, confirmou a presenca de espécies ARN
de baixa Mw (Ces-76), como previsto por ESI(-)FT-ICR MS (Figura 19c). Os dados do
Orbitrap MS também foram capazes de identificar a série de homadlogos C7o-72, 0 que
foi confirmado por Juyal et al.”* Os autores relataram que espécies de ARN com
esqueletos de hidrocarbonetos Ceo-77 (baixo Mw) foram encontrados em depositos de
campo na América do Sul, indicando similaridade molecular entre espécies de
depositos da Africa Ocidental?27 e atribuindo a relagdo genética entre depositos de
campo em ambos os lados de o Oceano Atlantico.’

Para facilitar a compreensao, foi construido um histograma de classe quimica que
retrata a porcentagem relativa das classes de compostos presentes no extrato de
acidos organicos e de suas fracdes (FA1-FA4) identificadas por ESI(-)Orbitrap MS,
Figura 20b. Os resultados mostram uma predominancia de classes oxigenadas
atestando a presenca de acido em todas as amostras. Observe que ha diferencas na
abundancia de espécies entre os dados FT-ICR e Orbitrap. Isso pode ser atribuido ao
funcionamento de cada analisador, como seus principios eletrénicos e fisicos que
afetam a resolucéo e a exatiddo da massa e, por consequéncia, discriminam medidas

de valores m/z.162
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Porém, para o extrato &cido e as fracdes FAL, FA2 e FA3, ha uma variedade de
classes oxigenadas, com predominéncia da classe O4, como o0 que foi previsto por
ESI(-)FT-ICR MS e ressaltado na Figura 20a. Entretanto, a classe Os (classe dos
ARN) foi observada apenas para o extrato acido e fracao FA4.

(a) ESI{(-)FT-ICR MS
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OL._I-h-[ --_-l |_| ;.
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(b) ESI(-)Orbitrap MS
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Figura 20. Heterodtomo contendo a distribuicdo de classe dos compostos presentes no extrato de
acidos organicos do depdsito A e suas principais fracdes (FA1-FA4) identificadas por ESI(-)FT-ICR MS
(a) e ESI(-)Orbitrap MS (b).

A Figura 21 apresenta o diagrama de distribuicdo de abundancia do DBE versus
o NC, para as classes O4[H] e Og[H] do extrato de acidos organicos a partir do depdsito
de naftenatos de calcio e de suas principais fragdes identificadas por ESI(-)FT-ICR
MS e ESI(-)Orbitrap MS. E possivel notar uma significativa semelhanca dos graficos
gerados para as duas técnicas analiticas. Notem que as duas primeiras fraces (FAL
e FA2) apresentam majoritariamente compostos da classe Oas, enquanto a terceira
fracdo (FA3) concentra-se compostos espécies duplamente carregadas, como por
exemplo o ion [Cs1H14008-2H]? de m/z 620,52758, decorrente da desprotonacdo de
dois grupos dos quatro grupos carboxilicos dos ARN que o originou, Cs1H1400s.
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A quarta fracdo (FA4), além de apresentar estas espécies dicarregadas, se

destaca por apresentar predominantemente cadeias carbonicas longa (acima de Co)

e sobretudo para a classe Os (classe dos ARN) com dominio para cadeias com Cso €
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Figura 21. DBE versus numero de carbonos do extrato de acidos organicos do depdsito A e suas
principais fragcdes (FA1-FA4) geradas por ESI(-)FT-ICR MS e ESI(-)Orbitrap MS.

Apesar do numero de férmulas e resolucdo oferecidas pelo Orbitrap MS serem

menores, € importante observar as semelhancgas entre os resultados obtidos pelo FT-

ICR MS. Esses resultados indicam consisténcia entre os dados que garantem a

eficacia do meétodo de separacdo proposto em outro para gerar resultados

reprodutiveis que separem as espécies acidas, contidas no extrato de acido organico

do depdésito de naftenato de calcio, de acordo com seus diferentes valores de Mw e 0

isolamento de espécies ARN.
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Por outro lado, a técnica tem seu diferencial na viabilidade econémica,
conforme apresentado por Covas et al.'%° Eles abordaram a respeito da importancia
de desenvolver e aplicar métodos analiticos com analisadores de massa mais
acessiveis que permitam caracterizagées quimicas menos onerosas.'® Aqui, a ESI(-
)Orbitrap MS demonstrou um elevado poder de resolucdo na discriminagdo dos ANs
da mesma classe e massas semelhantes presentes nas fra¢des acidas, mostrando-

se como uma técnica promissora para a caracterizacao destas matrizes.

A Figura 22 mostra os espectros do extrato de acido organico e da fracdo de
interesse (FA4) obtida a partir do depdsito B. Os espectros de massa forneceram
perfis de assinatura caracteristicos da presenca de ARN, com uma faixa de massa
tipica™ com m/z ~500-650 e ~950-1300, e cadeias carbonicas que variaram de C71-83
e Ce0-70, cCOM 0 respectivo Mw=1011,7 e 1181,4 Da para a fracdo FA4 (Figura 22a) e

seu extrato de &cidos organicos (Figura 22b).

Mapolelo et al.**° elucidam que os espectros ESI(-)FT-ICR MS de ions negativos
obtidos de depdsitos de naftenato de calcio exibem dois picos estreitos devido a
presenca de ARN; ions individualmente carregados [M - H]" (ARN!) de m/z de 1225-
1270 e ions duplamente carregados [M - 2H]> (ARN) de m/z entre 615-630.22130
Aqui, as expansoes (Figura 22) revelaram que alguns sinais, como m/z de 614,52840,
620,52838, 627,53625, 1117,93904 e 1256,08002, tornaram-se mais intensos apos
SPE, na fracdo FA4, em comparacao ao extrato de acido organico devido a remocao
de espécies acidas com menor Mw, principalmente da classe Os4, que ioniza mais

facilmente.
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Figura 22. Espectros de ESI(-)FT-ICR MS da fragao de interesse, FA4 (a); obtida do extrato de acido

orgéanico (b) do depdsito de naftenatos B.

A Figura 23 enfatiza que o método de isolamento de ARN a partir de um depdsito

de naftenatos é eficiente, pois ha uma reducdo acentuada de 4cidos dicarboxilicos na

fracdo de interesse. Para o extrato de acido organico (Figura 23a), nota-se que na

classe Os h& abundéancia de espécies com NC variando entre Cis e Cao, Sendo que a

maioria das espécies apresentam menores My, classe dos acidos dicarboxilicos, com

destaque para as espécies m/z 395,31850 da féormula [C24H4404-H] L. Porém, apés o

processo de extracdo, os sinais dos acidos dicarboxilicos (classe Oas) foram

observados apenas como ions duplamente carregados do tipo ARN? (Figura 23b).

Isso prova a seletividade do método de purificagdo para as espécies ARN.
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A Figura 23b também revela o aumento da intensidade dos sinais relacionados a

classe Os. Em geral, foram identificadas no extrato de &cido organico um total de 473

férmulas moleculares (Figura 23a),

sendo que 196 e 56 corresponderam,

respectivamente, as classes de dicarboxilicos e tetracarboxilicos, com abundancias

de 36,0 e 35,0%, respectivamente. Por outro lado, foram identificadas 88 formulas

moleculares na fragdo FA4 (Figura 23b), sendo que 62 corresponderam as classes

ARN. Dentre eles, oito foram atribuidos a ions do tipo ARN2 e 54 atribuidos aos ions

monocarregados do tipo ARN, que juntos corresponderam a ~88,6 % das espécies

de ARN na fracdo de interesse, o que comprova a seletividade do método.
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Figura 23. Graficos DBE versus numero de carbonos para as classes Os4 e Og gerados a partir dos
dados ESI(-)FT-ICR MS do extrato de acidos organicos (a) e sua fragao principal FA4 (b) do depdsito
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e Caracterizacao das fracdes acidas apos SPE sem a etapa de limpeza

Os espectros das fragfes acidas (FAls-FA4s|) obtidas a partir do extrato de acidos
organicos do depdsito B, submetido a SPE sem a etapa de limpeza, estdo mostrados
na Figura 24a. E possivel observar que o espectro da fracdo FAls apresentou uma
gaussiana como uma distribuicdo de m/z ~200-700, que se difere das demais fracoes
gue apresentaram intervalos de distribuicdes de m/z maiores FA2s (200-1110), FA3si
(300-1300) e FA4s (550-650 e 950-1300).

Embora a fracdo FA4s apresente uma distribuicdo de m/z diferente das demais
fragOes (FA1ls-FA3si), muito se assemelha a distribuicdo de m/z, com a faixa de massa
tipica de assinatura caracteristica dos ARN"# (550-650 e 950-1300), observada para
a fracdo FA4 (obtida por SPE com a etapa de limpeza) a partir do depésito B. Ademais
analogamente foram observados para a fracdo FA4s, espécies da classe Os com
cadeias carbonicas com NC entre Ces0-83, cOm mesma Mw média (1181,7 Da) e sinais
mais intensos de m/z 613,52024, 615,53598 e 620,52811 Da de ions do tipo ARN? e
m/z 1103,92235, 1230,06323 e 1242,06405 Da de ARN™ (Figura 24), os quais
também foram revelados para FA4. Todavia, das 80 formulas moleculares
encontradas na fracdo FA4s, 46 correspondem as classes ARN. Embora o método de
isolamento dos ARN a partir do extrato de acidos organicos do depésito, submetido a
SPE sem a etapa de limpeza (sem clean up) ter se apresentado seletivo, a
recuperacdo de ARN apresentada foi um pouco inferior a observada pelo isolamento
das espécies com a etapa de limpeza (com clean up) por SPE.

84



FALg
(a) M, = 384,9 Da
m/z = 200-700
434 férmulas identificadas

b bk

FA2
M,, = 829,3 Da
m/z =200-1110
2144 formulas identificadas

VTV ke [N FUVPRS T
FA3,
M,, = 1078,8 Da

l \ m/z = 300-1300
3876 formulas identificadas
.l Llllll Al by Ll...nnlllillilllllill )

FA4
M,, =1181,7 Da
my/z = 550-650 e 950-1300
80 formulas identificadas

L N N a .I.unullllllhl I'N

T
200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z

w [Cg1H14004-H]"
0 70 ] 1242,06405
o 2 2 [C74H1230g-H]"

*

: 1103,92235
[CooH1440-2H]2

615,53598 5 0
10 [Cg1H14206-2H] 10 °

620,52811

0 T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
# Numero de carbonos

00 02 04 06 08 10
1 |

Abundancia relativa

Figura 24. Espectro ESI(-)FT-ICR MS (a) e gréafico de DBE versus nimero de carbono para as classes
O4[H] e Og[H] (b) da fracéo FA4s obtida a partir do extrato de &cidos organicos do depésito B, submetido
a SPE sem a etapa de limpeza.

2.4.4. Determinacédo da pureza da fracdo concentrada de 4cidos com ARN

Para determinar a pureza das amostras concentradas de ARN (extrato &cido
organico e na fracao de interesse, FA4, obtido do depdsito B), aplicamos a proposta
de Simon et al.'® que consiste na adicdo de uma quantidade conhecida de um
composto padréo, acido benzoéico, a uma solucdo de ARN em CDCls. Em seus
estudos os autores encontraram 83 %m/m de pureza de ARN no extrato de acido
organico avaliado.’® Semelhantemente, Bertelli et al.'*¢ encontraram 81,9 %m/m de
ARN na amostra usada para o estudo a fim de avaliar a formacao e inibicdo de
naftenato de calcio na interface agua/dleo.
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Assim, da mesma forma, tomamos as intensidades das areas dos espectros de
RMN de 'H (Figura 25) para ARN e acido benzéico nas amostras, alcancando um

teor de ARN de ~84 %m/m no extrato de acidos organicos e ~95 %m/m na fracéao

FA4.

Esses resultados indicam que o método aqui proposto contribuiu para o isolamento

do ARN dos depdésitos de naftenato, mostrando sua eficiéncia.

(a) Extrato de dcidos organicos

(b) FA4

(ii) T™MS

(ii) T™S

(i)

AL L’L‘ IIU\ | R

2% 2 5 2D 2 2D 26

(i '

2% 29 25 2 25 il 25

(ii) .'|\ l"

Figura 25. Espetros de RMN de 'H do extrato de acidos organicos do depdésito de naftenatos B (a) e

sua fracao principal, FA4 (b). A expansédo mostra as regides de integracdo dos (i) sinais de acido

ARN (2,11 - 2,30 ppm) e (ii) acido benzéico (~ 8,1 ppm).
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2.4.5. ESI(-)MS/MS
Os experimentos de dissociacao induzida por colisdo para ions m/z 1090, 1104,
1118, 1174, 1230 e 1242, presentes no FA4 do depdsito B, resultaram em
desidratacéo (perdas neutras de H20) e descarboxilagéo (perdas neutras de CO2) dos
fons®0 [C70H12208-H] 1, [C71H12408-H]-1, [C72H12608-H] %, [C76H13408-H]-1, [CgoH14208-
H]-1 e [Cs1H14208-H]%, respectivamente, Figura 26a-f. A Figura 26e revela os mesmos

fragmentos (1212, 1194, 1150 e 1106) observados por Sutton et al.? consistindo em

fragmentacdo em massa com perda de H20 e CO2 do ion de m/z 1230, que

corresponde ao acido hexaciclico Cso.
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Figura 26. Espectros ESI(-)MS/MS de acidos ARN de carga Unica encontrado na fracdo de interesse,

FA4, obtido do depésito

B.
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Além disso, as perdas caracteristicas confirmaram as estruturas quimicas dos ions
duplamente carregados®® [C71H12408-2H]?, [CeoH14208-2H]? e [Cs1H14208-2H]? com
m/z 552, 615 e 621 em a fragcao de interesse (FA4), Figura 27.

(a) m/z 552 5206 (b) m/z 615 583.6
Cy1H123047 CapH141057
* [ ]
+He +He
s}

S -(H,0 +€0,)

606.0
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i 1 } I, W Wl i l lt\ i ‘, I A L
460 470 480 430 500 510 520 530 540 550 540 550 560 570 580 590 600 610 620
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Figura 27. Espectros ESI(-)MS/MS de &cido ARN duplamente carregado encontrado na fracéo FA4,
obtida do depésito B.

2.5. CONCLUSAO

Este estudo apresentou uma nova metodologia para o isolamento de ARN de
depdsitos de naftenato de célcio, por meio de uma sequéncia de eluicdo que
proporcionou uma excelente separacdo devido as diferencas de polaridade e
diferentes faixas de Mw. E importante ressaltar que o material sorvente previamente
selecionado, AFS, funcionou muito bem na retencéo de ions e na separacao do ARN

dos demais ANs presentes na amostra.

Os resultados RMN salientaram a auséncia de hidrogénios aromaticos na fracéo
FA4 e maiores de teores de Hp e Hq, que indica a existéncia de ramificacdes

confirmando a complexidade das estruturas.

Os resultados de ES(-)FT-ICR MS mostraram que as classes O4[H] e Os[H] sdo
predominantes no extrato de &cidos organicos obtido a partir do depdsito de
naftenatos. O espectro do extrato acido revelou uma regiao (m/z 200-600) com sinais
relacionados a presenca de ANs classicos e outras duas regibes com sinais que
justificam a presenca de ions [M-H]? (m/z 610-640, devido a desprotonacéo de dois
grupos dos quatro grupos carboxilicos do acido tetraprético, ARN?) e de ions
monocarreagados, do tipo [M-H]* (m/z 950-1300, devido a desprotonacéo de apenas

um dos grupos carboxilicos do &cido tetraprético, ARN™1).
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A metodologia empregada possibilitou a separacdo das diferentes espécies
presentes naquela amostra. As fragcbes FA1l e FA2 apresentaram majoritariamente
acidos dicarboxilicos, enquanto a fracdo FA3 concentrou-se uma mistura de espécies
acidas. Entretanto, a fracdo FA4 concentrou-se no ARN que inclui espécies
dicarregadas (ARN-?) e especialmente ARN na forma de ions monocarregados (ARN-
1), que foram identificados a partir de seus padrées de fragmentacdo caracteristicos
por experimentos de ESI(-)MS/ MS.

Os dados do ESI(-)Orbitrap MS corroboraram com os dados obtidos pelo ES(-)FT-
ICR MS, os quais indicam consisténcia entre os dados, garantindo que o método de

separacédo proposto pode gerar resultados reprodutiveis.

O método aqui apresentado realizou a separacao dos ANs, contidos no extrato de
acidos organicos do depdsito de naftenato de calcio, de acordo com seus diferentes
valores de Mw e o isolamento do ARN, atingindo ~95% em peso de pureza dessas
espécies na fracao de interesse.

A transformacao dos depdsitos de naftenato, formados em unidades de producao,
em uma amostra padrao de alto valor agregado, confere uma vantagem econdmica
ao conceito de tratamento de residuos. Sendo um diferencial em relacdo aos
processos de sintese quimica para producdo de moléculas ARN padréo e de outros
ANs de baixo Mw que possam estar presentes no depdsito. O processo aqui descrito
€ inovador porque pode agregar valor aos residuos do processo de producdo e

exploracdo de petrdleo.

O capitulo 2 foi publicado na Fuel, 308,122065, 2022.
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3. CAPITULO 3 - RASTREAMENTO DE ARN EM AMOSTRAS DE PETROLEO E
DEPOSITOS NAFTENICOS

3.1 INTRODUCAO

Durante a producéo de petroleo bruto, € fundamental garantir um fluxo econémico
e bem-sucedido.®® Contudo, alguns componentes presentes no petréleo bruto ou na
agua produzida podem precipitar-se e, como resultado, causar irregularidades na

producéo.38137

Neste ambito, os ARN sdo capazes de reticular com fons célcio,** mediante a
alteracdes de pH na agua co-produzida.'®3%128 O sal (naftenato de célcio) formado
insolivel permanece como um filme interfacial,** que devido a sua viscosidade pode
se associar a areias e outros componentes do petréleo bruto!®® e gerar incrustacdes
sélidas, (depédsitos nafténicos) capazes de restringir os sistemas de producao,
tornando-os inoperantes. Isso implica a prejuizos econdémicos devido a necessidade

de paradas ndo planejadas para remocéo daqueles depdsitos.13’

Em funcao disso, a literatura apresenta diversos estudos a respeito dos fenémenos
que envolvem os mecanismos de formacdo, previsdo e também de inibicdo da

deposicdo de naftenato de <célcio em sistemas de producdo de
petr(’)|eo_37,38,41,126,136,149,159,160,172,173,174,175,176,177,178

Por outro lado, Sjoblom et al.'®” explica que a deteccdo e determinacdo da
concentracdo de ARN a partir de suas matrizes é util para identificar a natureza do
depdsito e também estimar, em um estagio inicial, o potencial de incrustacdo e a

necessidade de tratamento.

No entanto, o teor de ARN nos 06leos crus € muito pequeno, 0s quais se encontram
em concentracdes ndo detectaveis a niveis de algumas dezenas de partes por
milhdo,** o que dificulta a mensuracdo a partir de sua matriz, que possui ampla

complexidade e variada composicéo.%®

A literatura apresenta algumas estratégias analiticas que envolvem a mensuragéo
de ARN a partir do petréleo cru,108114.132140,141,142179,180 g5 quais demandam de
métodos de pré-preparo de amostra e extracdo laboriosos, que requerem um
significativo consumo de solventes e que, por vezes, exigem cuidados extras devido

a toxicidade dos reagentes quimicos envolvidos no processo.
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Em contrapartida, como abordamos nos capitulos 1 e 2, existe uma diversidade na
instrumentacdo analitica que muito contribui para a caracterizacéo de ANs, inclusive
ARN, em petréleo e seus derivados. Ainda assim, o amplo uso de modernas técnicas
instrumentais de determinacdo dessas espécies ndo elimina a necessidade de
métodos de preparo, que € uma das etapas criticas do processo analitico e pode ser

um obstaculo para a obtencao de resultados confiaveis.

A este respeito, a FT-ICR MS tem se mostrado uma importante ferramenta
analitica na caracterizacdo de ANs e com boas perspectivas de identificacdo de ARN
diretamente no petréleo e derivados, com simplicidade no preparo e consumo minimo

de amostra e reagentes.

Além disso, como abordamos no capitulo 1, a aplicacdo bem-sucedida do FT-ICR
MS em petrolebmica depende dos métodos de processamento de dados. Em
consoante, para relacionar dados medidos a parametros especificos podemos utilizar
a calibra¢cbes do tipo uni e multivariada, que sdo especialmente Uteis com parametros
dificeis de medir diretamente.1”181 De modo que a estatistica multivariada (isto &, a
guimiometria) possa ser util na extracdo de um maior numero de informacdes e

reconhecimento de padrées entre as amostras.'82183

Diante disso, neste capitulo foram construidos alguns modelos de regressao uni e
multivariadas, como o método Minimos Quadrados Parciais (PLS), e avaliados com
aplicacdes em amostras testes para determinacdo de ARN em amostras de petroleo
a partir de diferentes técnicas analiticas. Por consequéncia, a FT-ICR MS por ESI(-)
ndo convencional foi empregada na caracterizacao e identificacdo de espécies ARN
em amostras de depdsitos de naftenatos e petréleo por metodologias que permitam

dispensar ou requerer um preparo mais simples de amostra.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicacdo de alguns modelos de regresséo na determinacdo ARN em
amostras em petréleos e propor o emprego da FT-ICR MS por ESI(-) ndo convencional
na caracterizacao e identificacdo de espécies ARN em amostras de depdsitos de
naftenatos e em petroleos.

3.2.2 Objetivos especificos

e Construir alguns modelos de calibragcdo multivariada a partir de dados
oriundos das técnicas de espectroscopia no infravermelho préximo (NIR),
espectroscopia na regido do infravermelho médio (MIR), FT-ICR MS e
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H) em
petréleos de acidezes diferentes;

e Avaliar a aplicagdo destes modelos em amostras de petréleo com relatos
de deposicao de naftenato;

e Propor uma metodologia por FT-ICR MS para a identificacdo de ARN a partir
da caracterizacdo de naftenatos e petrdleos com minimo preparo de

amostra.

3.3 METODOLOGIA

3.3.1. Materiais e reagentes

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

3.3.2. Amostras
Neste estudo, foram selecionadas duas amostras de petréleo (petrdleo A e
petréleo B), as quais ndo apresentavam relatos de deposicdo de naftenato, para

construgao das curvas de calibragao.
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Outras duas amostras de petréleo com relatos de deposicdo de naftenato,
referenciados como petrdleo 1 e petroleo 2, foram utilizadas como amostras testes

(amostras reais) para validacdo dos modelos de calibracao.

As propriedades de caracterizacdo dos petroleos A e B foram entéo determinadas
(Tabela 5) de acordo com cada método padrdo da ASTM pelo Laboratério de
Caracterizacdo de Petrdleo da Universidade Federal do Espirito Santo (LabPetro,
UFES, Brasil). O numero de acidez total (NAT) foi determinado em conformidade com
anorma ASTM D664 por titulacdo potenciométrica (titulador automatico Metrohm 836)
da amostra, usando uma solugéo alcodlica de KOH. A gravidade API foi obtida de
acordo com ASTM D1250 (ASTM International, 2008). O teor de 4gua foi determinado
por titulacdo potenciométrica Karl Fischer, de acordo com ASTM D4377 (ASTM
International, 2006). A densidade foi determinada em conformidade com a norma ISO
12185 (International Organization for Standardization, 1996) através da injecdo da
amostra no analisador automético digital Stabinger SVM 3000 (Anton Paar). O
solvente utilizado durante a andlise foi uma mistura de metanol e cloroformio a 20%
(v/v). Para a padronizacédo do reagente de KF, a 4gua destilada foi solubilizada nos
solventes. Um titulador Metrohm KF (modelo 836 Titrando) equipado com um eletrodo

de platina dupla foi empregado durante os testes de determinacao do teor de agua.

Por outro lado, caracteristicas dos petréleos 1 e 2 (Tabela 5) foram fornecidas pelo
CENPES/PETROBRAS (Rio de Janeiro, Brasil), sendo que o método para a
determinacao do NAT estava em conformidade com a norma ASTM D664, a gravidade
APl e a densidade a 20 °C com a horma ISO 12185 e o teor de 4gua, determinado por

titulacdo potenciométrica Karl Fischer, de acordo com a norma ASTM E-203/01.

Tabela 5. Propriedades fisico-quimicas dos petréleos utilizados neste trabalho.

Propriedades Petréleo A  Petr6leo B Petr6leo 1  Petréleo 2
Numero de acidez total (mg de KOHg?) 2,139 0,398 1,84 2,05
Gravidade API a 15,6°C 13,2 27,9 19,0 19,2
Densidade a 20°(g cm-3) 0,9739 0,8830 0,9366 0,9350
Teor de agua (% m/m) 0,395 0,20 1,97 1,25
Relatos de deposicao de naftenato N&o N&o Sim Sim

Foi estudada uma amostra de depdsito de naftenato de calcio, referenciada como
depdsito B, mencionada no capitulo 2, a qual foi submetida a remocéo de petréleo
residual por extracéo solido-liquido via Soxhlet conforme mostrado na Figura Al.
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O extrato de &cidos orgéanicos e o padrao de ARN (quarta fracéo 4cida, FA4, obtida
conforme descrito no capitulo 2), aqui utilizados, foram extraidos a partir do depésito

de naftenato B.

Todas as amostras de petréleo foram fornecidas pelo CENPES/PETROBRAS (Rio
de Janeiro, Brasil) e pertenciam a campos de producdo localizados na bacia
sedimentar da costa brasileira.

3.3.3. Determinacao dos modelos de calibracao

3.3.3.1. Com adicao do padrdo ARN (FA4) em petréleo e a partir de dados
obtidos de FT-ICR MS

Dois petréleos de diferente nimero de acidezes, petréleo A (acido, 2,139 mgKOH
gl) e petréleo B (baixa acidez, 0,398 mgKOH g?), foram enriguecidos com um padréo
de ARN (fracdo FA4, descrita no capitulo 2). As adi¢Bes foram realizadas de forma
decrescente de concentracdo, até que ndo fosse observado, visualmente, sinais na
regido de m/z entre 900-1300. Deste modo, as concentragdes resultantes e que foram
utilizadas para a construcdo dos modelos sao: (i) petrdleo A: 22,5; 17,5; 10,0; 2,5;
1,25; 0,63; 0,14; 0,07 pg L* e; (ii) petréleo B: 25,00; 10,00; 17,50; 12,50; 5,00; 2,50;
1,25 ug L. As solucgées foram preparadas a partir de uma solucéo estoque do padréo
de ARN contendo 2 mg mL™.

As dosagens da solucdo estoque do padrdo de ARN foram realizadas de modo
qgue a solucédo final mantivesse uma concentracdo de 0,5 mg mL? do petréleo em
tolueno:metanol (1:1) a 0,1% m/v de NH4OH em todos o0s ensaios para o petroleo A e
de 2,0 mg.mL"* do petréleo em tolueno:metanol (1:1) a 0,1% m/v de NH4OH em todos

0S ensaios para o petroleo B.

As solucdes resultantes do petroleo A foram injetadas na fonte ESI(-) a um fluxo
de 8,0 uL min. As condi¢cbGes de operagdo da fonte de ESI(-) foram: voltagem no
capilar de 3600 V, temperatura e fluxo do gas de secagem de 180°C e 4 L.min,
pressdo de gas nebulizador de 1,0 bar, placa final offset 500 V, collision voltage 35,0
V, skimmer de -40,0 V. Os espectros foram adquiridos por meio de 200 varreduras de
sinais transientes de dominio de tempo de 512 K com um tempo de acumulacéo de
ions de 0,080 s e tempo de voo (TOF) = 0,9 ms.
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Para o petréleo B, as condicdes de operacao foram: fluxo de inje¢cdo da amostra
de 10,0 uL min, voltagem no capilar de 3600 V, temperatura e fluxo do gas de
secagem de 180°C e 4 L.min™, pressédo e temperatura de gas nebulizador de 1,0 bar
e 350°C, vazdo de gas de secagem de 4 L.min", placa final offset 500 V, collision
voltage 35,0 V, skimmer de -40,0 V. Os espectros foram adquiridos por meio de 200
varreduras de sinais transientes de dominio de tempo de 512 K com um tempo de

acumulacéo de ions de 0,120 s e tempo de voo (TOF) = 0,9 ms.

Antes da aquisicdo, o equipamento foi calibrado externamente a partir de uma
solucédo de L-arginina (m/z 200-2000). Os espectros obtidos foram recalibrados no
software DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics) utilizando um conjunto de compostos

alquilados homodlogos mais abundantes para cada amostra.

Para a construcdo dos modelos de regressao univariada e multivariada pelo PLS
os espectros foram configurados no software DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics) com
exatiddo de massa igual a 3 e exportados para o software Matlab R2013a (The
Mathworks, Natik, USA). Sinais com intensidades relativas inferiores a 5% foram
desconsiderados e os espectros foram centralizados na média. Foram utilizadas 9 e
8 amostras na construgcdo dos modelos de regressdo para o petrdleo A e B,
respectivamente. Os parametros de desempenho mais importantes, definidos
segundo?!® foram utilizados para avaliar cada modelo, sdo eles: raiz quadrada do erro
médio (RMSE), coeficiente de determinacéo (R?), limites de deteccéo e quantificacdo

(LOD e LOQ) e variaveis latentes (nvl) para o modelo PLS.

3.3.3.2. Com adicao do extrato de acidos organicos em petréleo e a partir de
dados obtidos de diferentes técnicas analiticas

Outras curvas de calibracdo foram construidas para os petréleos A (acido) e B
(baixa acidez) a partir da dosagem do extrato de acidos organicos (descrito no capitulo
2) empregando as técnicas de FT-ICR MS, RMN de 'H, MIR e NIR. Primeiramente,
foram misturadas 2 solu¢des em diclorometano (CH2Cl2): uma solugdo 5 mg mL? de
extrato de acidos organicos (solucédo estoque ARN) e outra a 10 mg.mL* de um

petréleo acido (2,139 mgKOH g'), denominado de petréleo A.
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De modo que a proporcdo de extrato e petréleo das misturas (A0 — A7) se
encerrem em 0%, 1%, 2%, 5%, 10%, 20%, 30% e 50% (%m/m), como detalhado na
Tabela 6. Cada mistura AO — A7 foi preparada em triplicata, totalizando 24 misturas a

serem analisadas.

Em seguida, deixou-se as misturas sob pressao e temperatura ambiente para a
evaporacao do solvente. De maneira analoga preparamos as misturas (BO — B7), em
triplicata (24 misturas) para um petréleo de baixa acidez (0,398 mgKOH g7,

denominado de petroleo B.

Tabela 6. Concentracdes de extrato de &cidos organicos no petréleo A*.

Mistura WXS{{F 5 mlgl_LmL—l 10 mlg_.m L1 '(An?g,]\; P?:;(;I;ao
ARN (uL) petréleo
AD 0 0 1000 0 1,0
Al 1 20 990 01 9,9
A2 2 40 980 0,2 9,8
A3 5 100 950 0,5 9,5
A4 10 200 900 1 9
A5 20 400 800 2 8
A6 30 600 700 3 7
A7 50 1000 500 5 5

*Aplica-se de maneira semelhante ao petroleo B.

Foram empregadas 7 amostras de calibracdo para construcdo de modelos
preditivos para os petroleos A e B, utilizando o algoritmo de regressao linear PLS e 0
software Matlab R2013a (The Mathworks, Natik, USA). Antes da construcao de cada
PLS, os conjuntos de dados foram pré-tratados com o0s seguintes métodos:
centralizacdo na média e normalizacédo para FT-ICR MS e derivada e padronizacao
normal de sinal (SNV)*®® para RMN de 'H, MIR e NIR. O nimero 6timo de variaveis
latentes de cada modelo foi determinado pelo método de validacdo cruzada Venetian
Blind k-fold, com k igual a 5. A qualidade dos modelos foi avaliada por meio do

coeficiente de determinacéo, R? e da raiz do erro quadratico médio, RMSE.

Para as medidas de ESI(-)FT-ICR MS, para as adi¢bes que envolvem o teor do
extrato de acidos organicos nas misturas do petroleo A, utilizamos a concentracdo de
0,5 mg mL* em tolueno:metanol (1:1) a 0,1% m/v de NH4OH, sob um fluxo de 8,0 uL
h! para injecdo na fonte de ESI(-).
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As condicbes de operacdo do espetrometro foram: voltagem capilar de 4,3 kV,
temperatura e vazdo do gas de secagem de 200 °C e 3 L min’, respectivamente,
pressao do gas nebulizador de 1,5 bar, collision voltage 30,0 V e skimmer -35,0 V. Os
espectros foram adquiridos usando 200 varreduras de sinais transitorios no dominio
do tempo de 512 K, tempo de acumulacédo de ions no hexapolo de 0,140 s e tempo
de voo (TOF) = 1,0 ms.

Para as misturas do petréleo B, concentracgdes foi 2,5 mg.mL* em tolueno:metanol
(1:1) a 0,1% m/v de NH4OH foram injetadas na fonte ESI(-)FT-ICR MS sob um fluxo
de 2,0 yL min?. As condicdes de operacdo da fonte de ESI(-) foram: voltagem no
capilar de 3,6 kV, temperatura e fluxo do gas de secagem de 180°C e 4 L minY,
respectivamente, pressdo de gas nebulizador de 1,0 bar, placa final offset de 500 V,
collision voltage 2,0 V, skimmer -25,0 V. Os espectros foram adquiridos usando 200
varreduras de sinais transitérios no dominio do tempo de 512 K, tempo de acumulacéo
de ions no hexapolo de 0,140 s e tempo de voo (TOF) = 1,0 ms.

Todas as analises de FT-ICR MS foram realizadas em um espectrometro de
massas da marca Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha, modelo 9.4 T Solarix,
configurado para operar em uma faixa dindmica de aquisi¢céo de ions na cela de ICR
com m/z 200-2000.

Antes da aquisicdo, o FT-ICR MS foi calibrado externamente a partir de uma
solucéo de L-arginina (m/z 200-1500).1%” Os espectros obtidos foram recalibrados no
software Compass DataAnalysis 4,0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) utilizando
um conjunto de compostos alquilados homdlogos mais abundantes para cada

amostra.21.80,162,167

Para construir os modelos de PLS, os espectros de FT-ICR MS foram configurados
no software DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics) com exatiddo de massa igual a 3 e

exportados para o software Matlab R2013a.

Os ensaios de RMN de 'H foram realizados em um espectrometro da Varian-
Agilent (VNMRS400) operado sob um campo magnético de 9,4 T, por meio de uma
sonda de 5 mm Broad Band 'H/*°F/X. Aproximadamente 10 mg da amostra foram
diluidas em 600 pL de diclorometano-d2 (CD2Cl2). Foi usado o tetrametilsilano (TMS)

como referencial das mudancgas quimicas nos espectros.
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As andlises de RMN de 'H foram realizadas sob os parametros: frequéncia de
399,73 MHz, janela espectral de 6410,3 Hz, sequéncia de pulso S2pul, tempo de
aquisicdo de 3,4 s, tempo de espera 1,2 s e 128 scans.!%6

Apods os experimentos de RMN de 'H, o solvente das misturas foi evaporado a
temperatura ambiente e em seguida foram resolubilizadas em tolueno nas
concentracdes de 1,0 mg.mL! e 5,0 mg.mL?! para as respectivas misturas dos
petréleos A e B. Estas novas solugdes foram utilizadas para as medidas de NIR e
MIR.

As analises de MIR foram realizadas em um espectrébmetro FTIR, Cary 630, da
Agilent Technologies (Santa Clara, EUA), com acessorio de refletancia total atenuada
(ATR - Smart Golden Gate) e janela de reflexdo de diamante. A regido do niumero de
onda foi definida de 4000 a 650 cm™, sendo obtida com 32 acumulacdes e 4 cm™ de

resolucdo. O espaco em branco da analise foi preenchido com ar atmosférico.

As medidas de NIR foram realizadas usando o MicroNIR miniatura Pro1700 da
Viavi Solutions Inc. (anteriormente JDSU Corporation, Santa Rosa, CA) e software 2.1
da Viavi Solutions Inc. Os espectros foram adquiridos na faixa de 1676 a 908 nm, com
400 varreduras, tempo de integracao de 14,1 ms, 125 pontos por varredura e aumento
de 6,20 nm de um ponto a outro, totalizando um tempo de medicdo de
aproximadamente 5,6 s.

As amostras de petréleo (petréleos 1 e 2) com relatos de deposicdo de naftenato
foram analisadas nas mesmas concentracées e condicfes descritas nas obtencdes

das curvas de calibracdo de acordo com cada técnica mencionada acima.

3.3.4 Identificacado e caracterizacdo de espécies ARN em amostras de petroleo
e naftenato por FT-ICR MS com preparo minimo de amostra

As andlises FT-ICR MS foram realizadas em um espectrometro de massas FT-ICR
(Bruker Daltonics Bremen, Alemanha, modelo 9,4 T Solarix) equipado com uma fonte

ESI comercialmente disponivel (Bruker Daltonics).
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Os espectros de massa foram adquiridos usando 200 varreduras de sinais
transitérios no dominio do tempo de 4M. Os dados foram processados pelo software
Composer (Serra Analytics, Pesadena, CA, EUA) e as composicdes elementares

foram determinadas através dos valores de m/z.

O equipamento foi calibrado externamente a partir de uma solucdo calibrante
otimizada, que foi empregada para se obter um maior nimero de sinais na regido de
interesse (~ m/z 980 — 1300, regido dos ions ARN) e assim aumentar a exatiddo de
massa. Na Figura A2 estdo plotados os espectros de ESI(-)FT-ICR MS dos
calibrantes individuais L-arginina (solugéo de 500 pL H20, 500 pL acetonitrila e 10 pL
L-arginina) (Figura A2a) e tunnig mix (Figura A2b) e o espectro da solugao calibrante
otmizada (Figura A2c) que resultou em uma solucéo constituida de 10 pL L-arginina,
150 pL tunnig mix, 500 pL H20, 500 pL acetonitrila e cerca de 1 pL de NH4OH. Desta
forma, antes das aquisicbes, o equipamento foi calibrado externamente a partir de
uma solucédo calibrante otimizada com L-arginina e tunnig mix (m/z 200-1500).

As amostras de petréleo, com relatos de deposi¢cdo de naftenato (petrdleos 1 e 2)
foram diluidas em tolueno: metanol (1:1) contendo 0,1% m/v de NH4OH para ESI(-) e

a 0,1% v/v de &cido férmico para ESI(z).

O depésito de naftenato (livre de 6leo residual conforme relatado na literatura) foi
diluido a 0,5 mg mL* em tolueno:metanol (1:1) contendo 0,1% m/v de acido férmico
para medi¢cdes em ESI(-). As andlises das amostras no ESI(-) ndo convencional, que

ocorre pela adicdo de acido formico, discriminamos pela representacdo ESI(-)ar.

As diferentes condi¢des de aquisicdo dos espectros encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros na utilizados na aquisicdo dos espectros de FT-ICR MS das amostras
investigadas.

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

Fluxo de injecdo (mL min) 12,0 7,0 12,0
Voltagem no capilar (kV) 45 3,7 3,7
Pressao de gas nebulizador (bar) 2 15 15
TOF (ms) 1 1 1
Temperatura de transferéncia de ions (°C) 250 250 250
Skimmer (V) 50,0 -35,0 -50,0
Collision voltage (V) -45,0 30,0 45,0
Tempo de acumulacéo dos ions no hexapolo (s) 0,050 0,060 0,150
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3.4RESULTADOS E DISCUSSOES
3.4.1 Determinacdo dos modelos de calibragcéo e validagdo em amostras
testes
3.4.1.1 Com adicdo do padrdo ARN (FA4) em petréleo e a partir de dados
obtidos de FT-ICR MS

Observando a Figura 28, que apresenta os espectros de ESI(-)FT-ICR MS do
petréleo A (petr6leo de menor acidez, NAT 2,139 mgKOH g?) enriquecido com
diferentes concentracbes do padrdo ARN é possivel notar que houve uma da
diminuicao dos sinais de m/z entre 981 a 1308 em funcédo da reducéo da concentracéo

do padréo de 4cidos ARN no petroleo A.

padrao em petréleo
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Figura 28. Espectros de ESI(-)FT-ICR MS do padrédo de acidos ARN dosado no petréleo A (a-i).

A partir dos dados obtidos na Figura 28, foi possivel a construcdo de uma matriz
de dados, dos quais construiu-se modelos de regressao univariado e multivariado,
conforme detalhados na Figura 29a-e. Para os modelos multivariados, o método de
selecdo de variaveis foi aplicado para produzir modelos mais simples, robustos e
interpretaveis.!” Isto é, foram identificadas as principais espécies quimicas

responsaveis pela relagéo e vincular a composicéo do petréleo bruto.
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O modelo PLS sem selegéo de variaveis, Figura 29c, foi construido utilizando 4
variaveis latentes. Dessas, as varidveis com maior importancia apareceram na regido
de sinal do petréleo e dos ARNs (m/z de 981 a 1308). Com o resultado das variaveis
mais importante no modelo utilizando todo o espectro, Figura 29c, usou-se a regiao
de importancia dos ARNs (m/z de 981 a 1308) para constru¢cdo de um modelo PLS,
Figura 29d, e essa mesma regido dividida por um sinal exclusivo do petrdleo (m/z
459) para construcdo de outro modelo PLS, Figura 29e. Ja, para os modelos
univariados, um modelo foi criado somando a regido de importancia dos ARNs (m/z
de 981 a 1308), Figura 29b, e somando essa mesma regido dividindo pelo sinal

exclusivo do petréleo (m/z 459), Figura 29a.

Dentre os modelos construidos, observa-se uma excelente performance analitica
para os modelos multivariados, destacando-se o da Figura 29d com erro médio de
previsdo (RMSE) de 0,0003442 %m/m, coeficiente de determinacgédo para previséo (R?
= 0,99) e valores de LOD e LOQ de 0,000181 %m/m e 0,000605 %m/m,
respectivamente. Estes parametros mostraram uma boa relacdo entre os valores
previstos pelo modelo PLS. Com isso, tém-se que a regido de importancia dos ARNs
(m/z de 981 a 1308) séo as variaveis mais importante para a quantificacdo do mesmo,
produzindo melhores parametros de desempenho. Observa-se a perda expressiva de
robustez do modelo quando ha divisao dos sinais de importancia na regido dos ARNs
(m/z de 981 a 1308) pelo sinal exclusivo do petroleo (m/z 459).
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Regressao Univariada

Regressao Multivariada
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Figura 29. Construcdo de modelos de regressao Univariado ((a) e (b)) e multivariado (PLS) usando todas as variaveis (c), as variaveis na regido dos ARNs
(d) e as variaveis na regido dos ARNs normalizadas pelo sinal de m/z 459 (e) para as misturas de ARNs com o petréleo A. Os modelos foram construidos a
partir dos dados da Figura 28, notando-se uma melhor performance analitica para os modelos multivariados.
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A Figura 30 mostra os espectros de ESI(-)FT-ICR MS do petroleo B (petréleo de
menor acidez, NAT 0,398 mgKOH g) enriquecido com diferentes concentracdes do
padrao de acidos ARN. De maneira semelhante ao petréleo A, nos espectros obtidos
por ESI(-)FT-ICR MS foi observado uma da diminuicdo dos sinais de m/z entre 1060

a 1302 em funcéo da reducdo da concentracdo do padrao de &cidos ARN.
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Figura 30. Espectros de ESI(-)FT-ICR MS do padrdo de acidos ARN dosado no petroleo B (baixa
acidez) (a-h).

Para o petroleo B, de maneira anadloga ao petréleo A, Figura 29, construiu-se

modelos univariados e PLS, os resultados sao descritos na Figura 31a-e.

Nota-se que novamente, o PLS, Figura 31lc-e, apresentou uma performance
superior aos modelos univariados testados, Figura 31a-b. O modelo PLS utilizando
todas as variaveis, Figura 31c, obteve os melhores parametros de desempenho,
sendo RMSE de 0,0019 %m/m, LOD = 0,00072 %m/m; LOQ = 0,0024 %m/m, R? =
0,95 e utilizando 3 variaveis latentes. Estes parametros mostraram boa relagéo entre
os valores previstos pelo modelo PLS. O PLS utilizando a regido de importancia dos
ARNs (m/z 981 a 1308) dividido pelo sinal exclusivo do petroleo (m/z 459), Figura
3le, foi o segundo melhor modelo de regressdo, apresentando parametros de
desempenho proximos ao PLS feito a partir de todo espectro, Figura 31c, e superiores
ao PLS utilizando a regido de importancia dos ARNs (m/z 981 a 1308), Figura 31d.
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Para o petréleo A, o modelo PLS, Figura 29d, utilizando a regido de importancia
dos ARNs gerou os melhores parametros de desempenho. Todavia, o petréleo B
mostrou melhores resultados com o modelo PLS utilizando todo o espectro, Figura
31c. A diferenca entre esses resultados pode ser explicada pela distincéo de variaveis
latentes usadas (2 e 4 para o petréleo A e B, respectivamente) em cada modelo PLS
utilizando a regido de ARNSs, diferencas na conformacéo dos petréleos (NAT igual a
2,139 mgKOH g e 0,398 mgKOH g para o petréleo A e B, respectivamente), e
assim, nos sinais espectrais. Aléem disso, comparando o melhor resultado para o
petrdleo A e B, tem-se o petréleo A possui parametros de desempenho muito
superiores. Ou seja, as respostas espectrais e a quantificacdo dos ARNs estdo mais
correlacionadas ao petréleo A. Indicando que a metodologia empregada para o

petréleo A apresentou maior robustez para predizer ARNSs.

As concentracdes de ARN, previstas pelo modelo PLS contruido através das
amostras de calibragdo do petréleo A (acido), foram de 5,4 ppm (8,7x102) e 5,8 ppm
(1,3x101) para os petréleos 1 e 2 (amostras de petr6leo com relatos de deposicéo de
naftenato, amostras reais), respectivamente. Enquanto que o teor de ARN nos
petréleos 1 e 2 foram foram de 12,6 ppm (2,0x10Y) e 12,4 ppm (4,9x102) obtidos pelo
modelo construido com o petréleo B. Esses resultados nao estdo em conformidade
com a literatura, uma vez que ARN ocorrem em baixa concentragéo (0,6 — 3,6 ppm)

no petréleo cru.”4149.150

Diante disso, apesar de ambos os modelos PLS apresentarem boa performance
analitica indicada pelos parametros de R?, RMSE, LOQ e LOD, compreende-se que
as curvas de calibracdo néao representaram a realidade. Uma vez que os teores das

amostras reais foram totalmente divergentes da literatura.
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Figura 31. Construgdo de Modelos de regressdo Univariado ((a) e (b)) e multivariado (PLS) usando todas as variaveis (c), as variaveis na regiao dos ARNs
(d) e as variaveis na regido dos ARNs normalizadas pelo sinal de m/z 459 (e) para as misturas de ARNs com o petrdleo B. Os modelos foram construidos a
partir dos dados da Figura 30, notando-se uma melhor performance analitica para os modelos multivariados.
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3.4.1.2 Com adicdo do extrato de acidos organicos em petroleo e a partir de
dados obtidos de diferentes técnicas analiticas
Modelos de calibracdo multivariados PLS foram construidos para quantificar os
acidos ARN nos petroleos A (acido) e B (baixa acidez), por meio de dados de ESI(-
)FT-ICR MS, RMN de 'H, MIR e NIR.

Os espectros de ESI(-)FT-ICR MS do petroleo A (petréleo acido, NAT 2,139
mgKOH g') e do petréleo B (petréleo de menor acidez, NAT 0,398 mgKOH g1)
enriquecidos com o extrato de acidos organicos estdo mostrados na Figura A3. De
maneira semelhante a observada nas Figuras 28 e 30, € possivel notar, que ha uma
alteracao do perfil gaussiano em funcao da adicdo de extrato de 4cidos organicos.

O modelo de PLS para as amostradas de calibracdo do petroleo A, obtido a partir
dos dados de ESI(-)FT-ICR MS, foi construido utilizando 3 variaveis latentes. O
modelo apresentou um erro médio de previsdo (RMSEC) igual a 4,74 %m/m e
coeficiente de determinacdo (RZ?c) igual a 0,959, ambos referentes as amostras de
calibracdo, conforme detalhado na Figura 32(a-c) e Tabela Al. Em geral, esses
parametros indicam uma boa sensibilidade do modelo para detectar o teor de ARN no

petréleo A.
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Figura 32. Construcao de Modelos de regressédo multivariado para a técnica de ESI(-)FT-ICR MS: (a)(d)
graficos dos espectros das amostras de calibragdo; (b)(e) graficos dos espectros médios das amostras
de calibracao; (c)(f) gréfico dos dados previstos vs. dados experimentais das amostras de calibracédo
dos modelos PLS construido a partir dos petréleos A e B, respectivamente.

O modelo contruido para as amostras de calibragdo do petréleo B, a partir dos
dados de ESI(-)FT-ICR MS, apresentou numero 6ltimo de variaveis latentes igual a 3,
RMSEC igual a 3,55 %m/m e R2c igual a 0,977, conforme mostra a Figura 32(d-f) e
a Tabela Al. Esses resultados indicam uma 6tima eficiéncia do modelo a partir dos
dados de ESI(-)FT-ICR MS para quantificar ARN.

107



Na Figura A4 estdo apresentados os espectros de RMN de 'H obtidos a partir da
dosagem do extrato de acidos orgéanicos no petroleo A e do petrdleo B. Em geral,
nota-se uma similaridade qualitativa entre 0os espectros, ja que ndo é possivel
perceber visualmente diferencas relevantes entre eles. E possivel observar que regido
dos hidrogénios alifaticos totais (6= 0 — 4 ppm) apresenta sinais mais intensos. Sendo
que a sobreposi¢cdes de grupamentos metilicos e metilénicos aparecem na regido
entre 0,7 a 1,4 ppm.1% Os sinais atribuidos a hidrogénios de acidos carboxilicos
deveriam estar na faixa de 10,0 a 12,0 ppm.58166 No entanto, néo foi possivel visualiza-

los devido o alargamento do sinal provocadas por ligacdes de hidrogénio.>’

Um modelo PLS para cada tipo de petréleo, A e B, foi construido. Para o petroleo
A (acido), enriquecido com extrato de acidos organicos, o modelo apresentou um
numero 6timo de 3 variaveis latentes, RMSEC igual a 0,0785 %m/m e R%c igual a 1,0,
como mostra a Figura A5a-d. Um modelo menos acurado foi obtido para o petréleo
B (baixa acidez), também enriquecido com &cido, com RMSEC igual a 1,13 %m/m e
R? igual a 0,997, como mostra a Figura A5e-h. Em geral, esses parametros indicam

uma boa sensibilidade do método para detectar o teor de ARN em petrdleo.

Também foram construidos modelos de calibragcdo PLS, para amostras do petroleo
A e B, a partir de dados das técnicas de MIR (Figura A6) e NIR (Figura A7). Da
mesma forma, os modelos apresentaram, em geral, bons parametros de desempenho,

0S quais estdo mostrados na Tabela Al.

e Avaliacdo das amostras de petréleo com relatos de deposicéo de naftenato

Os modelos de previsdo gerados pelas diferentes técnicas analiticas foram
empregados na determinacao do teor de ARN (%m/m) em duas amostras de petroleo
com relatos de deposicao de naftenato (petréleos 1 e 2).

As concentracbes de ARN previstas pelo modelo PLS contruido através das
amostras de calibragdo do petréleo A (acido) por ESI(-)FT-ICR MS foram de
10,71%m/m (~1,071x10° ppm) e 9,09 %m/m (~9,09x10%) para os petréleos 1 e 2,

respectivamente, Tabela Al.

108



Esses resultados ndo estdo em conformidade com o que é esperado, uma vez
ARN ocorrem em baixa concentracdo (0,6 — 3,6 ppm) no petréleo cru.’4149.150
Semelhantemente ao observado para o petéleo A, os espectros das amostras reais
nao apresentaram na regidao dos ARN (m/z ~950 — 1300) e indicaram que as
concentracdes previstas pelo modelo de calibragcdo (PLS) construido para o petréleo
B (baixa acidez) por ESI(-)FT-ICR MS sao de 10,71% e 9,09% para os petréleos 1 e
2, respectivamente, (Tabela Al), mostrando-se inconsistentes com o que é relatado

na literatura.’#149:150

Da mesma maneira que observamos para a técnica ESI(-)FT-ICR MS em ambos
nos petréleos A e B, as concentracfes previstas nos modelos construidos pelas
técnicas analiticas de RMN de 'H (Figura A5) MIR (Figura A6) e NIR (Figura A7),

Tabela A1, foram ruins.

Diante disso, apesar dos modelos PLS apresentarem boa performance analitica,
indicada pelos parametros de R?c e RMSEC, compreende-se que as curvas de
calibracdo nao representaram a realidade. Uma vez que os teores das amostras reais
foram totalmente discrepantes do que era esperado. Isso faz sentido ao comparar 0s
espectros das amostras reais com o0s espectros das amostras de calibragdo, obtidos
pelas diferentes técnicas aqui empregadas, Figura 33, 0s quais apresentam perfis
muito diferentes das amostras de calibracdo. Em vista disso, buscamos a

compreensao dos fatos.

Claramente ao observarmos os espectros de ESI(-)FT-ICR MS das amostras reais
(Figura 33c), ndo observamos visulamente sinais de m/z entre 950 e 1300,
caracteristicos dos ARN. Por outro lado, quando ionizamos as amostras reais com
acido formico (CHOOH) para as medidas, ainda no ESI(-), de maneira inusitada,
percebemos uma alteracdo no espectro com sinais na regidao dos ARN (Figura 33d).
Este fato foi um tanto quanto surpreendente, mas com potencial de explicacdo para a

frustracdo aqueles resultados, 0 que nos motivou as proximas discussoes.
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Figura 33. Espectros médios das amostras de calibragédo para o petréleo A (a, e, h, k) e B (b, f, i, I); espectros médios das amostras reais (c, d, g, j, m) obtidos
pelas técnicas de FT-ICR MS, RMN de 'H, MIR e NIR. Destaque para os espectros de massa obtidos no ESI(-) com adicdo de NHsOH e CHOOH.
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3.4.2. Identificacdo e caracterizacdo de espécies ARN em amostras de petréleo
e naftenato por FT-ICR MS com preparo minimo de amostra

Para iniciar as discussoes a respeito do comportamento molecular das amostras
de petrdleo com relatos de precipitacdo de naftenato de calcio, denominados de
petrdleos 1 e 2, ionizados pela adicdo de HCOOH (acido formico, AF), foi plotado na
Figura 34a os espectros de FT-ICR MS dos petroleos (1 e 2) no modo convencional
de ionizacéo no ESI(+), com adi¢cdo de AF. Enquanto que na Figura 34b os espectros
de massa dos petroleos ionizados de forma ndo convencional no modo negativo, com
ionizagcao pela adicdo de AF, que discriminamos pela representacao ESI(-)ar. Os
graficos de classes dos petroleos a partir dos dados obtidos por ESI(+) e ESI(-)ar estdo
mostrados Figuras 34c e 34d, respectivamente. Foi visto que em ambos os petroleos,
apesar de apresentarem gaussianas tipicas de petroleo, com mesmo intervalo de m/z
(200-1200) e Mw com valores préximos (entre ~659 e 680 Da), os perfis espectrais
mostraram-se alterados em funcédo do modo de ionizag&o, porém com uma amplitude

maior para os espectros no ESI(-)ar, ionizado com AF (Figura 34).

Destarte, para os petroleos 1 e 2, as espécies mais abundantes identificadas pelo
FT-ICR MS no ES(+) foram N[H] e O3[H]. Em alternativa, na ESI(-)ar se destacaram
as classes O2[H], N[H], N2iH], Os[H] e O4H]. E importante ressaltar que foi observado
a classe Og[H] no petréleo 2 no ESI(+) e em ambos os petréleos no ESI(-)ar, porém
somente a indicada no modo negativo pode ser correlacionada a acidos tetraméricos
(ARN). Em virtude da ionizacao eletrospray no modo negativo fornecer a composi¢cao
de espécies polares mais acidas em suas formas desprotonadas [M-H],, enquanto que

no modo positivo apenas a de componentes polares e basicos.?%162186.187
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Figura 34. Espectros de FT-ICR MS das amostras de petréleo (a) 1 e (b) 2 e; seus respectivos graficos
de distribuicao de classes de heterodtomos contendo compostos presentes, obtidos por ESI no modo
positivo, ESI(+) (c) e negativo com adicao de acido férmico, ESI(-)ar (d).

Estdo apresentados na Figura 35 os espectros de FT-ICR MS das amostras de
petréleo 1 e 2 ionizadas no modo negativo pela adicdo de NH4OH (ESI(-)) e AF (ESI(-
)aF) nas concentracdes de 0,1; 0,5; e 1,0 %m/v. E possivel observar que no modo
convencional de ionizacdo no ESI(-), com adicdo de base, os petrdleos 1 e 2
apresentaram um perfil gaussiano tipicos com m/z entre 200-1000, que praticamente
se mantem independente da concentracdo de NH4OH adicionada (Figura 35a-f). Os
resultados de ESI(-)FT-ICR MS (Figura 35m) revelaram que as classes mais
abundantes nos petroleos 1 e 2 sdo O4[H], Oz[H] e N[H].

Em alternativa, observamos na Figura 35 que os espectros de FR-ICR MS, por
ionizacdo ndo convencional no modo negativo, ESI(-)ar, dos petroleos 1 e 2
apresentaram perfis gaussianos tipicos de petroleo apenas para 0,1 %v/v de acido
formico (Figura 35g e 35j, respectivamente). Em concentracdes mais altas, 0s
espectros de massa mostraram apenas sinais de aglomerados sinais tipicos de cluster
de formiatos (Figura 35h, 35i e 35k, 35I). Isso norteou 0s experimentos no uso da
concentracéo de 1 %v/v de acido férmico no ESI(-)ar para a identificacdo de ARN nas
amostras.
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Diante disso, foi possivel compreender o porqué dos modelos de calibragédo para
a quantificacdo de ARN em petréleo, desenvolvidos e discutidos anteriormente (item
3.4.1 deste capitulo), ndo se aplicam aos petroleos investigados (petroleos 1 e 2),
amostras testes. Resultados de FT-ICR MS com ESI(-)ar indicaram que as espécies
ARN, presentes nas amostras de petréleo com relatos de precipitacdo de naftenato
de célcio (petréleos 1 e 2), podem estar na forma de seu sal conjugado (naftenatos),
diferente do padréo adicionado de ARN (extrato de acidos organicos ou fracdo FA4)
gue esta em sua forma acida. Desta maneira, ndo obtivemos resultados promissées
na quantificacdo, mas que nos direcionou para o desenvolvimento de uma
metodologia identificacdo e caracterizacdo de espécies ARN em amostras de petréleo
e também em depdsitos de naftenatos residuais formados em unidades de producéo,

que serdo apresentadas posteriormente.
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Figura 35. Espectros de FT-ICR MS das amostras de petrdleo 1 e 2 ionizadas no modo negativo pela
adicdo de NH4OH (ESI(-)) (a-f) e AF (ESI(-)ar) (g-l) nas concentracdes de 0,1; 0,5; e 1,0 %m/v e seus
respectivos graficos de distribuicdo de classes de heteroatomos contendo os compostos presentes (m,
n).

A fim de avaliar a reprodutibilidade dos resultados, no que diz respeito a ionizacao
de amostras de petrdleo pela adicdo de acido formico no eletrospray negativo (ESI(-
)aF), construimos a Figura 36, na qual estdo apresentados os espectros de FT-ICR
MS no ESI(-)ar dos petroleos 1 e 2, em triplicata (Figura 36a-f), e o grafico da média
das classes com seus desvios padrdes relativos (Figura 36g). Na média (a partir das
triplicatas) foram identificadas no petréleo 1 um total de ~ 2780 formulas moleculares,
sendo que cerca de 24 corresponderam a classe Og[H]. Enquanto para o petréleo 2,
foram identificados uma média de ~ 2192 de compostos, dentre os quais e 11

pertencem a classe Os (classe dos ARN).
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Figura 36. Réplica dos espectros de FT-ICR MS ionizados no modo negativo pela adicdo de AF dos
petroleos 1 (a-c), 2 (d-f) e; grafico de distribuicdo média das classes de heterodtomos contendo os
compostos presentes (Q).
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Em geral, ions podem ser produzidos através de varios mecanismos diferentes,
dependendo da fonte de ionizacédo e da polaridade.”?> Convencionalmente na ESI a
adicdo de AF favorece os mecanismos de protonacdo que geram espécies do tipo
[M+H]*, que somente s&o observadas no modo positivo. No entanto, para as amostras
de petrdleo com relatos de precipitacdo de naftenato de calcio (petrdleos 1 e 2), a
adicao do AF provocou a conversao dos sais conjugados (naftenatos) em seus acidos,
tetraméricos (ARN). Em outras palavras, os sais destes acidos foram imediatamente
convertidos a ions do tipo [M-H], com a adi¢cdo de acido no ESI(-)ar que permitiu a
deteccédo no FT-ICR MS.
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De fato, a metodologia de adicdo de acidos orgéanicos para inibir a formacgéo de
naftenato ja é empregada no campo petrolifero através da injecéo de acidos organicos
como: acido acético, acido férmico, acido citrico, acido glicdlico, acido sulfénico, acido
miristico, acido laurico, na cadeia produtiva. Além destes, também pode-se lancar mao
do uso de agentes complexantes, para sequestrar os ions metdlicos da &agua

produzida.t33

Como foi abordado no capitulo 2, convencionalmente os ARN séo recuperados a
partir de sua matriz, por extracdo acidificada, de modo que a manipulacéo do equilibrio
quimico do para extracdo e purificacdo de sais de ARN j4 estd implementada em
laboratério.®® Assim, conforme a equacdo (14), capitulo 2, os ARN quimicamente
ligados como naftenatos, sdo convertidos em mondmeros &cidos livres.*%6 Sendo
assim, é pertinente a possibilidade da converséao in situ do sal de ARN para sua forma
acida, com posterior analise direta da amostra, sem qualquer tipo de extracdo ou

fracionamento.

Esta discusséao tornou-se concreta, qguando obtivemos um espectro no FT-ICR MS
pela injecao direta de uma solucdo do depdsito de naftenato (isento de 6leo residual,
Figura Alh), diluido apenas em tolueno:metanol (1:1) e AF 0,1 %m/v, na ESI(-)ar,
Figura 37a. Os resultados atestam que a classe Os € majoritaria no depdsito, com
distribuicdo da média de Mw de 1185,5 Da e sinais concentrados nas trés regides
especificas, com destaque a regido de entre m/z 475-650 e 950 -1300, as quais
correspondem aos A&cidos tetraméricos di (ARN?) e monocarregados (ARN™),

respectivamente.

A expansao espectro (Figura 37) desvendou as que principais espécies presentes
no depdsito sdo constituidas de ARN com esqueletos de hidrocarbonetos de NC entre
Ceo0-83, € indicou que dentre os ions mais abundantes identificados estdo inclusive os
monocarregados [C71H12408-H]?, [CgoH14208-H], e [Cs1H14208-H] %, de respectivos m/z
1103,92404, 1230,06537 e 1242,06619 e; os ions duplamente carregados [CsoH1400s-
H]2, [CeoH14408-2H]? e [Cs1H14208-H]2 com m/z 613,52104, 615,53667 e 620,52893,
respectivamente. A Tabela A2 apresenta as atribuicdes de féormula molecular, DBE e
o erro de massa das espécies ARN presentes no deposito, obtido a partir dos dados
de FT-ICR MS com ionizacgéo pela adigdo de AF no ESI(-).
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Figura 37. Espectro de FT-ICR MS obtido da injecdo direta do depdsito de naftenatos, ionizados no
modo negativo pela adicdo de AF, ESI(-)ar (a). As expansdes mostram os valores de m/z experimental,
erro de massa (em ppm) e férmula molecular das principais espécies de ARN identificadas. (b) DBE
versus numero de carbono de ESI(-)FT-ICR MS para as classes O4[H] e Og[H] presentes do depdsito
de naftenato.

Por meio das atribuicbes de dados fornecidas pelo software Composer®, foi

depositos, descrito no capitulo 2.

possivel identificar 39 espécies pertencentes a classe Os (classe ARN) dentre as 80
formulas moleculares identificadas no depoésito por ionizagdo direta na ESI(-)ar.
Apesar de um numero reduzido de atribui¢cdes de formula moleculares, os dados de
FT-ICR MS obtidos da injecéo direta do depdsito de naftenato na ESI(-)ar mostraram-

se semelhante aos dados de ESI(-)FT-ICR MS obtidos a partir dos extratos acidos dos

117



Tratando-se da mesma origem, a literatura discorre, que apesar dos depadsitos de
naftenatos universalmente serem constituidos predominantemente de ARN,? sua
especiacdo detalhada pode ser usada na identificacdo de sua origem,®6:74130 com

base na composicéo de classe e NC.??

Em consideragdo ao que foi exposto, a metodologia de identificagcdo e
caracterizacdo de ARN em amostras de petréleo e em depdsitos de naftenatos in situ
por FT-ICRMS com ionizagdo na ESI(-)ar mostra-se bastante promissora. Uma vez
gue requer um preparo mais simples de amostra, apresentando-se ainda vantajosa,

no que diz respeito a reducao de consumo de reagentes e tempo de analise.

3.5 CONCLUSAO

Neste capitulo empregamos alguns modelos de regressao uni e multivariada, para
a quantificacdo de ARN em amostras por diferentes técnicas analiticas. Em geral, os
modelos de calibragcdo para os petroleos de diferentes valores de acidez,
apresentaram boa performance analitica, indicada pelos parametros de R?, RMSE,
LOQ e LOD. No entanto, as curvas de calibracdo ndo se aplicavam aos petréleos

investigados (petroleos 1 e 2), amostras testes ou amostras reais.

Contudo, o emprego articulado e minucioso da FT-ICR MS permitiu compreender
que as espécies ARN, presentes nas amostras de petroleo com relatos de
precipitacdo de naftenato de calcio (petréleos 1 e 2), poderiam estar na forma de seu
sal conjugado (naftenatos), diferente do padréo adicionado de ARN (extrato de acidos

organicos ou fracdo FA4) que esta em sua forma acida.

Apesar dos resultados de quantificacdo ndo serem promissores, o estudo nos
direcionou para o desenvolvimento de uma metodologia de identificacdo e
caracterizacdo de ARN em amostras de petréleo e em depdsitos de naftenatos in situ
por FT-ICRMS com ionizacéo de amostras pela adi¢céo de acido formico no eletrospray

negativo, que discriminamos pela representacdo ESI(-)ar.

A metodologia aqui proposta mostra-se promissora. Uma vez que requer um
preparo mais simples de amostra, apresentando-se também vantajosa, no que diz

respeito a redugdo de consumo de reagentes e tempo de andlise.

Com boa viabilidade de aplicacdo para identificar a natureza de depdsitos e
também estimar em um estagio inicial do potencial de incrustacdo e a necessidade de

tratamento do petréleo em unidades de producao.
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4. APENDICE
(a)

Figura Al. (a) Deposito de naftenato de célcio impregnado com 6leo residual, (b) depdsito triturado
com auxilio de almofariz e pistilo; (c) depésito envolvido no papel de filtro, (d) sistema utilizado na
extracdo solido-liquido via soxhlet; (e) deposito triturado antes da limpeza; (f) depésito apds a limpeza
com tolueno; (g) depdsito apds a limpeza com diclorometano; (h) depésito apds a limpeza com metanol.
Nota: as fotos estéo fora da escala de proporcionalidade.

(a) L-arginina

521.3 Regido de interesse
695.4
583.3
347.2
869.6
47.3 1043.7
2 | 93 . L, 1 Tres7

(b) Tunnig mix

602.0 1034.0

1334.0
384.9 520.9
249.0 ] | 656.9 73?'0 792.9
(c) L-arginina e tunning mix 1034.0
1334.0
521.3
20 O
1734.0 860.6
1282.0
347.2 982.0

23 TYT a2 tl. | l , f £l 12178 | ,
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Figura A2. Espectros de ESI(-)FT-ICR MS dos calibrantes (a) L-arginina, (b) tunnig mix e (c) L-arginina
e tunnig mix (solucéo calibrante otmizada).
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Figura A3. ESI(-)FT-ICR MS dos petréleos A (a-h) e B (i-p) enriquecidos com extrato de acidos

organicos em diferentes concentragfes: 0,00 %m/m; 1,0 %m/m; 2,0 %m/m; 5,0 %m/m; 10,0 %m/m;
20,0 %m/m; 30 %m/m e 50 %m/m.
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Figura A4. Espectro de RMN de *H dos petréleos A e B enriquecidos com extrato de acidos organicos
em diferentes concentrac¢des: 0,00 %m/m; 1,0 %m/m; 2,0 %m/m; 5,0 %m/m; 10,0 %m/m; 20,0 %m/m;

30 %m/m e 50 %m/m.
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Figura A5. Construcdo de Modelos de regressao multivariado para RMN de H: graficos dos espectros
meédios de calibracdo (a)(d); graficos dos loadings (b)(e) e; graficos dos dados previstos vs. dados

experimentais (c)(f) por PLS construido a partir dos petréleos A e B, respectivamente.
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Figura A7. Construcdo de Modelos de regressao multivariado para a técnica de NIR: (a)(e) gréaficos
dos espectros; (b)(f) gréficos dos espectros médios; gréaficos dos dados previstos vs. dados

experimentais (c)(g) e; (d)(h) graficos dos loadings dos modelos PLS construido a partir dos petréleos
A e B, respectivamente

124



Tabela Al. Parametros de desempenho da construcdo dos modelos de regressao e teores de ARN valores previstos nas amostras reais.

ARN (%) ARN (%)
Petréleo A Petrdleo B previstos no PLS previstos no PLS
(Petréleo A) (Petréleo B)
nvl RMSEC R2 nvl RMSEC R? Petréleo 1 Petréleo 2 Petréleo 1 Petréleo 2
NIR 2 2,7818 10,9823 3 1,0996 0,9978 -56,6 -48,1 225,8 172,8
MIR 3 19037 09934 2 10,47 0,7739 21,8 41,8 249 10,3
RMN de H 3 0,0785 1 3 1,13 0,997 15 53 120,3 71,4
FT-ICR MS 3 4,74 0,959 3 3,55 0,977 17,31 16,43 10,71 9,09
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Tabela A2. Atribuicao das féormulas, erro de massa (em ppm), m/z medido e teérico obtido dos ions ARN-
presentes no depdsito, obtido a partir dos dados de FT-ICR MS com ioniza¢8o no ESI(-)ar.

fon M/Zmedido M/Ztesrico DBE Erro(ppm) TIC  TIC (%)
[CeoH10808-2H]* 477,39549 477,39493 8 1,17 3,1x108 2,88
[Ce2H11208-2H]* 491,41132 491,41058 8 1,50 2,3x108 2,12
[CeaH11608-2H]* 505,42694 505,42623 8 1,40 2,2x108 2,03
[CesH12008-2H]* 519,44258 519,44188 8 1,34 2,2x108 2,06
[CesH12408-2H]* 533,45828 533,45753 8 1,39 2,2x108 2,05
[CesH11608-2H]* 529,42706 529,42623 12 1,55 1,0x108 0,95
[CesH12008-2H]* 531,44266 531,44188 10 1,45 1,6x106 1,48
[C70H12008-2H]* 543,44274 543,44188 10 1,57 1,5x106 1,07
[C70H12408-2H]* 545,45836 545,45753 10 1,52 2,1x1068 1,98
[C70H12808-2H]* 547,47398 547,47318 8 1,45 2,2x108 2,07
[C72H12008-2H]> 555,44272 555,44188 14 1,50 7,0x10°5 0,68
[C72H12408-2H]* 557,45833 557,45753 12 1,43 1,0x106 0,96
[C74H12408-2H]* 569,45839 569,45753 14 1,51 7,1x10° 0,66
[C73H12808-2H]* 571,47402 571,47318 12 0,09 1,0x106 0,97
[C74H13208-2H]* 573,48974 573,48883 10 1,57 1,3x106 1,23
[C74H13608-2H]* 575,50522 575,50522 8 1,28 1,9x106 1,73
[C76H12808-2H]* 583,47405 583,47405 14 1,49 6,6x10° 0,61
[C76H13208-2H]* 585,48962 585,48883 12 1,34 1,0x106 0,93
[C76H13608-2H]* 587,50531 587,50448 10 1,41 1,2x106 1,14
[C76H14008-2H]> 589,52103 589,52013 8 1,51 1,2x106 1,14
[C78H13208-2H]* 597,48950 597,48883 14 1,12 9,4x10° 0,87
[C78H1360s-2H]> 599,50536 599,50448 12 1,52 9,8x10° 0,90
[C78H14008-2H]> 601,52105 601,52013 10 1,52 1,3x108 1,19
[CeoH13608-2H]* 611.50536 611.50448 14 1,42 5,3x10° 0,53
[CeoH14008-2H]* 613.52105 613.52013 12 1,50 2,6x108 2,36
[CeoH14408-2H]* 615,53675 615,53578 10 1,58 4,0x108 3,73

[CsoH1480s-2H]* 617,55244 617,55143 8 1,62 2,1x10¢ 1,94



[Cs1H14208-2H]*
[Cs2H13608-H]%
[Cs2H14008-H]?%
[Cs2H14408-H]?%
[Cs2H14808-H]?%
[Ce4H14808-H]*
[Cs4H15208-H]?%
[Ce4aH15608-H]?
[Cs0H10608-H]-
[Ce1H1080s-H]
[Ce2H11008-H]
[Ce3H11208-H]
[Ce4H11408-H]
[CesH11408-H]
[Ce5H11608-H]-
[Ce7H11808-H]
[CesH12008-H]-
[Ce9H12208-H]
[C70H12208-H]-
[C71H12408-H]
[C72H12608-H]
[C73H1280s-H]
[C74H1300s-H]
[C7sH13208-H]
[C76H13208-H]
[C76H13408-H]
[C77H1360s-H]
[C78H1380s-H]

[C79H1400s-H]

620,52890
623,505560
625,52110
627,53683
629,55251
641,55272
643,56826
645,58388
953,78332
967,79884
981,81462
995,83068
1009,84584
1021,84647
1035,86181
1049,87726
1063,89315
1077,90911
1089,90862
1103,92408
1117,93968
1131,95558
1145,97201
1159,98770
1171,98751
1174,00253
1188,01931
1202,03419

1216,04982

620,52796
623,50448
625,52013
627,53683
629,55251
641,55143
643,56708
645,58273
953,78149
967,79714
981,81279
995,82844
1009,84409
1021,84409
1023,85974
1049,87539
1063,89104
1077,90669
1089,90669
1103,92234
1117,93799
1131,95364
1145,96929
1159,98494
1171,98494
1173,00059
1188,01624
1202,03189

1216,04755

12

16

14

12

10

12

10

10

10

10

10

10

11

11

11

11

11

11

12

11

11

11

11

1,52
1,73
1,67
1,67
1,72
2,01
1,83
1,78
1,91
1,75
1,86
2,25
1,73
2,32
2,0
1,78
1,98
2,24
1,77
1,57
151
1,71
2,37
2,37
2,18
1,65
2,58
1,91

1,87

1,5x107
6,0x10°
7,6x10°
9,3x10°
1,1x108
7,4x10°
8,6x10°
1,1x108
4,5x108
3,4 x108
7,4 x106
2,8 x108
2,7x106
8,3x10¢
9,1x10¢
8,2x10¢
4,5x10¢
3,0x10¢
3,4x107
6,5x107
2,8x107
2,1x107
6,9x10°
9,7x106
1,1x106
1,1x107
7,0x108
2,7x108

1,3x108

1,35
0,55
0,70
0,86
1,00
0,66
0,79
1,00
4,13
3,12
6,83
2,56
2,56
7,73
8,44
7,63
4,18
2,56

31,68

60,49

25,94
19,4
6,39
8,99
0,99

10,64
6,48
2,48

1,25
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[CsoH1380s-H]
[Cs0H1400s-H]
[CsoH14208-H]
[CeoH1460s-H]
[CsoH1480s-H]
[Ca1H14008-H]-
[Cs1H14208-H]
[Cs1H1440s-H]
[CsoH14608-H]
[Cs1H14808-H]
[Cs2H14208-H]
[Ce2H14408-H]-
[Cs2H14608-H]
[Cs2H15008-H]-
[Cs3H14408-H]
[Ce3H1460s-H]-
[Ce3H1480s-H]

[CsaH14808-H]

1226,03369
1228,04954
1230,06533
1234,09749
1236,10470
1240,05100
1242,06623
1244,08170
1246,08853
1248,11265
1254,06521
1256,08047
1258,09608
1262,12785
1268,08185
1270,09794
1272,11357

1284,11332

1226,03189
1228,04755
1230,06320
1234,09450
1236,11015
1240,04755
1242,0632

1244,07885
1246,09450
1248,11015
1254,06320
1256,07885
1258,09450
1262,12580
1268,07885
1270,09450
1272,11015

1284,11015

13

12

11

13

12

11

10

13

12

11

13

12

11

12

1,46
1,63
1,74
2,14
4,41
2,79
2,44
2,29
4,79

2,101
1,60
1,29
1,26
1,63
2,37
2,71
2,69

2,47

5,2x10¢6
1,3x107
2,9x107
8,4x10°
6,7x10°6
3,1x107
1,1x108
5,9x107
1,9x107
6,0x10°
3,3x10°
9,9x10°
1,5x107
1,2x107
1,9x108
6,5x10¢6
2,1x10¢6

1,7 x108

4,86
11,72
26,18

7,80

6,16
28,38

100,00
55,02
17,84

5,54

3,06

9,13
14,22
10,95

1,76

6,00

1,95

1,55
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