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RESUMO

Dibenzotiofeno (DBT), benzotiofeno (BT), seus homdlogos alquilados e
benzonaftobenzotiofenos (BNT) sdo importantes compostos organicos sulfurados
(OSC) presentes em baixas concentracdes no petréleo e empregados como
marcadores de maturidade, biodegradagcdo e ambiente deposicional.
Tradicionalmente, a caracterizacdo de OSC em 0leos crus envolve varias etapas
de preparo de amostra baseada na separacdo por grupos, de acordo com a
polaridade dos compostos e subsequente analises das fracfes separadas por GC-
MS. O objetivo do presente estudo foi empregar a cromatografia a gas acoplada
a espectrometria de massa do tipo triplo quadrupolo (GC-MS/MS) para
determinacao e quantificacdo de marcadores pertencentes as classes BT, DBT e
BNT em amostras de petroleo. Inicialmente, um método GC-MS/MS foi otimizado
empregando um mix contendo quatorze padrées de OSC no modo de varredura
total de ions (SCAN) para obtencdo do espectro de massas, tempo de retencao
de cada composto e separacdo cromatografica. A otimizacao foi também realizada
no modo de monitoramento seletivo de ions (SIM) para posterior estudo
comparativo nas amostras e, por fim, no modo de monitoramento de reacdes
multiplas (MRM) para definir as energias da cela de colisdo empregada neste
modo operacional. O método otimizado foi aplicado inicialmente em uma amostra
de petroleo, sem etapa prévia de fracionamento, de forma qualitativa em estudo
comparativo, baseado na seletividade e intensidade de sinal a fim de verificar
eficacia do método MRM frente ao modo SIM. Os resultados indicaram que a
abordagem GC-MS/MS no modo MRM alcancou maior especificidade e
sensibilidade para determinagéo dos OSC. O método MRM foi entdo aplicado para
a guantificacdo de oito amostras de petroleo da Bacia Potiguar, sem etapas de
fracionamento. Por fim, razbes diagnosticas, baseadas nos marcadores
sulfurados como: DBT/Phen; 4-/1-MDBT; 2,4-/1,4 DMDBT; 4,6-/1,4-DMDBT,; 1-
MDBT/DBT foram calculadas e interpretadas. O método otimizado GC-MS/MS no
modo MRM eliminou a necessidade de fracionamento e foi eficiente para a
quantificacdo dos marcadores OSC, representando um avanco analitico na area
de marcadores sulfurados em amostras de petréleo. Além disso, permitiu avaliar
através das razfes diagndsticas, juntamente com outros parametros, o grau de
maturidade, biodegradacao e ambiente deposicional nas amostras de petroleo da
Bacia Potiguar.

Palavras-chave: GC-MS/MS, marcadores organicos sulfurados, petroleo.



ABSTRACT

Dibenzothiophene (DBT), benzothiophene (BT), its alkylated homologous and
benzonaphthobenzothiophenes (BNT) are important organic sulfur compounds (OSC)
present in low concentrations in oil and used as markers of maturity, biodegradation
and depositional environment. Traditionally, the characterization of OSC in crude oils
involves several steps of sample preparation based on the separation by groups,
according to the polarity of the compounds and subsequent analysis of the fractions
separated by GC-MS. The aim of the present study was to employ gas chromatography
coupled with triple quadrupole mass spectrometry (GC-MS/MS) to determine and
quantify markers to BT, DBT and NT classes in oil samples. Initially, a GC-MS/MS
method was optimized using a mix containing fourteen OSC patterns in full ion
scanning mode (SCAN) to obtain the mass spectrum, retention time of each compound
and chromatographic separation. The optimization was also carried out in the ion
selective monitoring mode (SIM) for comparative sudy of the samples and finally the
multiple reaction monitoring (MRM) mode to define the collision cell energy used in this
operational mode. The optimized method was initially applied to a petroleum sample,
with no previous fractionation stage, in a qualitative way in a comparative study, based
on selectivity and signal intensity in order to verify the effectiveness of the MRM
method compared to the SIM mode. The results of the SIM and MRM modes indicated
that the GC-MS/MS approach in the MRM mode achieved greater specificity and
sensitivity for determining the OSC. The MRM method was then applied to quantify
eight oil samples from the Potiguar Basin without fractionation steps. Finally, diagnostic
reasons, based on sulfur markers such as: DBT/Phen; 4-/1-MDBT; 2.4-/1.4 DMDBT;
4,6-/1,4-DMDBT; 1-MDBT/DBT were calculated and interpreted. The optimized
method GC-MS/MS method in MRM mode eliminated the need for fractionation and
was efficient for the quantification of OSC markers, representing an analytical advance
in the area of the sulfur markers in petroleum samples. In addition, it was possible to
assess, through diagnostic reasons, together with other parameters, the degree of
maturity, biodegradation and depositional environment in oil samples from the Potiguar
Basin.

Keywords: GC-MS/MS, sulfur organic markers, petroleum.



1. INTRODUCAO

O petréleo, também conhecido como 6leo cru, € constituido por centenas de
milhares de compostos como hidrocarbonetos alifaticos, aliciclicos e aromaticos e em
menores concentragfes compostos contendo enxofre, nitrogénio e oxigénio, além dos
metais em niveis de tracos ' 2. Estima-se que mais de dez mil compostos estejam

presentes apenas na fragdo intermediaria do petréleo 3.

Os compostos organicos de enxofre (do inglés, organic sulfur compounds -
OSC) sao os mais abundantes entre os heteroatomos presentes no petroleo e
representam, em termos gerais, entre 0,03 a 6 % de enxofre total (Stota) 2. O petréleo
brasileiro contém baixo teor de enxofre (S), com concentragées abaixo de 1 % 5. A
composicdo e concentracdo de OSC no 6leo cru é afetada pelas caracteristicas de
ambiente deposicional (terrestre, lacustre e/ou marinha), maturidade e grau de
biodegradacdo do petréleo 2 os quais sdo determinados através dos chamados

marcadores geoquimicos.

Os principais marcadores baseados em OSC sao os tiofenos ligados a anéis
aromaticos e denominados heterociclicos sulfurados aromaticos policiclicos (do
inglés, polycyclic aromatic sulfur heterocycles - PASH), que consistem nas classes de
compostos benzotiofenos (BT), dibenzotiofenos (DBT) e benzonaftotiofenos (BNT) 2
69 Por exemplo, razdes diagnosticas baseadas em DBTs sdo empregadas para
avaliar a maturidade, abundancia dos DBTs e BNTs indicam nivel de biodegradacao

de petroleo e ambiente deposicional.

Devido aos baixos niveis de concentracdo dos marcadores sulfurados e da
complexidade das amostras de petréleo, etapas de isolamento e/ou fracionamento
sao necessarias. A separacao ocorre de acordo com as caracteristicas quimicas dos
interferentes e compostos de interesse, sendo empregadas técnicas cromatogréaficas
instrumentais convencionais, como por exemplo, a cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (do inglés, gas chromatography — mass spectrometry - GC-
MS) 10,

A GC-MS no modo monitoramento seletivo de ions (SIM) é a técnica
tradicionalmente empregada para analisar os OSC em estudos de marcadores

sulfurados e para a obtengdo das razdes diagnésticas 2.



Nos ultimos anos, a cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
do tipo triplo quadrupolo (do inglés, gas chromatography-triple quadrupole - GC-
MS/MS) tem sido empregada para desenvolver métodos mais seletivos e sensiveis
para analisar compostos em nivel de traco %13, O uso de MS/MS permite que muitos
dos interferentes sejam minimizados ou mesmo eliminados, aumentando a razao
sinal/ruido (do inglés, signal/noise - S/N). O modo de operacdo de monitoramento de
reacoes multiplas (MRM) envolve duas etapas de selecdo de ions e por isso é
altamente seletivo e sensivel, ideal para quantificacdo e confirmacao, especialmente
na andlise de tracos, o que o torna uma ferramenta poderosa quando comparado ao
modo SIM.

Héa poucos trabalhos na literatura usando GC-MS/MS para a determinacao de
marcadores OSC em petréleo 14 15, Os estudos existentes empregaram amostras sem
etapas prévias de fracionamento, porém, o numero de OSC ¢é limitado a uma
subclasse (MDBT) 4 ou entdo ndo é especifico para OSC e os autores ndo enfatizam
a parte quantitativa bem como as razdes diagnésticas obtidas *°. Ha ainda o emprego
da técnica GCxGC-MS/MS 16, neste estudo os autores avaliaram dezesseis OSC,
porém a quantificacdo foi por subclasse de compostos e néo individual, além de néo

ser focado em marcadores.

Este trabalho tem como objetivo otimizar uma metodologia analitica por GC-
MS/MS para quantificar marcadores de OSC pertencentes as classes BT, DBT e BNT
em amostras de petréleo sem fracionamento prévio. Além de realizar uma avaliacdo
geoquimica baseada nas razdes diagnosticas de marcadores, selecionados para
caracteriza¢do geoquimica dos petroleos analisados.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar uma metodologia analitica por GC-MS/MS para quantificar
marcadores de OSC pertencentes as classes BT, DBT e BNT em amostras de petréleo
sem fracionamento prévio. Avaliar as razbes diagnosticas dos marcadores

selecionados para caracteriza¢do geoquimica dos petréleos analisados.



1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Otimizar um método de andlise por GC-MS/MS empregando padrbes analiticos
para a determinagdo dos marcadores de interesse;

o Aplicar o método otimizado em uma amostra de petrdleo, sem etapa prévia de
fracionamento, de forma qualitativa em estudo comparativo, baseado na seletividade

e intensidade de sinal a fim de verificar eficacia do método MRM frente ao modo SIM.

o Realizar um estudo quantitativo no modo MRM em oito amostras de petréleo
da bacia Potiguar, sem etapa e fracionamento.

o Empregar razdes de marcadores organicos sulfurados a fim de calcular e
interpretar parametros de ambiente deposicional, evolucao térmica e biodegradacéo

nas oito amostras de petroleo em estudo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PETROLEO

O petréleo e o termo equivalente 6leo cru podem ser definidos como uma
mistura complexa constituido de centenas de milhares de compostos?
predominantemente formados por hidrocarbonetos (alifaticos, aliciclicos e arométicos)
e em menores propor¢cdes, compostos contendo nitrogénio, oxigénio e enxofre, além
de metais em niveis de tracosl. Embora a composicdo do petréleo apresente
variaces entre bacias sedimentares e mesmo dentro do mesmo sistema petrolifero,
a sua composi¢cao elementar basica apresenta pouca variagdo de uma fonte para
outra 7. O petréleo ocorre no subsolo, a varias pressdes, dependendo da
profundidade. Devido a presséo, contém consideravel quantidade de gas natural em
solucéo. O petrdleo subterraneo € muito mais fluido do que na superficie e geralmente
€ mével em condicbes de reservatério, porque as temperaturas elevadas (gradiente
geotérmico) nas formacdes subterraneas diminuem a viscosidade 8. Embora o
gradiente geotérmico varie de um lugar para outro, geralmente € da ordem de 25°C -
30°C km™.

O petréleo possui origem na matéria organica (principalmente animais e
vegetais aquaticos) que foram depositadas em bacias sedimentares ao longo de
milhdes de anos. Devido a acdo do soterramento progressivo, essa matéria organica
passa por transformacdes biologicas, fisicas, quimicas e geoquimicas com a sua
consequente maturacdo térmica . Essa transformacdo da matéria organica para
geracdo do 6Oleo e gas abrange trés etapas principais de transformacédo: diagénese,
catagénese e metagénese (Figura 1); assim, a partir desse processo sdo gerados

todos os tipos de hidrocarbonetos.



Figura 1. Esquema de geracdo de petréleo em funcédo de acdes de soterramento na

bacia sedimentar. Fonte: adaptado de Tissot e Welte!’.

A diagénese corresponde ao primeiro estagio de evolucao térmica e ocorre em
condi¢Oes de baixa temperatura e pressao. Nessa fase, um dos principais agentes de
transformacdo da matéria organica € a atividade microbiana, em que os lipidios,
proteinas, carboidratos e ligninas séao transformados em querogénio, parte da matéria
organica sedimentar que nao solubiliza em solventes organicos. As rochas geradoras

sdo denominadas imaturas nessa etapa de evolucédo térmica.t’

Depois da diagénese, acontece a elevagdo da temperatura e pressao onde o
querogénio é soterrado e degradado para a formacao do petroleo, classificada como

a fase de evolugcdo denominado catagénese?!’. Nessa etapa transformacgées quimicas



(cragueamento catalitico), reacdes de isomerizacdo, aromatizacéo, descarboxilagdo
e desproporcionamento acontecem. Esta zona de maturidade € denominada como

“janela de 6leo” 1920,

O terceiro estagio conhecido como metagénese estd sob condi¢cdes de
soterramento e temperaturas ainda mais elevada com formacéo de hidrocarbonetos

liquidos e gasosos de baixa massa molar.

Nesta fase de evolucdo térmica, os biomarcadores diminuem ou sao
degradados atribuido a sua instabilidade e condi¢cfes de temperatura e pressao. Esta

zona supermatura ou senil € conhecida como “janela de gas” 1.

Com isso, 0 petrdleo é expulso com a elevacao da pressao tectdnica na rocha
geradora migrando para rochas de maior permeabilidade e porosidade, conhecidas

como rochas reservatorias, processo conhecido como migragdo primaria %°.

Gradualmente, a matéria organica se decompés e finalmente formou petréleo
que migrou dos leitos originais para rochas sedimentares mais porosas e permeaveis,
como arenito e siltito, onde finalmente ficou retido. Essas acumulacfes de o6leo
aprisionadas sdo chamadas de reservatérios 22, Uma série de reservatérios dentro
de uma estrutura de rocha comum ou uma série de reservatérios em formacdes
separadas, porém vizinhas € comumente referida como um campo de petroleo. Um
grupo de campos € frequentemente encontrado em um Unico ambiente geoldgico

conhecido como bacia sedimentar.

O petroleo € a mistura organica mais complexa em termos de composicéo na
quimica analitica, estima-se que mais de dez mil compostos estejam presentes
apenas na fracdo intermediaria do petréleo (com P.E. de 150 a 450 °C) 3. Assim,
estudos que possibilitem uma avaliacdo qualitativa e quantitativa do 6leo cru é de

grande interesse na exploracao, extracao e refino de petroleo.

De particular importancia ao realizar essas avaliacbes € determinar a
abundéncia e especiacdo dos compostos heteroatdmicos, nitrogénio, enxofre e
oxigénio (NSO) pois esses compostos sdo notérios por sua toxicidade para o
ambiente, por destruir catalisadores de processamento e diminuir a estabilidade de
produtos petroliferos 2 23. Além disso, e de particular importancia neste estudo, é a

identificacdo de classes especificas de sulfurados que sdo empregadas como



marcadores em estudos geoquimicos de exploracdo de petréleo e indicam grau de

maturidade %, migracdo, caracterizacéo e facies organicas. 2 26

2.1.1 Marcadores sulfurados em amostras de petréleo

Os compostos organicos de enxofre (do inglés, organic sulfur compounds -
0SC), sdo os mais abundantes entre os heteroatomos presentes no petréleo. O 6leo
cru contém em termos gerais entre 0,03 a 6% de enxofre (S) total, sendo que este teor
tende a ser maior a medida que a densidade aumenta 2" 22, O petréleo gerado no

Brasil é considerado pobre em enxofre, os teores estdo abaixo de 1% # 5.

A composicao e as quantidades de OSC variam em diferentes 6leos crus ao
redor do mundo, afetados pelas caracteristicas de origem (marinha ou terrestre),
ambiente deposicional e extensdo da biodegradacéo, 2 que sdo determinadas através
dos chamados marcadores geoquimicos (classes dos benzotiofeno, dibenzotiofeno e

benzonaftotiofeno).

Segundo Peters e Moldowan 2°, marcadores biolégicos sdo complexos
moleculares fésseis encontrados em baixas concentracdes, provenientes de
organismos vivos constituido principalmente de hidrogénio e carbono, podendo ser
formados por outros elementos como o enxofre, nitrogénio e oxigénio. Simoneit ’
denominou os compostos sulfurados pertencentes as classes dos tiofenos alquilados
e benzotiofenos como biomarcadores, sendo derivados de varios precursores lipidicos

e terpendides durante a diagénese inicial por reagcdes com HSx e H2S.

Os principais marcadores sulfurados utilizados para a caracterizacao de rochas
geradoras, avaliacdo de ambiente deposicional, facies organicas e de niveis de
maturacdo de matéria organica sédo os tiofenos ligados a anéis aromaticos. Esses
compostos sdo denominados heterociclicos sulfurados aromaticos policiclicos (do
inglés, polycyclic aromatic sulfur heterocycles - PASH), que consistem nas classes de

compostos benzotiofenos, dibenzotiofenos e benzonaftotiofenos (Figura 2) 2 6.8.9,
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Figura 2: Estruturas das principais classes dos marcadores sulfurados presente no

petroleo.

O grande numero de isbmeros é uma das razfes pelas quais a andlise e
determinacdo de marcadores sulfurados pode ser considerada dificil %°. Outros
motivos incluem a baixa concentracdo destes compostos na maioria dos 6leos crus,
além das propriedades fisico-quimicas dos PASH que se assemelham muito as dos
hidrocarbonetos policiclicos arométicos PAHs (do inglés, polycyclic aromatic
heterocycles - PAH), o que pode levar a coeluicdo destes compostos em detectores

universais.

Os marcadores sulfurados pertencentes a classe dos dibenzotiofenos (CO a
C2) e 0 benzotiofeno (C0O a C2) sdo empregados como indicadores de maturidade no
petréleo 1t 24 3% 32 devido a sua alta resisténcia a degradacdo no meio deposicional.
Em geral, os marcadores de maturidade s&@o avaliados através de suas razfes
diagnésticas conforme Tabela 1, razbes 1, 2, 3, 5, 6, 8, 9, 13-24, 26. Também, na
Tabela 1 é possivel observar as razdes diagnésticas empregadas para avaliar

biodegradacéo do petroleo, razdes 6, 7 e ambiente deposicional, razbes 1, 2, 3, 4.



Tabela 1: Razdes diagndésticas de compostos sulfurados citadas na literatura e sua relacdo com o grau de maturidade, migracdo, ambiente

deposicional do petroleo.

Ne RAZAO DIAGNOSTICA INFORMACAO REFERENCIAS
ambiente deposicional
1 SYBTs/ YDBTs . 6,31, 33, 34
maturidade
ambiente deposicional
2 3-MBT/2-MBT _ 31, 34
maturidade
maturidade 35, 36, 37, 38, 39, 40,
3 DBT/Phen . o a1
ambiente deposicional
4 4-MDBT/Phen ambiente deposicional 42
6,9 24, 26, 31, 32, 43,
maturidade
5 4-MDBT/1-MDBT _ . 34, 39, 40, 44, 45
migracao 46, 47, 48
maturidade
6 1-MDBT-/4-MDBT 11,14

biodegradacgao




10

10

11

12

13

14

15

2+3-MDBT / 4-MDBT

2,4 - DMDBT/1,4-DMDBT

4,6- DMDBT /1,4 - DMDBT

46-/(1,4 + 1,6) -DMDBT
4,6-/ 3,6 DMDBT

4,6-/ 2,7-DMDBT

(2,6 +3,6) - /(1,4 + 1,6) -DMDBT

2- + 3-MDBT / 1-MDBT

1-MDBT/DBT

biodegradacéo.

maturidade

migracao

maturidade

migracao

migracao

migracao

migracao

maturidade

migracao

maturidade

indicador de facies organicas e maturidade

14

24, 32, 43, 49

24, 32, 43, 50, 49

26, 43

50

50

24, 26

31, 34, 48

31, 33, 34, 48
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

2+3MDBT/DBT

4-MDBT/DBT

C1-DBT/C3-DBT

1MDBT+2MDBT+3MDBT+4MDBT/DBT

(4MDBT+2,3MDBT)/DBT+2,3MDBT+1
MDBT

(4-MDBT+2,3MDBT)/(2,3MDBT+1-
MDBT)

2,4,6-/(1,4,6 + 1,4,8+3,4,6)-TMDBT
2,4,6-/(1,4,6 + 1,4,8+3,4,6)-TMDBT
2,4,6-/(2,4,7 + 2,4,8)-TMDBT
2,1-BNT / (2,1-BNT + 1,2-BNT)

4,6-DMDBT/(4-EDBT+4-MDBT)

indicador de facies organicas e maturidade
indicador de facies organicas e maturidade
maturidade

indicador de facies organicas e maturidade

indicador de facies organicas e maturidade

indicador de facies organicas e maturidade

maturidade
maturidade
indicador de facies organicas e maturidade
migracao

maturidade

33, 45

33, 45

41

45

45

45

24

24

49

25, 26

33, 51
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Segundo Santamaria-Orozco et al. 3 as razdes 16 e 17 Tabela 1, aumentam
com a maturidade e a razdo 15 diminui com a maturidade. Segundo 0os mesmos
autores, a razdo 1 diminui com o aumento da maturidade, isso se deve ao fato dos
benzotiofenos serem mais abundantes em baixa maturidade, enquanto o0s
dibenzotiofenos sdo mais abundantes em alta maturidade. A razdo diagnéstica 5 foi
introduzida por Radke e colaboradores ® como um outro parametro de maturidade,
com variacdo na faixa de 0,4% a 1,10%. Como o 1-MDBT é menos estavel que o 4-
MDBT, valores menores do que 1, indicam rocha imatura. Posteriormente, outros
estudos empregaram essa razao com o0 mesmo objetivo, como pode ser verificado na
Tabela 1. Outras razdes empregadas para avaliar maturidade pertencem a subclasse
dos C2-DBT, e estdo indicadas em 8, 9 e 13.

As razbes de marcadores sulfurados 5, 8, 9, 11, 12 e 25 sdo empregadas para
avaliar migracao do petroleo. A razdo isomérica 6, por exemplo, diminui a medida que
aumenta a profundidade e foi correlacionada com propriedades especificas do
reservatorio do petrdleo, como maturidade. Esse comportamento € atribuido a
estabilidade térmica do 1-MDBT ser menor que a do isdbmero 4-MDBT 4. Wang e
colaboradores #3 propuseram as concentragdes relativas de MDBTs e DMDBTs como
indicadores moleculares de migracao do 6leo cru através das razdes 5, 8, 9. Fang et
al. %6 e Li et al. 2 estimaram a distancia da migracéo do petréleo pela distribuicdo dos
isdmeros de BNTSs, a saber, razao 25. Todas essas raz6es diminuem com a migracao
do 6leo cru. Mais recentemente, Gao e colaboradores *° usaram as razdes 9, 11 e 12
para indicar a direcdo da migracdo do petréleo. Para caracterizar a migracao, trés
paradmetros, incluindo 4,6-/2,7-DMDBT (blindado / exposto), 4,6-/1,4-DMDBT
(blindado/parcialmente exposto) e 4,6-/3,6-DMDBT (blindado/parcialmente expostos)
foram utilizados. Os resultados indicaram que todos aumentaram com a direcdo da

migragao do 6leo cru.

O fato dos marcadores apresentarem uma relacao direta com 0s organismos
dos quais tiveram origem, faz com que os mesmos possam ser utilizados como
indicadores paleoambientais, ou seja, do ambiente deposicional da matéria organica
21 sendo empregados compostos pertencentes as classes dos BTs e os DBTs que séo
usados como marcadores de ambiente deposicional. Por exemplo, Nady e Harb 34
indicaram através do somatorio, a razdo BTs/ Y DBTs (1), Tabela 1, onde valores

superiores a 3 mostram que o Oleo é proveniente de ambiente marinho, valores entre
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1 a 3 indicam ambientes marinhos e lacustre ja valores menores que 1 indicam que o
Oleo é proveniente de ambiente lacustre. Outra razdo muito empregada € a 3,
DBT/Phen, que relacionada com o pristano (Pr) e fitano (Fi) pode revelar o ambiente
deposicional do 6leo, razdo DBT/Phen > 1 e a razao Pr/Fi < 1 indicam que o Oleo é de
origem marinha. Razdo DBT/Phen entre 1 e 3 e a razdo Pr/Fi <1 o dleo é de origem
marinha e lacustre e razdo DBT/Phen < 1 e Pr/Fi <1 o 6leo é de origem lacustre. Cai
et al. 3 demonstraram que a proporcéo entre DBT/fenantreno razéo 3 da Tabela 1 de
6,6, e de 1,7 sdo valores considerados elevados e valores menores que 0,9 séo
considerados baixos demonstrando o potencial do ambiente deposicional para a

geracdo de dleo.

MDBTs e DMDBTs sdo suscetiveis a biodegradacdo no petrdleo em
reservatorios e por isso sdo empregados como marcadores de biodegradacao
aerébica ' 43, Para os MDBTs a ordem de suscetibilidade a biodegradacéo (do mais
suscetivel para o menos) é 2-MDBT + 3-MDBT> 1-MDBT> 4-MDBT %2, A
biodegradacdo seletiva dos metildibenzotiofenos ocorre porque os isémeros com
substituintes metila na posicédo B (2-MDBT e 3-MDBT) séo facilmente degradados 5%
53, Assim, o aumento das razdes 6 e 7, indica aumento da biodegradacdo do
petr6leo?!: 33 34 35 Para os DMDBTs a biodegradabilidade (do mais suscetivel ao
menos) é 1,2-DMDBT> 1,7-DMDBT> 2,8- DMDBT> 2,8- DMDBT = 4,6-DMDBT> 2,6-
DMDBT = 2,4-DMDBT. De forma geral, os MDBTs sdo mais suscetiveis a
biodegradacédo do que DMDBTSs. Observa-se uma sequéncia consistente de alteracao
de DBT, MDBTs e DMDBTs com aumento do nivel de biodegradag¢do nas amostras
de 6leo %2,
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2.1.2 Técnicas de isolamento de marcadores sulfurados em petréleo

Devido aos baixos niveis de concentracdo dos marcadores sulfurados e da
complexidade das amostras de petrdleo, etapas de isolamento e/ou fracionamento,
de acordo com as caracteristicas quimicas dos interferentes e compostos de interesse
sd0 necessarias quando se empregam técnicas cromatograficas instrumentais

convencionais, como a GC-MS 19,

Os hidrocarbonetos saturados e os aromaticos (PAHS) presentes no petréleo
prejudicam a detectabilidade dos compostos sulfurados em andlises cromatogréaficas
convencionais 2. Portanto, esses interferentes devem ser removidos afim de néo

prejudicar a correta identificacdo dos PASHSs.

Normalmente, para os estudos de marcadores sulfurados, a literatura cientifica
emprega o método SARA (Saturados, Aroméaticos, Resinas e Asfaltenos) o qual
consiste em um procedimento de cromatografia em coluna aberta, empregando silica
ou alumina como fase estacionaria e eluicdo com solventes de polaridades crescentes
a fim de obter as quatro fragGes 2 43 54, A fracdo aromatica contém os PASH e os
PAHs. Entretanto, os PAH e PASH apresentam propriedades fisico-quimicas muito
semelhantes o que dificulta a correta identificacdo por GC-MS, podendo levar a
interpretacdes geoquimicas ambiguas *°.

Uma abordagem mais especifica para a determinacdo dos marcadores
sulfurados emprega o método SARA (neste caso chamado de pré-fracionamento)
seguido de fracionamento da fracdo aromatica por cromatografia de troca ligantes (do
inglés, ligand exchange chromatography — LEC) com PdClz impregnado em silica gel.
A troca de ligantes de compostos de enxofre com a fase estacionaria PdClz varia com

a basicidade.

Tanto o emprego do método SARA de forma isolada quanto o emprego do
SARA seguido de fracionamento LEC, envolvem varias etapas de separacéo antes da
analise cromatografica, por exemplo, por GC-MS. Ambas as metodologias
apresentam desvantagens como: tempo elevado, grande quantidade de solventes
organicos, possibilidade de ocorrer perda de componentes volateis. Essas
interferéncias geram dois problemas: ndo apenas as quantificacdes de PASHs serao
errbneas, a menos que a influéncia de enxofre seja levada em consideracdo, mas

também as quantificacdes de PAHs estaréo incorretas .
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2.2 TECNICAS PARA A DETERMINACAO DE MARCADORES
SULFURADOS EM PETROLEO

A cromatografia em fase gasosa aliada a diferentes técnicas de deteccao, tais
como detector de emissao atdbmica (do inglés, atomic emission detector — AED), e
espectrometria de massas (do inglés, mass spectrometry - MS) tem sido utilizada para
a determinacdo de marcadores sulfurados em petroleo. Na Tabela 2 é possivel
visualizar as técnicas mais empregadas e as respectivas colunas cromatograficas
para os marcadores avaliados.

De forma geral, a coluna com fase estacionéaria 5% fenil (DB-5, HP-5MS) é a
mais empregadas no estudo de marcadores sulfurados em amostras de petréleo.
Entretanto, alguns autores tém indicado coeluicbes quando essa € usada. Mossner e
colaboradores °° demonstraram alguns exemplos de coeluicdes empregando duas
colunas com fase estacionaria distintas para separacao dos isémeros 2,4,7- e 2,4,8-
TMDBT em uma amostra de 6leo cru utilizando o GC-MS. Os dois isdbmeros coeluem
na fase 5% fenil (DB-5MS) enquanto na fase 50% fenil (DB-17MS) os isdmeros
foram separados. Foi observado também, no mesmo trabalho, a coelui¢cdo entre o
1,3,7- e 3,4,7-TMDBT na fase estacionaria DB-17MS sendo possivel a separacéo
desses isbmeros em coluna DB-5.

A GC-AED apresenta uma boa combinacdo de especificidade e sensibilidade
para analise de compostos contendo heterodtomos, como os PASHSs, alguns autores
tém empregado esse tipo de detector para avaliacdo dos sulfurados. Por exemplo,
Hegazi e colaboradores 6 empregaram a GC-AED a fim de avaliar marcadores
sulfurados indicadores de maturidade em amostras de 6leo cru de diferentes regides.
O uso de detectores especificos como o AED possibilita a avaliacdo dos padrdes de
distribuicdo de OSC mesmo nos casos em que sua abundancia relativa & baixa ou
quando a diferenca no tempo de retencéo entre os compostos eluentes é pequena 3.
Entretanto, requer o emprego de padr8es analiticos para a correta identificacdo dos

compostos de interesse.
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Tabela 2: Técnicas de deteccdo empregando cromatografia a gas e respectivas colunas cromatograficas para a caracterizacao de

marcadores organicos sulfurados em petroleo.

Técnica de Deteccéo

Coluna

Marcadores

Referéncias

GC-AED

GC-AED

GC-AED

GC-AED

GC-MS (SIM)

GC-MS (SIM)

GC-MS (SIM)

GC-MS (SCAN)

GC-MS (SIM)

HP-12 (25 m x 0.32 mm x 0.17 pm)

SBP -bifenil-30 (25 m x 0.32 mm x 0.25 pm)
ZB-5° (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm)
DB-5MS ¢ (60 m x 0.25 mm x 0.25 pum)

DB-17MS i (60 m x 0.25 mm x 0.25 um)
DB-5¢ (60 m x 0.25 mm x 0.25 pm)

BP-1¢ (60 m x 0.25 mm x 0.25 pm)
SE-54 (50 m x 0,32 mm x 0.10 um)
SE-54 9 (30 m x 0.25 mm x 0.33 pm)

- m x U. mm x 0. m
HP-5MS" (60 m x 0.32 0.25 um)

C1-BT,; DBT; C1-DBT; C2-DBT

C1-BT; DBT; C1-DBT; C2-DBT; BNTs

C1-BT,; DBT,; C2-DMDBT,; C3-TMDBT;

DBT; Phen; C2-DBT; C3-DBT; BNT

DBT; C2-DBT; Cs-DBT; BNT; Phen

DBT; Phen; C1-MDBT

DBT; Phen; C1-MDBT

C2-DBT; C3-DBT; BNT; Phen

DBT; Phen

C2-DMBT; BNTs

47

57

31, 56

55

39

58

59

60

26




15

GC-MS (SCAN) i (30 m x 0.25 mm i.d. x /) C1-MBTSs; C2-MDBTSs; Cs-TMDBTSs 34
GC-MS (SIM) DB-5°¢ (60 m x 0.25 mm x 0.25 pm) DBT; C2-DBT; Cs-DBT; BNT; Phen 24, 61, 55
GC-MS (SIM) HP-5MS ¢ (60 m x 0.25 mm x 0.25 pm) C1-MBT; C2-MDBT; C3-TMDBT; BNT 25
GC-MS (SCAN e SIM)  DB-5MS ¢ (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) DBT; C1-DBTSs; C2-DBTs; Cs-DBTs 11, 19
GC-MS (SIM) HP-5MS ¢ (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) BT; Ci-MBTs; C2>-MBTs; EMBT,; Cs- 48, 62, 63

TMBT; C2-DMBT; BNT

GC-MS (SIM) DB-5¢(30m x 0.32 mm x ') Ci1, C2 e C3-DBT 41
GC-MS (SIM) DB-17MS (60 m x 0.25 mm x 0.25 um) DBT; C2-DBT; C3-DBT; BNT; Phen 55
GC-MS (SCAN) DB-5¢ (30 m x 320 um x ) C1-MDBT; C2-DMDBT 43
GC-MS/MS (MRM) HP-5ms ¢ (30 m x 250 pm x 0.25 pm) C1-MDBT 14
GC-MS/MS (MRM) HP-12 (60m x 0.25 mm x 0.25 pm) BT; C1-MDBT; DBT; C2-DMDBT 15

ae100% dimetil polisiloxano; ® 30% fenil, 70% dimetil polisiloxano; ¢5% fenil, 95% dimetil polisiloxano; 9 5% fenil, 95% dimetil polisiloxano; "9 5% fenil, 1 % fenil,
94% metil polisiloxano; "5% fenil, 95% metil polisiloxano; i ndo informado; 150% fenil, 50% metilpolisiloxano BT: benzotiofeno, TMBT :trimetilbenzotiofeno DBT:
dibenzotiofeno; MDBT: metildibenzotiofeno; DMDBT: dimetildibenzotiofeno; TMDBT: trimetildibenzotiofeno Phen: fenantreno; BNT: bezo[b]nafto [2,1-b]tiofeno;
Cx: x € o numero de carbonos substituintes ligados a estrutura principal do composto.
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Conforme pode ser observado na Tabela 2, a GC-MS no modo SIM é a técnica
predominante quando se trata de marcadores sulfurados. Recentemente, a GC-MS/MS
tem sido empregada 4 *°, porém, ainda com poucos relatos. Devido a importancia frente
a determinacdo dos marcadores sulfurados, essas duas técnicas serdo discutidas

individualmente na sequéncia do texto.

2.2.1 Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas

O acoplamento de um cromatégrafo ao espectrébmetro de massa, Figura 3 alia as
vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia na separacdo de compostos)
com a espectrometria de massas (obtencédo de informacéo estrutural, massa molar e
aumento adicional da seletividade) 4. O analisador do tipo quadrupolo (QMS) é o mais
empregado para a determinagéo de marcadores sulfurados em amostras petroquimicas.

ﬁ / Injetor
/ 11— Analisadorde

EVETATETA' Fonte de massas  Multiplicador de

Entr'ada f | \‘/ \[ \‘ ions (Quadrupolo) elétrons

dogasde | | | | .e
{ I ‘\‘.‘ | ‘H‘ “

arraste VA AN N L(x'xJ | \ |

Coluna | E L
Forno da coluna do \
cromatografo a gas N Sistema de
Linha de Lentes de dados
transferéncia  focagem

Figura 3 - Esquema de um cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrometro de massas

quadrupolar. Fonte: Adptado de Skoog ©°.

O analisador do tipo quadrupolo apresenta 4 hastes que desempenham a fungao

de eletrodos, onde as barras opostas se conectam eletricamente, sendo um par
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conectado ao lado positivo de uma fonte variavel de corrente direta e o outro par ligado
ao terminal negativo. Somando-se a isso, potenciais de corrente alternada de radio
frequéncia variavel, que estdo 180° fora de fase, sdo aplicados a cada par das barras.
Para a obtencado do espectro de massas, 0s ions sao acelerados para o0 espaco entre as
barras por uma diferenca de potencial. Enquanto isso, as voltagens de corrente alternada

e continua nas barras se elevam simultaneamente. 66 67,

O analisador de massas do tipo quadrupolo tem a vantagem de poder trabalhar
em dois modos: SCAN ou SIM. No modo SCAN escolhe-se uma determinada faixa de
m/z a ser analisada, j& no modo SIM a sensibilidade é aumentada devido ao
monitoramento de poucas razdes m/z, fazendo com que ocorra um aumento na taxa de
aquisicdo dos dados, mas perda de informacdo espectral, assim € necessario o
conhecimento anterior dos parametros através de analise SCAN ou o emprego de

padrdes para correta identificacéo do pico ©2.

Para a determinacdo de marcadores sulfurados, tradicionalmente o método GC-
MS no modo SIM é aplicado, onde todos os ions de uma determinada razdo m/z seréo
registrados, independentemente de o enxofre estar presente ou ndo. Portanto, todos 0s
compostos sem enxofre que também produzem o ion desejado serdo registrados e
podem interferir na deteccdo seletiva desejada. Um exemplo deste tipo de problema é

ilustrado na Figura 4 ° 70,
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Figura 4: (a) Cromatograma GC-MS no modo ion selecionado m/z 184, correspondente
ao DBT. (b) Espectro de massas obtido no tempo de retencdo do DBT (c) Espectro do
padréo DBT. ©°

Hegazi e colaboradores 1, relataram que a GC-MS no modo SIM é limitada para
analise de marcadores sulfurados em petréleo se a amostra ndo passar por etapa de
pré-fracionamento (coluna de silica/alumina), seguida de fracionamento (coluna com FE
de PdCI2). Coeluicbes entre C4-naftalenos e DBT, ambos com ion molecular 184 foram
observadas na analise da amostra pré-fracionada, ja na fracdo obtida apds
fracionamento foi obtido o DBT sem a interferéncia dos C4-naftalenos. O mesmo

comportamento ocorreu para C2-DBT com C2-criseno.

Posteriormente, Yang et al. “ avaliaram amostras de petréleo antes e apds o
fracionamento com uma FE contendo PdClz. Os autores também verificaram que o modo

SIM néo foi eficiente sem o fracionamento e relatam coelui¢ées do benzotiofeno com Ca-
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benzeno (ambos tém a mesma massa nominal de 134) e com naftaleno (igual peso
molecular). O mesmo ocorre para os homologos maiores dos benzotiofenos em m/z 148
(C1-BT), 162 (C2-BT), 176 (C3-BT) e 190 (C4-BT) com naftalenos correspondentes. Ja
o DBT (m/z 184) coelui com naftaleno e os Cx-DBT (m/z 198, 212, 226 e 240) coeluem
com C4-alquilnaftalenos correspondentes. O BNT (m/z 234) e seus analogos Cx-BNT
(m/z, 248, 262 e 276) tém as mesmas massas nominais que os fenantrenos C4, que
interferem na andalise. Andersson e colaboradores 9, indicam que a coeluicdo entre os
pares de compostos DBT e o nafto[2,1-b]tiofeno e entre o nafto[2,1-b]tiofeno com o

fenantreno pode ser resolvida com o emprego da coluna SPB-5.

Os marcadores sulfurados podem ser avaliados de trés formas: qualitativa, semi-
guantitativa e quantitativa. A identificacdo e quantificacdo de forma individuais em uma
mistura complexa como a do petroleo requer 0 uso de etapas eficazes de preparacao da
amostras, método de separacdo de deteccdo com alta seletividade e sensibilidade °. A
andlise qualitativa é analisada no modo SCAN e SIM, nesses casos, a identificagdo dos
marcadores sulfurados ocorre através de informacgdes obtidas na literatura associadas

ao tempo de retencdo dos PASHs em condi¢cdes cromatograficas semelhantes 24 26. 34
71

A andlise semi-quantitativa por GC-MS é empregada quando ha disponivel o
padrdo interno (Pl). Essa analise consiste na preparacdo de solu¢cdes com
concentracfes do padrdo interno adicionado a amostra de interesse. O composto
utilizado como PI devera ser similar aos compostos a serem quantificados, com tempo
de retencdo proximo aos demais analitos a serem determinados, ndo reagir com a
substéncia a ser determinada ou outro composto presente na matriz, ndo estar presente
na amostra e ndo coeluir com nenhuma outra substancia que se faz presente na amostra.
O método de padronizacdo interna independe das pequenas mudancas em variaveis
experimentais, como temperatura da coluna e tamanho da amostra 2. Como exemplos
de analise usando PI para determinacdo de marcadores sulfurados, tem-se o estudo de
Cheg e colaboradores 2 usaram o antraceno d-10 na concentragdo de 0,1042 ug. yL*
na fragdo aroméatica para quantificacdo, que foi realizada com base nas areas dos picos
dos PASHs em relacéo ao Pl estudo semelhante para PASHs empregando esse mesmo

Pl foram publicados ¥’. Alguns autores tém empregado como PI deuterado DBT-d8 25 4°
73
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Em outro estudo, Yang et al. ¥ empregaram o 2-fluordibenzotiofeno como PI
adicionaram a fracao contendo os PASHs 2L do Pl na determinagdo dos marcadores
sulfurados. Uma curva de calibracdo foi construida com concentra¢gdes de 10, 20, 50,
200 e 1000ug L.

Poucos trabalhos descritos na literatura, para avaliacao especifica de marcadores
sulfurados, empregam andlise quantitativa através da curva analitical® 30 48, esse
procedimento é mais empregado em estudos analiticos voltados a identificacdo geral de

compostos sulfurados em amostras petroquimicas.

Em suma, as propriedades fisico-quimicas dos PAHs e PASHs sdo muito
semelhantes, elas sempre estardo presentes juntas na amostra analisada. Qualquer
analise cromatogréfica precisara, portanto, mostrar poder de resolucdo suficiente para
separar 0s compostos de interesse de outros constituintes da amostra, ou sera
necessario um detector com seletividade suficiente para os compostos contendo enxofre.

Consequentemente, a separacdo dos PASHSs é considerada um ponto central na anélise.

A técnica por GC-MS apresenta limitacbes para a deteccdo de marcadores
sulfurados se a amostra de petréleo ndo passar por adequado processo de
fracionamento. Uma alternativa promissora para este tipo de analise é a GC-MS/MS.
Chiaberge et al. 14, Mei et al. 1> e Franchina et al. 16 abordaram essa técnica e terd um

lugar de destaque aqui, pois foi a metodologia empregada neste trabalho.

2.2.2 Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas do tipo triplo

guadrupolo

A GC-MS/MS é uma poderosa ferramenta para aumentar a seletividade e a
exatiddo analiticas 4. Embora essa ndo seja uma técnica recente, sua aplicacdo nas
analises de rotina tem sido limitada pelo alto custo da instrumentacao e a necessidade
de operadores especialmente treinados. O MS/MS pode promover uma eliminagao de
interferéncias de background, por meio disso introduzindo um aumento na razéo S/N 1>
64 e normalmente também de sensibilidade, a qual é dependente da eficiéncia com a qual

0s ions produtos sdo criados em relacdo a sua reducado a ruido. Assim, € uma técnica
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analitica de fundamental relevancia para andlise e confirmacdo dos compostos alvo em

niveis de tragos "> 7,

O modo de operacdo MS/MS inclui dois passos adicionais entre a formacgéo e a
deteccao dos ions, o isolamento de um ion precursor que ocorre no primeiro analisador
(Q1) e em seguida, sua fragmentagcdo em ions produtos caracteristicos na cela de colisdo
(g2) que segue para o segundo analisador (Q3), para formar um espectro completo. Por
iSso, essa técnica € utilizada para analise de compostos alvos, onde cada composto
necessita ter suas proprias condi¢des. A confirmacdo da identidade de compostos, em
baixos niveis de concentracdo e em matrizes complexas, baseado no espectro do ion
produto, é grandemente melhorada pela utilizacdo da técnica MS/MS. Este espectro é
anico para cada composto e ndo € afetado pela presenca dos ions interferentes da
matriz. Os interferentes sdo excluidos durante a etapa de isolamento do ion e ndo afetam

0 espectro produto ou a sensibilidade da andlise.

O instrumento triplo quadrupolo (QqQ) € formado por trés quadrupolos em série
(Figura5). No primeiro quadrupolo (Q1) é selecionado o ion precursor, (ion caracteristico
do composto de interesse), o segundo quadrupolo (g2) atua como célula de colisdo
fragmentando o ion precursor separado em (Q1) e ndo como separador de ions da
mesma razao m/z. A fragmentacdo em g2 geralmente ocorre através da dissociacédo
induzida por colisdo do gas inerte (do inglés — collision-induced dissociation — CID). No
g2, o ion de interesse € submetido a um potencial elétrico, através da CID, é acelerado
e segue para a regido de alto vacuo. Neste quadrupolo, ocorre as diversas colisdes entre
0 gas inerte (normalmente argdnio, hélio ou nitrogénio) e o ion precursor, 0 que acarreta
na sua fragmentacao gerada por um aumento da energia potencial, fornecendo os ions

produtos que sdo entédo detectados no terceiro quadrupolo (Q3) ©°.
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Gas de colisao
(N2 ou Ar)

@
Quadrupolo CeIa de colisdo Quadrupolo Detector
Analisador de massas Analisador de massas
Q1 Q3
Mistura dos ion precursor ions produto ion selecionado para
jons da coluna (ion pai) (ion filho) monitoramento
cromatografica

Figura 5: Esquema da composicdo de um analisador do tipo triplo quadrupolo 7.

Na aquisicao de dados de um espectro de massas em MS/MS os analisadores de
massas podem operar em diferentes modos (maneira como o espectrometro de massas

pode operar para aquisicdo dos dados), os principais modos séo descritos a seguir.

a) Modo de varredura completa (SCAN): é o modo normalmente empregado em
GC-MS, conforme ja relatado no item 2.2.1. No MS/MS, seleciona-se apenas um dos
guadrupolos, geralmente o (Q1), realizando assim a varredura completa da amostra em

uma faixa selecionada de razdes m/z.

b) Modo monitoramento seletivo de ions (SIM): também é o modo normalmente
empregado em GC-MS (item 2.2.1). No MS/MS, o0 g2 e o0 Q3 servem somente para

transmitir os fons filtrados no primeiro quadrupolo 8.

¢) Modo varredura ions produzidos (do inglés, product ion scan — PIS): consiste
na sele¢do de um ion precursor no primeiro analisador (Q1), que opera no modo SIM. O
ion precursor escolhido no (Q1) € entdo direcionado para a célula de colisdo (q2) onde
ocorre a fragmentacdo e sdo gerados os ions produto. Os ions produto séo entdo

direcionados ao segundo analisador (Q3) que opera no modo SCAN, realizando a
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varredura de massa (m/z) dos ions produzidos em consequéncia da fragmentacdo
ocorrida em g2 8. Uma representacédo esquematica desse modo de operacdo pode ser
vista na Figura 6. Esse modo geralmente € empregado quando ndo se conhece 0s ions
produtos (ndo ha dados ja relatados na literatura para o0 composto de interesse). Apos a
aplicacdo do modo PIS, avalia-se os ions gerados no (Q3) e entdo realiza-se uma nova

andlise, com os ions gerados, agora no modo MRM, descrito na sequéncia.

Fonte Cle Analisador de massas 1 Cela de coliséo ativada Analisador de massas 2  Detector
ionizagéo

Q1)

Espectro de massas completo Espectro de massas do ion produto @

€ «©
. &

X

i L

Figura 6: Esquema representativo do modo de operacéo de varredura ions produzidos.
Fonte: Adaptado de 8.

. g
A
foEme e mm e omm e e

d) Monitoramento de reacdes multipla (do inglés, Monitoring Reaction Multiple
- MRM) neste modo, ambos os analisadores de massas (Q1) e (Q3) operam no modo
SIM. No (Q1), se isola o ion precursor, que é fragmentado com energia especifica no
(g2) e segue para o (Q3), que faz a leitura dos ions produtos especificos (previamente
selecionados pelo modo PIS ou selecionados na literatura), aumentando assim a
especificidade da andlise 66 74 75 78 A representacdo esquematica do modo MRM pode

ser vista na Figura 7.
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Ambos os ions selecionados em (Q1) e (Q3), devem ser estaveis e geralmente
abundantes no espectro de massa do analito. O uso do PIS, como etapa anterior ao
MRM, cancela quase completamente a probabilidade de coincidéncias de sinais do
analito com possiveis ions interferentes e, além disso, aumenta a relacdo S/N.
Tipicamente, o registro de duas transi¢Oes independentes, juntamente com o tempo de
retencdo (tr), permite a confirmacao inequivoca da ocorréncia de um analito-alvo em

uma mistura complexa. 6.

Fonte de ionizagdo  Analisador 1 ~ Cela de coliséo ativada  Analisador 2 Detector

@) (92) (@3)

Espectro de massas da reacéo de

Espectro de massas completo transigdo ®- 0

o ¢ OF, oF:

>

eI

Figura 7: Esquema representativo do modo de operagéo de monitoramento de reagdes

multiplas. Fonte: Adaptado de "8,

O uso do triplo quadrupolo operando no modo MRM é de particular importancia
para a analise de compostos alvo presentes em nivel de tragco em matrizes complexas,
com muitas interferéncias. Por exemplo, é muito empregada para analise de pesticidas
em alimentos "°-83, amostras ambientais 84-8¢ e na determinacédo de HPAs presentes em
diferentes tipos de amostras como o solo & 88, petréleo 8%, mexilhdo °°, ar °!, 4gua %24
e cereais . Qutra aplicacdo importante é a andlise de biomarcadores saturados e

aromaticos em petréleo %-°° apds etapas do pré-fracionamento da amostra (ex: SARA).
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No que se refere a determinagdo de compostos sulfurados em amostras de
petréleo por GC-MS/MS, ha ainda poucos trabalhos?!? 14 15 16, 100,

Especificamente para marcadores sulfurados em 0leos crus, ha dois estudos, 0
primeiro foi desenvolvido por Chiaberge e colaboradores 4 eles desenvolveram um
método para a determinacao dos isdbmeros de MDBTs (1-MDBT, 2-MDBT, 3-MDBT e 4-
MDBT) em amostras de 6leo cru, sem etapa preliminar de fracionamento, apenas com a
diluicdo em solvente organico. Contudo, néo foi possivel a identificacdo dos isbmeros-2-
MDBT e 3-MDBT ja que ndo houve uma separacao cromatografica completa desses
isdbmeros, por isso, eles ndo foram quantificados. Os autores realizaram a analise
quantitativa através de curva analitica (5, 10, 25, 50 e 100 pg L), empregando apenas
0 4-MDBT, justificando o uso pela semelhanca dos espectros de massas para 0s quatro
compostos a serem determinados. O método foi aplicado a 16 amostras de 6leo bruto e
a faixa de concentragéo ficou entre 1.5 e 224.5 mg L1. A razdo isomérica 1-MDBT/4-
MDBT foi utilizada para avaliacdo de maturidade mostrando que a quantificacdo dos
MDBTs em amostras de petroleo bruto apresenta relevancia na investigacéo

geoquimica.

O segundo estudo, mais recente, foi desenvolvido por Mei et al. *® para a
determinacdo simultdnea de biomarcadores saturados, arométicos e de marcadores
sulfurados (classe dos tiofenos, benzotiofenos e dibenzotiofenos) em 6leo bruto também
sem etapa de fracionamento prévio. Um total de 33 marcadores sulfurados foram
identificados pela comparacéo dos tempos de retencao dos picos obtidos nas amostras
com resultados de GC-MS da literatura. A quantificacdo de cada OSC foi obtida através
da curva de calibracdo empregando o padrdo DBT diluido em diversas concentracfes

gue néo foram informadas pelos autores.

Para a escolha de cada transicdo MRM, o ion molecular foi selecionado como o
ion precursor enquanto o fragmento do ion com a resposta mais elevada foi selecionado
como ion produto. As energias de colisdo foram otimizadas para cada composto pela
observacgéo das éreas dos picos obtidos no cromatograma. A faixa de concentracdo para
0s compostos quantificados variou de 0,1 pug g* para o composto 2-etil- 5metil-tiofeno a
269 ug gt para o 4-MDBT ?°.

Franchina e colaboradores ¢ também empregaram a MS/MS para quantificar

tiofenos (C1 a C4), benzotiofenos (C1-C5), dibenzotiofenos (C1-C4) e benzonaftotiofeno
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(C1-C2) em fracdo pesada de petréleo empregando GCxGC. O MS/MS foi utilizado para
obtencdo dos dados de MRM. Os autores realizaram andlise quantitativa através de
curva de calibragdo externa usando 16 padroes de PASH.

Ha ainda, relatos na literatura de determinacdo de sulfurados em conjunto com
outros analitos em diferentes matrizes por GC-MS/MS. Por exemplo, Park et al. 10!
determinaram uma serie de HPAs e também, DBTs e BNTs em amostras de agua do
mar contaminada com petréleo. Mei e colaboradores % determinaram diversos
biomarcadores, entre eles o DBT em amostras de fluido de petrdleo a fim de identificar
sua origem. Sgrensen e colaboradores *?, desenvolveram um método para determinacéo
de HPAs e C1-C4-BT e C1-C4-DBT em Oleo bruto. A andlise quantitativa foi realizada
por GC-MS/MS modo de operacdo MRM, a faixa de concentracéo foi de 0,7 a 7,0 ug L

Apesar da GC-MS/MS ter sido bastante utilizada na ultima década em vérios
campos como alimentos, ambiental e na geoquimica organica 1°2 existe ainda um nimero
reduzido de trabalhos quando comparado a GC-MS. As vantagens da técnica, como
especificidade, sensibilidade e possibilidade de injecdo de amostras sem etapa prévia
indicam que ainda h& muito a ser explorado na identificacdo de compostos alvo em
matrizes complexas. Para marcadores sulfurados, apesar dos trabalhos publicados, ndo
ha ainda, por exemplo, um estudo analitico detalhado comparando o modo SIM (muito
usado) com o0 modo MRM nem um estudo individual de compostos alvo, muitos avaliam
por sub-classe (ex: C1-DBT, C3-BT, etc).
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3 EXPERIMENTAL

Todo o procedimento experimental do presente trabalho foi desenvolvido usando
a infraestrutura do Laboratério LEPETRO - Centro de Exceléncia em Geoquimica,

localizado no Instituto de Geociéncias (IGEO) da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

3.1 REAGENTES E DEMAIS MATERIAIS

As principais vidrarias utilizadas para o preparo dos padrbes e amostras foram
béquer com capacidade de 25 e 100 mL, bal6es volumétricos de 10 mL, vials de 1,5 mL
(Agilent Technologies, USA), para medir os volumes empregou-se micropipeta com
capacidade de 2-20, 10-100 e 100-1000 pL (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

Os solventes empregados foram diclorometano (DCM) (Merck, Darmstadt,

Alemanha) e o isooctano (Merck, Darmstadt, Alemanha), ambos graus P.A.

Os padrdes de compostos sulfurados foram adquiridos da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, EUA) e importados da Chiron (Trondheim, Noruega) e estdo descritos na
Tabela 3.

A coluna capilar utilizada para as analises cromatograficas foi uma DB5 (5% fenil
95% dimetilpolissiloxano) de 30 m x 0,25 mm i.d x 0,25 um de espessura de filme
(Agilent, EUA).

3.2 EQUIPAMENTOS

A pesagem das amostras do petroleo foi realizada em balanga analitica de
precisdo modelo AUY220 com capacidade para pesar de 10 mg a 220 g com resolugéo
de quatro casas decimais (range 0,0001 g) (Shimadzu, Kioto, Jap&o). Para a

determinacao de Stotal Utilizou-se 0 analisador elementar LECO 628S (LECO Corporation,
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St. Josep, MI, EUA). As andlises cromatograficas ocorreram em um cromatografo a gas
modelo 7890 acoplado a um espectrometro de massa do tipo triplo quadrupolo modelo
7000B (Agilent, Santa Clara, CA, EUA), com amostrador automatico 7693A (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA). Foram utilizados como gas de arraste o hélio,
pureza 99,999 % e na cela de colisao foi nitrogénio, pureza 99,9995% (White Martins,
Rio de Janeiro, Brasil).

3.3 AMOSTRAS

As amostras de petréleo empregadas neste estudo sao provenientes da Bacia
Potiguar, localizada ao longo da costa do estado do Rio Grande do Norte e extremo-leste

do estado do Ceara na regido nordeste do Brasil 1%,

Um total de 8 amostras denominadas de P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7 e P8 foram
fornecidas pelo Nicleo de Processamento Priméario e Reuso de Agua Produzida e
Residuo (NUPPRAR) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) e
representam diferentes pontos da bacia, a localizagcdo, profundidade de coleta e

caracteristicas especificas, ndo foram informadas.

3.4 ANALISE DE ENXOFRE TOTAL

As andlises de Stotal foram realizadas afim de determinar a presenca e o teor de S

nas oito amostras em estudo e certificar-se de que seria possivel a detec¢éo por GC.

Inicialmente, as amostras foram pesadas, cerca de 0,5 g, em barca porosa e
coberta com reagente especifico. Apds a preparacao, as amostras foram inseridas no
analisador elementar LECO, a uma temperatura de 1350°C até a combustéo total, ou
seja, a amostra passa por um processo de oxirredugéo, o enxofre origina SO2 em fluxo
de oxigénio (O2) isento de impurezas. O equipamento é calibrado de maneira que pelas

quantidades de SO:2 detectadas forneca as porcentagens enxofre total (S). O limite de
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deteccdo do método para o enxofre é de 0,05% e o resultado expresso em percentagem

(%) 104_

3.5 PREPARO DOS PADROES

Os quatorze padrdes sulfurados utilizados neste trabalho foram selecionados

apos levantamento bibliografico com base no seu emprego como marcadores em

estudos geoquimicos. Além desses, o fenantreno foi também escolhido pois é

empregado em conjunto com os sulfurados para célculo de razdes diagnésticas. O

padréo deuterado dibenzotiofeno-d8 foi utilizado como padré&o interno (Tabela 3).

Tabela 3: Especificacdo dos padrées de compostos organicos sulfurados arométicos

empregados no presente estudo.

Padrio Pureza Conc. CAS Est.ado Empresa
(%) pug.mLt fisico

benzotiofeno 99,9 - 95-15-8 sélido Sigma Aldrich
3-metilbenzotiofeno 99,9 1000 1455-18-1 liquido Chiron
2,3-dimetilbenzotiofeno 99,6 1000 4923-91-5 liquido Chiron
2,3,4-trimetilbenzotiofeno 99,8 150 91144-23-9  liquido Chiron
dibenzotiofeno-d8 >99,5* 1000  33262-29-2  liquido Chiron

dibenzotiofeno 99,5 - 132-65-0 sélido Sigma Aldrich
4-metildibenzotiofeno 95,9 500 7372-88-5 liquido Chiron
1-metildibenzotiofeno 99,8 10 31317-07-4  liquido Chiron
4,6-dimetildibenzotiofeno > 99,8** 500 1207-12-1 liquido Chiron
2,4-dimetildibenzotiofeno 99,9 500 31317-18-7 liquido Chiron
1,4-dimetildibenzotiofeno > 99, 5** 500 21339-65-1 liquido Chiron
2,4,7-trimetildibenzotiofeno 98,1 500 21698-03-8  liquido Chiron
4 6-dietildibenzotiofeno 97,8 500 13234-91-4 liquido Chiron

fenantreno 98,0 - 85-01-8 sélido Sigma Aldrich
benzo[b]nafto[1,2-d]tiofeno 99,8 200 205-43-6 liquido Chiron

* concentracdo. ** referente a pureza do solvente utilizado.


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=132-65-0&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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Inicialmente foram preparadas soluc¢des estoque com concentragcées de 100 mg
L para o BT, 3-MBT, 2,3-DMDBT, DBT, DBT-d8, 4-MDBT, 2,4-DMDBT, 2,4,7-TMDBT,
4,6-DEDBT, 1,4-DMDBT, 4,6-DMDBT, Phen e de 150 mg L para 2,3,4-TMBT e de 200
mg L para BNT. As solugdes padrdes foram obtidas da Chiron em ampolas, diluidas em
solvente isooctano e DCM, em diferentes concentragbes conforme demonstrado na
Tabela 3, justificando a preparagéo da solucdo estoque em concentracdes diferentes. A
solucéo estoque foi preparada em DCM ou isooctano, ou seja, a depender do meio em

gue o padrdo estava diluido.

Um mix contendo os quinze padrdes com concentracdo 3 mg L' em DCM foi
preparado e na sequéncia, diluido para 1 mg L' Essa foi a solugdo de trabalho
empregada para verificar o tempo de retencdo e a separacdo cromatografica de cada
composto no GC-MS/MS (SCAN). Para as analises no modo SIM e MRM a concentracao

do mix foi diluida para 0,25 mg L.

Para a construgdo da curva de calibracdo foram preparadas solu¢cdes com
concentracbes de 0,002 a 1,5 mg L a partir das solugbes estoque sempre avolumada

para o vial de 1,5 mL com DCM.

Todas as solugdes contidas nos vials foram vedadas, identificadas e recobertas

com papel aluminio e armazenadas em refrigerador.

3.5.1 Preparo das amostras

As oito amostras de petréleo empregadas tanto para a avaliacdo qualitativa
guanto para a analise quantitativa dos OSC nao passaram por processo de
fracionamento, elas foram diluidas em diclorometano (DCM) em concentracdo de 0,02
mg.uLt em vial com capacidade de 1,5 mL e encaminhadas para analise cromatografica
no modo SIM e MRM.
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3.6 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

A determinacdo dos marcadores sulfurados presentes nas amostras de petréleo,
foram realizadas por GC-MS/MS no modo SCAN, SIM e MRM. Enfoque especial para o
modo MRM que foi utilizada para quantificacdo dos OSC por apresentar uma maior
sensibilidade e especificidade quando comparado ao modo SCAN e SIM. O modo MRM
possibilita a eliminacéo de interferéncias espectrais, minimiza os problemas de coeluicdo

de compostos e diminui a possibilidade de identificacédo errénea.

Na sequéncia sao escritos os parametros do sistema cromatografico GC-MS/MS
necessarios para a analise dos OSC deste trabalho.

3.6.1 Condi¢bes cromatogréficas para o sistema GC-MS/MS

A escolha das condi¢cdes cromatogréficas foi realizada empregando o mix de
padrées sulfurados em uma concentracéo de 0,25 mg mL? e baseou-se nos trabalhos
de Franchina et al. 16 e Mei et al. . Ajustes na programacéo de temperatura do forno
foram realizadas a fim de obter a melhor separagédo dos analitos, no menor tempo
possivel. As condi¢des otimizadas foram: vazao do gas de arraste (Hélio) de 1,2 mL min-
!, temperatura do injetor de 280°C, volume de injecdo 1 pyL no modo splitless, a
programacao de temperatura do forno iniciou em 80°C, onde permaneceu por 2 minutos
e a taxa de aguecimento empregada foi de 3°C min* até 300°C permanecendo o forno,
nesta temperatura maxima por 20 minutos. O tempo total da analise cromatogréfica foi

de 56,7 minutos.
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3.6.2 Condi¢cbes cromatogréficas para o sistema de deteccéo

O sistema MS/MS foi otimizado no modo SCAN, SIM e MRM empregando padrées

analiticos, conforme segue.

a) Analises no modo de varredura total

As analises no modo SCAN foram necessarias para a identificacdo correta dos
tempos de retencédo e dos ions pertencentes a cada OSC. Realizou-se a inje¢édo de 1 pL
de uma solugéo padrdo de concentracdo 1 mg L* de cada analito individual. Um mix
contendo todos os marcadores de interesse, também na concentracdo de 1 mg L, foi
injetado a fim de verificar a separacédo cromatografica. A faixa de varredura de massas
foi de 45 a 350 u.m.a. A temperatura da linha de transferéncia e da fonte de ions foram
300°C, no modo de ionizacdo impacto de elétrons a 70 eV.

Para esse modo de analise, o0 Q1 foi empregado para a varredura completa da
faixa de massas selecionadas (45-350 u.m.a) e os quadrupolos g2 e Q3 operaram no

modo de transmissdo dos ions.

b) Anélise no modo Monitoramento Seletivo de fons

As analises no modo SIM foram realizadas com o objetivo de obter um parametro
de comparacao com o modo MRM, ja que normalmente a determinagcdo de marcadores
sulfurados emprega essa técnica. A comparacdo entre o modo SIM e o0 modo MRM
permite avaliar se 0 modo SIM realmente foi suficiente em termos de sensibilidade e

eliminacao de interferentes (coeluicdes).

As condicdes de analise SIM, empregando o Q1, foram baseadas nos trabalhos
de Chiaberge et al. 1* e Mei et al. 1> e nos espectros de massas obtidos modo SCAN,
sendo escolhido dois ions especificos para cada analito: um ion de quantificagdo e o

outro de confirmacgéo do composto (Tabela 4), os compostos foram identificados pela
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comparacao dos tempos de retencdo dos padrdes eluidos usando o mix de padrdes de

marcadores (0,25 mg L?).

Tabela 4: Parametros experimentais selecionados para andlise dos marcadores

sulfurados no modo seletivo de ions (SIM) por GC-MS.

_ fon principal ion secundario
Composto Abreviagéao
(m/z) (m/z)
benzotiofeno BT 134 90
3-metilbenzotiofeno 3-MBT 147 115
2,3-metilbenzotiofeno 2,3-DMBT 162 147
2,3,4-trimetilbenzotiofeno 2,3,4-TMBT 176 161
dibenzotiofeno DBT 184 158
fenantreno Phen 178 152
4-metildibenzotiofeno 4-MDBT 198 165
1-metildibenzotiofeno 1-MDBT 198 165
4,6-dimetildibenzotiofeno 4,6-DMDBT 212 197
2,4-dimetildibenzotiofeno 2,4-DMDBT 212 197
1,4-dimetildibenzotiofeno 1,4-DMDBT 212 197
2,4,7-trimetildibenzotiofeno 2,4, 7-TMDBT 226 211
4,6-dietildibenzotiofeno 4,6-DEDBT 240 225
benzo[b]nafto[1,2-d]tiofeno BNT 234 202

C) Analise no modo Monitoramento de Reacdes Multiplas

Para as andlises no modo MRM, empregou-se as transi¢cdes otimizadas em

trabalhos descritos na literatura Franchina et al. 16, Sgrensen et al. 12 e Mei et al. 15,

conforme descrito na Tabela 5. Diferentes energias de colisdo foram testadas: 10, 20,

30, 40 e 50 eV. Os testes de energia de colisdo serviram para verificar qual entre as
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transicbes selecionadas apresentaria a maior intensidade de sinal para o pico

cromatografico.

Para a analise no modo MRM, os analisadores de massas Q1 e Q3 operaram no

modo SIM, enquanto no g2 as diferentes energias de colisdo foram avaliadas. A fim de

fragmentar o ion precursor selecionado no Q1.

Tabela 5: Parametros experimentais de transicdes selecionadas para analise dos

marcadores sulfurados no modo Monitoramento de Reac8es Mdultiplas (MRM).

Composto Abreviagcdo  Transicdes Referéncia
134 — 90 1o 18
Benzotiofeno BT 134 — 108 16
133 — 89 16
147 — 45 16
3-Metilbenzotiofeno 3-MBT 147 — 115 16
147 — 77 16
16
162 — 128
2,3-Dimetilbenzotiofeno 2,3-DMBT 162 — 147 12,16
147 - 77 16
176 — 161 140
2,3,4-Trimetilbenzotiofeno ~ 2,3,4-TMBT 176 — 128 16
176 — 115 16
184 — 152 1o 10
Dibenzotiofeno DBT 183 — 139 16
184 — 158 16
178 — 152 15
Fenantreno Phen 178 — 139 NIST
178 — 177 NIST
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4-Metildibenzotiofeno 4-MDBT

1-Metildibenzotiofeno 1-MDBT

4 6-Dimetildibenzotiofeno 4 6-DMDBT

2,4-Dimetildibenzotiofeno 2,4-DMDBT

1,4-Dimetildibenzotiofeno 1,4-DMDBT

2,4, 7-Trimetildibenzotiofeno 2,4,7-TMDBT

4 6-Dietildibenzotiofeno 4 6-DEDBT

Benzo[b]nafto[1,2-d]tiofeno BNT

198 — 166
197 — 171
198 — 154

198 — 166
197 — 171
198 — 154

212 — 197
211 — 165
212 — 178

212 — 197
211 — 165
212 — 178

212 — 197
211 — 165
212 - 178

226 — 211
211 — 178
211 — 152

240 — 225
240 — 210
225 — 210

234 — 202
234 — 189
234 — 208

16

16

16

16

16

16

12,16

16

16

12,16

16

16

16

16

16

12,16

16

16

16

12

NIST
16

16

16
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Apbs a otimizacdo das energias de coliséo, a transicdo de maior intensidade foi
empregada para a quantificacdo e a segunda transicdo mais intensa para

qualificacédo/confirmacao.

Por fim, montou-se o método de analise, com os tempos de retencdo, as
transicfes de cada analito e a divisdo da anélise em janelas, e injetou-se 1 pL do mix de
padrdes na concentracdo de 0,25 mg L.

3.6.3 Estudo comparativo GC-MS/MS modo monitoramento seletivo de ions

e monitoramento de rea¢6es multiplas

Um estudo comparativo foi realizado com o objetivo de testar a eficacia do método
MRM frente ao modo SIM, na quantificacdo simultdnea dos marcadores sulfurados em
amostras de petroleo sem etapa prévia de fracionamento. Para tal finalidade, foi

selecionada a amostra P1 pois a mesma apresentou maior teor de enxofre total item 3.4.

O procedimento adotado para o estudo comparativo consistiu na avaliacdo
individual dos compostos considerando-se a intensidade do sinal de ambos os métodos

e a seletividade.

3.7 ANALISE QUANTITATIVA

Apo6s definir a melhor condicdo cromatografica e avaliar comparativamente o
modo SIM e MRM. Realizou-se a analise quantitativa pelo modo MRM. Os seguintes
parametros foram avaliados: linearidade, precisdo, limite de deteccdo e limite de

quantificacao.
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3.7.1 Linearidade

A linearidade do método foi verificada através de injecdes de solucéo padréo para
obtencdo da curva de calibracdo’?. A curva foi construida através de injecdes de
solucdes padrédo preparadas em DCM, em triplicata, na faixa de 0,02 a 2,0 mg L%, com
no minimo cinco pontos contendo o padrdo interno DBT-d8 na concentracdo de 0,1 mg

L-1. As injecGes foram realizadas em ordem crescente de concentracgéo.

Apoés as injecdes, os dados de regressao linear foram obtidos com auxilio do
programa Excel e foram calculadas a média das areas, o desvio padrao relativo (% RSD),
o coeficiente de determinacédo (R?) e a faixa de linearidade, através da regresséao linear,

para cada composto analisado por GC-MS/MS.

3.7.2 Precisao

A precisdo do método MRM foi avaliada pela reprodutibilidade expressa em

termos de desvio padréo relativo (RSD), de acordo com a equacgéao 1:
RSD (%) = % x 100 Equacéo 1
Onde:
S = estimativa do desvio padrdo absoluto;
S ={Y (Xi- Xm)?/ N-1}*2;
Xi = valores individuais;
Xm = média das medidas em replicatas;

N = nimeros de medidas;
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3.7.3 Limite de deteccao

O limite de deteccdo (do inglés, Limit of detection - LOD) reflete a menor
guantidade de um analito que fornece um sinal que pode ser diferenciado do ruido. Alta

sensibilidade leva a baixo limite de detecgéo 1%.

Para a determinacdo do LOD, foram considerados os parametros relativos a cada

curva analitica construida, utilizando a seguinte relacdo matematica 2.

LOD:3x§

Onde:
s = relacdo entre a estimativa do desvio padréo da resposta

S = coeficiente angular (inclinacéo da curva analitica)

3.7.4 Limite de quantificacao

O limite de quantificacéo (do inglés, Limit of quantification — LOQ) é definido como
menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisao
e exatiddo aceitaveis sob condicdes experimentais estabelecidas 1%.

Para a determinacgéo do LOQ foram considerados os parametros relativos a cada

curva analitica construida, utilizando a seguinte relacdo matematica "2,
S
LOQ =10 x E
Onde:

s = relagéo entre a estimativa do desvio padréo da resposta

S = coeficiente angular (inclinagcdo da curva analitica)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DO TEOR DE ENXOFRE TOTAL

Tendo como principal objetivo certificar a possibilidade da deteccao por GC dos
marcadores sulfurados, foi realizada a analise do teor de Stota presente nas oito
amostras de 6leo cru em estudo, Bacia Potiguar. Na Tabela 6 encontra-se os resultados
obtidos.

Tabela 6: Resultado da analise de enxofre total para as oito amostras de 6leo cru em

estudo.
Amostra Stotal (%)
P1 0,18
P2 0,14
P3 <0,05
P4 <0,05
P5 <0,05
P6 <0,05
P7 < 0,05
P8 0,13

Limite de deteccéo do método de 0,05%

Conforme dados apresentados na Tabela 6 as concentragbes de Stotal Variaram
de <0,05% a 0,18%. O limite de deteccédo da técnica de 0,05%, impediu a determinagéo

exata do teor de S nas amostras P3, P4, P5, P6 e P7.

Ha outras técnicas analiticas para determinar o teor de Stota €m amostras
petroquimicas em nivel de traco (sub ppm) como a microcoulometria oxidativa 1% a
fluorescéncia de ultravioleta % 107 e a colorimetria radiométrica %. Ainda, a
espectroscopia de fluorescéncia de raios X 1% e infravermelho nao dispersivo 1% s&o

indicadas para a faixa média de ppm. Qualguer uma dessas metodologias poderia ser
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empregada para determinar a concentracao exata de Stotal Nas amostras P3, P4, P5, P6
e P7, porém, essas metodologias ndo estavam disponiveis para uso, o que nao impediu

uma avaliacdo mais geral dos oito pontos.

Teores de Stotal podem ser empregados para classificar a qualidade de petréleos.
Segundo Antunes 1% e Alkhalili et al. 19, baixas concentracGes de enxofre (menores que
0,5% m/m) caracterizam um petréleo doce (sweet petroleum) enquanto valores altos de
S (acima de 0,5% m/m) indicam petréleo acido (sour petroleum). Todas as amostras
avaliadas (Tabela 6) podem ser classificadas como oriundas de petréleo doce. Essa
classificacdo é importante para o refino pois petréleos acidos precisam de recursos
extras de tratamento para retirar o enxofre, s&o mais poluentes e agregam maior custo
para a producao. Apesar do presente trabalho ter como objetivo avaliar a qualidade do
petréleo, a informacdo serve como uma avaliacdo do ponto de vista da exploracéo e

extracao.

Do ponto de vista geoquimico, os valores de Stwta podem ser empregados
juntamente com outros parametros para avaliar o ambiente deposicional 21 107, 110,
Segundo Peters et al. 2%, de forma geral, baixos teores de enxofre sdo caracteristicos de
petrleos gerados a partir de matéria organica lacustre e valores maiores de enxofre séo
tipicos de petroleos gerados a partir de matéria organica marinha. Em estudo realizado
por Alves e colaboradores ! com 0 mesmo conjunto de amostras de petréleo a fim de
correlaciona-las com suas possiveis rochas geradoras, os autores verificaram através de
parametros, como biomarcadores saturados, correlacdo entre as razfes dos metais
V/(V+Ni) e de ferramentas estatisticas, que o petroleo das amostras P1, P2, P5, P8 foi
gerado por matéria organica marinha, e o das P3, P4, P6 e P7 teve sua origem a partir

de matéria organica lacustre.

No presente trabalho, os valores obtidos para Stota (Tabela 6) também
caracterizam o petroleo das amostras P1, P2 e P8 como gerado por matéria organica
marinha (valores maiores de teor de enxofre) e o das demais amostras como tendo
origem lacustre (valores inferiores de teor de enxofre). A diferenca foi o ponto P5, que

pelo teor de Stotal, teve origem marinha segundo Alves e colaboradores 12,
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4.2 OTIMIZACAO DO METODO GC-MS/MS

4.2.1 Modo de varredura total e Monitoramento Seletivo de lons

A otimizagdo do método GC-MS/MS foi realizada inicialmente no modo SCAN e
posteriormente no modo SIM. As solugdes foram preparadas como descrito no item 3.5
na concentracdo de 1 mg L para o modo SCAN (Figura 8a) e 0,25 mg L para o modo
SIM (Figura 8b). A diferenca de concentracbes é porque o modo SCAN realiza a
varredura na faixa de massa de interesse e por consequéncia, ha menor sensibilidade
de deteccdo quando comparado ao SIM que faz o monitoramento apenas de ions

caracteristicos selecionados pelo operador 4.
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Figura 8: (a) Cromatograma GC-MS/MS no modo varredura de ions totais (SCAN) para o mix de padrdes
contendo os padrées com concentracdo de 1 mg L e (b) cromatograma GC-MS/MS no modo ion seletivo
(SIM) para o mix de padrdes contendo os padrées com concentracdo de 0,25 mg L-1. Nimero do pico
corresponde ao analito: (1) benzotiofeno; (2) 3-metilbenzotiofeno; (3) 2,3-dimetilbenzotiofeno; (4) 2,3,4-
trimetilbenzotiofeno; (5) dibenzotiofeno; (6) fenantreno; (7) 4-metildibenzotiofeno; (8) 1-
metildibenzotiofeno; (9) 4,6-dimetildibenzotiofeno; (10)  2,4-dimetildibenzotiofeno;  (11) 1,4-
dimetildibenzotiofeno; (12) 2,4,7-trimetildibenzotiofeno; (13) 4,6-dietildibenzotiofeno; (14) 4-
butildibenzotiofeno; 15) benzonaftotiofeno. Condi¢des cromatograficas descritas no item 3.6.1.
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Os analitos incluidos no mix sdo compostos comumente empregados como
marcadores geoquimicos em amostras de petréleo e representam a maioria das
classes/subclasses quimicas presentes Chakhmakhchev e Suzuki #4. A analise no modo
SCAN (Figura 8A), possibilitou obter o tempo de retencdo referente a cada um dos
marcadores sulfurados e, através do espectro de massas, informacdes sobre a
fragmentacdo da molécula e identidade do pico no cromatograma. O 4-
butildibenzotiofeno (pico 14) presente no mix de padrées na analise SCAN, foi excluido
nas demais andlises pois constatou-se que este composto ndo é utilizado na avaliacao

de parametros geoquimico do petréleo.

A partir dos resultados obtidos no modo SCAN, foram confirmados os ions de
cada composto monitoramento no modo SIM. Na Tabela 7 estdo as condicGes

cromatograficas otimizadas para o modo SIM, estabelecidas em 10 janelas de tempo.

Tabela 7: Parametros cromatograficos otimizados no modo Monitoramento Seletivo de

fons (SIM) para a determinac&o dos compostos sulfurados estudados.

fon principal  Janela de

Composto N° pico* tr (Min.)
(m/z) Tempo
benzotiofeno (2) 134 1 11,58
3-metilbenzotiofeno (2) 147 2 15,80
2,3-metilbenzotiofeno (3) 162 3 20,27
2,3,4-trimetilbenzotiofeno (4) 176 4 26,23
dibenzotiofeno (5) 184 5 32,08
fenantreno (6) 178 5 33,00
4-metildibenzotiofeno (7) 198 6 35,47
1-metildibenzotiofeno (8) 198 6 36,89
4,6-dimetilbenzotiofeno 9) 212 7 38,73
2,4-dimetilbenzotiofeno (10) 212 7 39,20
1,4-dimetilbenzotiofeno (1) 212 7 40,13
2,4, 7-trimetildibenzotiofeno (12) 226 8 42,96
4,6-dietildibenzotiofeno (13) 240 9 44,12
benzo[b]nafto[1,2-d]tiofeno (15) 234 10 51,62

* corresponde aos picos identificados na Figura 8b.
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4.2.2 Modo de Monitoramento de reacdes multiplas

Dentre os parametros que afetam o desempenho de um método GC-MS/MS no
modo MRM esta a selecdoX adequada do ion precursor e dos ions produtos, bem como
a energia de colisdo (CE) para cada transicao, eles permitem uma corrida seletiva com
alta sensibilidade do composto a ser determinado. O aumento da CE acelera os ions e
consequentemente ocorre 0 aumento da intensidade dos choques com o gas inerte na
cela de colisdo. Esse processo pode causar a formacao de varios fragmentos advindos
de um mesmo composto. No caso do MRM ¢é importante que ocorra a formacédo de
fragmentos especificos do ion precursor e que sejam de alta intensidade.

Neste estudo, conforme descrito no item 3.6.2 letra C, utilizou-se a estratégia de
otimizar as energias de colisdo variando de 10 a 50 eV, em intervalos de 10 eV para
obter a melhor intensidade de sinal para cada transicdo “ion precursor — ion produto”.
Pode-se observar na Figura 9, todos os graficos gerados a partir do software Excel das

energias de colisdes para cada transicao.

Conforme Figura 9, os graficos apresentam 2 ou 3 gaussianas, a linha em azul
representa a otimizacdo das CE para a transicdo de maior intensidade, utilizada para as
analises quantitativas, as quais espera-se uma maior detectabilidade no momento da
dissociacao induzida por colisdo com o gas inerte na cela de colisdo (g2). O formato
gaussiano dos graficos demonstra as energias 6timas de colisdo para cada um dos
compostos avaliados. As linhas em laranja e cinza correspondem a otimizacao das CE
para as transicdes de confirmacédo, que auxiliam nas analises qualitativas para o método

proposto.

A CE para os isbmeros 1-MDBT e 4-MDBT e para os isbmeros 2,4-DMDBT; 1,4-
DMDBT e 4,6-DMDBT seguiram 0 mesmo comportamento, por isso, optou-se pela

representacao grafica de apenas um dos padrdes (Figura 9 “g” e “h”, respectivamente).
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Figura 9: Resposta para cada transicdo MRM em funcdo da energia de colisdo (eV)

empregada para os padrdes de marcadores sulfurados em estudo.

Apés a otimizacdo das energias para cada transicdo, os compostos foram
definidos em 10 janelas, sendo que cada janela monitora uma quantidade determinada
de ions em um determinado intervalo de tempo. Fez-se necessario realizar esta divisao,
pois quanto menor a quantidade de ions monitorada em um pequeno espaco de tempo,
maior sera a sensibilidade *2. Caso contrario, havera uma diminuicdo desta devido ao

pouco tempo para monitorar cada ion.

Na Tabela 8 estdo as condi¢cdes de analise para os 14 marcadores sulfurados
avaliados por GC-MS/MS, modo MRM, com seus respectivos tempos de retencéo, janela
de andlise, ions precursores e produtos e a energia de colisdo das transi¢cdes
monitoradas. Para cada composto foram selecionadas duas ou trés transicoes
caracteristicas, a transicdo mais intensa foi utilizada para a quantificacdo e a segunda
transicdo mais intensa para a confirmacéo dos mesmos. Para alguns compostos, como
2,3,4-TMBT e 2,4,7-TMDBT foi necessario 0 emprego de uma terceira transicdo a fim

diferenciar os isbmeros de posi¢ao.
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Tabela 8: Condi¢bes empregadas para anélise de cada composto, na corrida GC-MS/MS (MRM), com informacgdes sobre: tempo de

retencao tr, transi¢des utilizadas, energias de colisédo otimizada para cada transicdo monitorada.

Primeira transig&o - Quantificagao

Segunda transicao - Confirmacéao

Composto Janela t.R fon precursor fon produto CE fon precursor  ion produto CE
(min.) (m/z) (m/z) (m/2) (m/2)

benzotiofeno 1 11,58 134 90 20 134 108 20
3-metilbenzotiofeno 2 15,77 147 77 40 147 115 30
2,3-metilbenzotiofeno 3 20,18 162 147 20 162 128 40
2,3,4-trimetilbenzotiofeno 4 26,14 176 161 20 176 128 40
Dibenzotiofeno d-8 5 31,95 192 160 30 192 146 40
dibenzotiofeno 5 31,93 184 152 30 183 139 20
fenantreno 5 33,00 178 152 30 178 176 40
4-metildibenzotiofeno 6 35,34 197 171 30 198 166 30
1-metildibenzotiofeno 6 36,76 197 171 30 198 166 30
4 6-dimetildibenzotiofeno 7 38,63 212 197 20 212 178 40
2.,4-dimetildibenzotiofeno 7 39,13 212 197 20 212 178 40
1,4-dimetildibenzotiofeno 7 40,01 212 197 20 212 178 40
2,4, 7-trimetildibenzotiofeno 8 42.82 226 211 20 211 178 20
211 152 30

4,6-dietildibenzotiofeno 9 43,96 225 210 20 240 210 40
benzo[b]nafto[1,2-d]tiofeno 10 51,50 234 189 40 234 208 30
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Na Figura 10 observa-se o cromatograma gerado no modo MRM para os 14
padrbes dos compostos de interesse estudados com a transicéo primaria e a transicao

secundaria utilizada para confirmacao do pico referente ao analito no cromatograma.

x10 4 |+EI MRM CID@20,0 (134,0000 -> 90,0000) 398-03R.D Smooth

271 11

Tal 10
- 14

9
o1
o1 W L | L MUggt
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 10: Cromatograma GC-MS/MS no modo MRM com as transi¢des e energias
otimizadas para o mix dos padrdes (0,25 mg L). NUmero do pico corresponde ao
analito: (1) benzotiofeno; (2) 3-metilbenzotiofeno; (3) 2,3-dimetilbenzotiofeno; (4) 2,3,4-
trimetilbenzotiofeno; (5) dibenzotiofeno; (6) fenantreno; (7) 4-metildibenzotiofeno; (8) 1-
metildibenzotiofeno; (9) 4,6-dimetildibenzotiofeno; (10) 2,4-dimetildibenzotiofeno; (11)
1,4-dimetildibenzotiofeno; (12) 2,4, 7-trimetildibenzotiofeno; (13) 4,6-
dietildibenzotiofeno; (14) benzonaftotiofeno. Linhas em azul correspondem as
transicGes primarias, linhas em vermelho as transicdes secundarias e linhas em verde,

transicdes terciarias. Condicfes cromatograficas descritas no item 3.6.1 letra B.

Com as condi¢cbes cromatograficas e energias de colisbes selecionadas para
cada composto de interesse, deu-se prosseguimento a proxima etapa do trabalho, em
gue a comparacgao entre os modos de aquisicao SIM e MRM foi investigada para uma

das amostras de petréleo.
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4.2.3 Comparagéo qualitativa entre o modo SIM e MRM

Apoés a etapa de otimizacdo do método SIM e MRM com os padrdes, estes
foram entdo aplicados para anélise da amostra P1 em um estudo qualitativo. Nos dois
modos aquisi¢cdo, o cromatdgrafo operou nas mesmas condi¢des. Sabe-se que 0 uso
do modo SIM fornece um maior nivel de seletividade do que o modo SCAN e também
de outros métodos de deteccdo, como por exemplo detector de ionizacdo em chama
(FID) 113, Para a andlise de marcadores sulfurados em amostras de petréleo o modo
SIM é empregado na maioria dos trabalhos, com raras excecdes. Entretanto, a
seletividade analitica alcancada muitas vezes ndo € suficiente pois ndo elimina o
potencial de interferéncia da matriz . Por outro lado, o modo MRM permite o
monitoramento de reacdes de dissocia¢do induzida por energia de colisdo especifica
e, como resultado, melhorias significativas na seletividade analitica podem ser
alcancadas. Logo, alterar o0 modo de aquisicdo de SIM para MRM aumenta a
seletividade da etapa determinante; as interferéncias da matriz diminuem
significativamente. Menos interferéncias significam também uma melhoria da

sensibilidade.

O objetivo desta etapa do trabalho foi comparar em termos qualitativos os
resultados do SIM e MRM usando o espectrometro de massas triplo quadrupolo a fim
de demonstrar, especificamente para os compostos estudados, o maior potencial do
modo MRM e as interferéncias presentes no modo SIM (comumente empregado na
determinacdo de marcadores sulfurados).

Os modos de aquisicao foram avaliados em termos de seletividade e de relacao
S/N associada a cada composto. O célculo da razdo S/N é baseado na altura do sinal

do pico e na altura do ruido préximo ao analito alvo %4, de acordo com a férmula:
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H
SIN =— H

a

Onde: H = altura do sinal do pico e h = altura do ruido préximo ao pico

Os valores de S/N considerados aceitaveis em cromatografia sdo iguais e/ou

superior a 3 para detec¢do (andlise qualitativa) e para quantificagéo > 10 1%,

As Figuras de 11 a 21 mostram os cromatogramas no modo SIM e no modo
MRM dos marcadores sulfurados em estudo, separados por classe quimica para
discussdo. O emprego do modo MRM permitiu a identificacdo dos marcadores
sulfurados selecionados presentes na amostra em estudo, além de alguns isémeros.
A selecdo das transicbes especificas permite observar seletivamente estes
sulfurados, geralmente menos intensos relativamente a outros tipos de compostos
majoritarios, de outras classes, que coeluem com os mesmos em analises por GC-MS

convencional 14,

Pelo modo SIM, nao foi possivel identificar os compostos 2,3-DMBT, 3-MBT,
2,3,4-TMBT, 2,4,7-TMDBT e 4-DEDBT, além disso, observou-se baixa seletividade e
problemas de coelui¢cdes que serdo discutidos de forma mais detalhada ao longo do
texto. No modo SIM a selecdo de ions especificos dos compostos de interesse
aumenta a seletividade se comparada ao modo SCAN, entretanto, ndo elimina por
completo todos os interferentes, pois compostos presentes na matriz que também
tenham esse ion, irdo gerar sinal analitico, conforme serd demonstrado através dos

espectros de massas dos padroes.

A maioria dos cromatogramas apresentaram razdo S/N no modo MRM
superiores quando comparado ao modo SIM, confirmando que o mesmo € um método
gue apresenta maior sensibilidade. Os valores individuais de S/N estao indicados nas
Figuras 11 a 21. Outro fator que pode ser observado é a maior seletividade no
cromatograma no modo MRM o0 que garante uma maior performance para a

quantificacdo dos marcadores sulfurados presente no petroleo.
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Benzotiofenos

A selecao das transicbes MRM especificas para o benzotiofeno (BT) (Figura
1lae 11b) permitiu a deteccdo do composto na amostra de petréleo (Figura 11c). No
cromatograma da amostra observa-se o mesmo perfil obtido no padréo, bem como o
tempo de retencéo (Tr), confirmando assim a identidade do composto. No modo SIM
(Figura 11d) o BT néo foi detectado. Ao comparar os dois modos de operacédo para a
amostra, observa-se claramente o aumento de sensibilidade proporcionado pelo modo
MRM, com S/N de 16.
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Figura 11. (a) Cromatograma de MRM com as duas transi¢des "ion precursor - ion
produto " para o padrao de benzotiofeno. (b) Espectro de massas obtido fragmentando
o ion de razdo m/z 134. (c) Cromatograma no modo MRM para a amostra de petréleo.

(d) Cromatograma no modo SIM para a amostra de petréleo.

A literatura relata a coeluicdo do BT com C4-benzeno em analises no modo
SIM e com naftaleno em andlises no modo SCAN “8. Os espectros de massas dos

referidos padrdes podem ser visualizados na Figura 12. Considerando que a selecao
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das transicdes especificas elimina a possibilidade de identificacdo do naftaleno, pois
ele ndo apresenta 0 ion m/z 134 no espectro de massas (Figura 12b), e que no caso
do C4-benzeno (Figura 12c) apesar da m/z 134 estar presente e ndo ser o ion
principal, esse composto pode ndo estar presente na amostra em estudo, justificando

assim o perfil do modo SIM, sem picos.
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Figura 12: Espectros de massas para os padrdes (a) benzotiofeno (b) naftaleno e (c)

C4-benzeno. Fonte: Biblioteca NIST webbook 116

Na Figura 13 é possivel observar os cromatogramas referentes a janela de

eluicdo para os metil-benzotiofenos. Pelo perfil das transi¢des visualizadas no padréo
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3-MBT (Figura 13a e 13b) é possivel verificar que na amostra de petrdleo (Figura
13c) ha a presenca deste composto (razdo S/N de 8,5), entretanto, ndo é possivel
afirmar a presenca de outros isbmeros, visto que o comportamento da transicdo nao
se repete com 0 mesmo padrdo de intensidade. JA no modo SIM (Figura 13d),
observa-se um pico com intensidade (relacao S/N de 10,7). Essa elevada intensidade
do pico pode ser justificada pela coeluicdo com C1l-naftaleno (Anexo A; Figura b) 48
70,117 que também apresenta como fragmento o fon 115, levando a uma identificagéo
errbnea do composto mesmo usando a seletividade do modo SIM.

103 | EI MRM CID@40,0 (147 > 77) 398-03R.D Smooth - %10 2 | *EI MRM:2 (rt: 15,681 min) CID@30.0 (147 -> 115) 398-03R.D .~
(@) ) Padrdo MRM Transi¢céo
6 77
ﬂ ic6 ‘ (b)
h .
ss CHg | Transigdes: 0o
. @'\—j I 147577 o
S I 147115 07
. I
I 06
35 ‘
‘ 05
3 ‘ \‘ 04 115
25 |
‘m | 0.3
2 M\l
“ \ 0,2
15 |\ \‘
I 0.1
1 “J \‘\ o
\|
05 I k 75 80 85 90 95 160 165 110 115
}w \ Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)
142 144 146 148 15 152 154 156 158 16 162 164 166 168 17 17.2 174 176 178
Counts vs. Acquisition Time (min)
E\MRM UDHMUUHM 77) 088-05.D0 Smooth +EI SIM(147) SIM 088-02.D St th
102 |No ToPoak) = 166.00: SUR (13.424mim = 1.6 Amostra - MRM ”:’: ! e Amostra -SIM
B (C) 1,05 (d) S/N 10,7

S/N=8,5

MM

142 144 146 148 15 152 154 |56(1)58 16 92, 164 )166 168 17 172 174 176 178

142 144 146 148 15 152 154 156 158 16 162 164 166 168 17 172 174 176 178
Counis (%) Vs. Acquisition Time (min)

Figura 13. (a) Cromatograma de MRM com as duas transi¢des "ion precursor - ion
produto " para o padrdo de 3-metilbenzotiofeno. (b) Espectro de massas obtido
fragmentando o ion de razdo m/z 147. (c) Cromatograma no modo MRM para a

amostra de petréleo. (d) Cromatograma no modo SIM para a amostra de petroleo.

Para a janela de tempo correspondente aos C2-DMBT é possivel verificar o
cromatograma para o padrdao 2,3-DMBT (Figura 14a) e a alta seletividade e
sensibilidade do modo MRM frente ao modo SIM para a amostra (Figuras 14c e 14d).
A relagdo S/N foi bastante superior no modo MRM, também se verifica, além do

padrdo, a presenca de outros dois isdbmeros na amostra (Tr 19,2 e Tr 21,6 min. -
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Figura 11c). A baixa seletividade do modo SIM (Figura 14d) € observada, ndo sendo
possivel a identificacdo do composto (relagdo S/N<3), nem de possiveis isbmeros
devido a falta de sensibilidade. A literatura relata a coeluicdo de C2-BT (Anexo A —
Figura c) com C2-naftaleno (Anexo A — Figura d) em analises no modo SCAN, no
modo SIM néo ocorre devido ao espectro dos C2-naftaleno n&o apresentar o ion 162.
O que pode justificar a baixa sensibilidade do modo SIM, j& que ndo h& possibilidade

de coeluicéo.
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Figura 14. (a) Cromatograma de MRM com as duas transi¢es "ion precursor - ion
produto " para o padrdo de 2,3-dimetilbenzotiofeno. (b) Espectro de massas obtido
fragmentando o ion de razdo m/z 162. (c) Cromatograma no modo MRM para a

amostra de petréleo. (d) Cromatograma no modo SIM para a amostra de petroleo.

Na Figura 15 observa-se os cromatogramas referentes ao C3-BT. A partir do
padrdo do 2,3,4-TMBT e respectivas transi¢cbes (Figura 15a e 15b) é possivel
identificar o composto na amostra (Figura 15c), além de varios isbmeros de posi¢ao
em maior e menor intensidade. O cromatograma da analise SIM (Figura 15d)
apresenta grande quantidade de ruido, o que ndo ocorre no modo MRM. Além disso,
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h& picos de maior intensidade no final da janela, indicando provavel falso positivo
(presenca de outro composto que também tem o ion 176), uma vez que na andlise
MRM, é mais especifica e seletiva, estes picos ndo foram detectados. Os compostos
detectados ao final da janela no modo SIM nédo correspondem aos C3-naftalenos
(Anexo A — Figura g), pois o ion m/z 176 ndo esta presente no espectro de massas

desses compostos.
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Figura 15. (a) Cromatograma de MRM com as duas transi¢8es "ion precursor - ion
produto " para o padréo de 2,3,4-trimetilbenzotiofeno. (b) Espectro de massas obtido
fragmentando o ion de razdo m/z 176. (c) Cromatograma no modo MRM para a

amostra de petréleo. (d) Cromatograma no modo SIM para a amostra de petroleo.

Dibenzotiofenos

Para a classe de compostos sulfurados que consiste de dois anéis aromaticos
fundido ao anel central tiofeno, o DBT, (Figura 16a) foi detectado na amostra tanto na
analise no modo MRM (Figura 16c) quanto no modo SIM (Figura 16d). H& maior
sensibilidade (razdo S/N de 64) e seletividade para o analito em questdo no modo
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MRM. Observa-se neste mesmo cromatograma um outro pico (tr 31,32 min) que
claramente se diferencia do DBT por ndo apresentar intensidade para a transi¢cao 183
— 139. De acordo com a literatura % 79 117 o DBT elui na mesma regido dos C4-
naftalenos que também tem o ion 184 e 152 com alta intensidade (Anexo A — Figura
i) 0 que ndo ocorre para o ion 139, comprovando assim se tratar de um outro composto
facilmente diferencavel por MRM. No modo SIM néo é possivel diferenciar os picos, a
intensidade é o oposto do modo MRM, provavelmente devido a provavel coelui¢do

com C4-naftaleno.
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Figura 16. (a) Cromatograma de MRM com as duas transi¢es "ion precursor - ion
produto " para o padrdao de dibenzotiofeno. (b) Espectro de massas obtido
fragmentando o ion de razdo m/z 184. (c) Cromatograma no modo MRM para a

amostra de petréleo. (d) Cromatograma no modo SIM para a amostra de petroleo.

Na janela de tempo que abrange os C1-DBT, dois padrdes foram avaliados, 0
4-MDBT e 1-MDBT, conforme cromatograma MRM, Figura 17a. Na amostra (Figura
17c), trés isbmeros foram identificados através das transicbes de quantificacdo e
confirmacéo, sendo os padrdes 4-MDBT (Tr 35,27 min.) e 1-MDBT (Tr 36,68 min.) e
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um terceiro isomero (Tr 35,93 min.) que, de acordo com a literatura, corresponde a
soma do 2+3MDBT ' 118, O emprego do modo MRM né&o permite a separacédo de
isdmeros gque coeluem, uma vez que a separacao ocorre na coluna cromatografica, a
técnica de deteccdo MS/MS permite a identificacdo por diferenciacdo de picos
previamente separados que possuem diferentes espectros de massas. A coeluicao
entre o 2+3MDBT |4 foi relatada em estudo de amostra de 6leo cru por GC-MS/MS 14,
O cromatograma obtido na analise no modo SIM apresentou baixa seletividade, e
menor razdo S/N (Figura 17d), além de ndo ser possivel identificar entre os cinco
picos quais seriam os 4 isdbmeros. De acordo com Chiaberge e colaboradores 4, os
C1-DBTs possuem tempo de retencdo semelhante aos C5-naftalenos, os quais
podem ser diferenciados no modo MRM (transi¢do 198 >166 mais intensa e auséncia

da transicdo 197 > 171) (Anexo A — Figura m).
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Figura 17. (a) Cromatograma de MRM com as duas transi¢cdes "ion precursor - ion
produto " para o padréo de 4-;1-metildibenzotiofeno. (b) Espectro de massas obtido
fragmentando o ion de razdo m/z 198. (c) Cromatograma no modo MRM para a

amostra de petréleo. (d) Cromatograma no modo SIM para a amostra de petroleo.
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A Figura 18 mostra o estudo comparativo para os C2-DBT. Para essa
subclasse, 3 padrdes foram avaliados no modo MRM: 4,6-DMDBT, 2,4-DMDBT e 1,4-
DMDBT (Figura 18a e 18b). Na amostra, os compostos alvo foram identificados
seletivamente, além de alguns is6meros, possiveis de identificacdo pelo
comportamento das transi¢ées (Figura 18c). No modo SIM (Figura 18d), o nimero
de picos foi praticamente igual ao MRM, a diferenca é que em uma analise somente
no modo SIM, todos os picos com sinal detectado seriam identificados como C2-DBT,
levando a uma superestimacao dos valores, o que nao ocorre no modo MRM, onde
pode-se constatar que os picos com Tr 38,3, 40,9 e 41,7 min. ndo correspondem a
isdmeros de C2-DBT.
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Figura 18. (a) Cromatograma de MRM com as duas transi¢es "ion precursor - ion
produto " para o padrédo de 4,6-; 2,4-; 1,4-dimetildibenzotiofeno. (b) Espectro de
massas obtido fragmentando o ion de razdo m/z 212. (c) Cromatograma no modo
MRM para a amostra de petroleo. (d) Cromatograma no modo SIM para a amostra de

petréleo.

Na Figura 19 estdo os compostos referentes aos dibenzotiofenos com trés
metilas (C3-DBT), o padrdao avaliado foi o 2,4,7-TMDBT (Figura 19a). No
cromatograma da amostra (Figura 19c) é possivel observar a necessidade de ajuste
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na janela de tempo, visto que o primeiro pico (Tr 42,1 min.) ndo ficou totalmente
formado, ocorreu um “corte”. Essa constatacao so foi verificada apds a finalizagao da
etapa experimental. Para os proximos trabalhos, a alteracdo é necessaria em termos
de avaliacdo qualitativa. De qualquer forma, ndo ha problemas com relacéo ao padrao
de interesse pois 0 mesmo tem o Tr de 42,8 min. Observa-se no cromatograma
referente a amostra (Figura 19c¢) que 0 2,4,7-TMDBT (S/N de 15), esté coeluido. Esse
fato foi abordado por Li e colaboradores #° e corresponde a coeluigdo do 2,4,7-TMDBT
com outro isbmero de posicao, o 2,4,8-TMDBT. A separacdo desses compostos sé
seria possivel empregando cromatografia bidimensional ou uma coluna
cromatografica especifica. Pelo menos mais quatro isdmeros foram identificados pelo
perfil das transicdes MRM. Para o modo SIM (Figura 19d) a elevacdo da linha de

base, diminui a relacdo S/N = 4,0, afetando a sensibilidade do método.
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Figura 19. (a) Cromatograma de MRM com as duas transi¢cfes "ion precursor - ion produto
" para o padréo de 2,4,7-trimetildibenzotiofeno. (b) Espectro de massas obtido fragmentando
o ion de razdo m/z 226 e 211. (c) Cromatograma no modo MRM para a amostra de petroleo.

(d) Cromatograma no modo SIM para a amostra de petréleo.

Para a classe do C4-DBT, cujo padréao estudado foi o 4,6-DEDBT (Figura 20a)

nao foi detectada a presenca na amostra de petréleo com razéo S/N aceitavel nem no
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modo MRM (Figura 20c) nem no modo SIM (Figura 20d), apenas sinais de ruido sao
observados.
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Figura 20. (a) Cromatograma de MRM com as duas transi¢cdes "ion precursor - ion
produto " para o padrdo de 4,6-dietildibenzotiofeno. (b) Espectro de massas obtido
fragmentando o ion de razdo m/z 225 e 240. (c) Cromatograma no modo MRM para a

amostra de petroleo. (d) Cromatograma no modo SIM para a amostra de petréleo.

Benzonaftotiofenos

Para a classe dos benzonaftotiofenos, avaliou-se apenas o composto
benzo[b]nafto[1,2-d]tiofeno, cujo cromatograma padréo esta representado na Figura
21a, com respectivas transi¢coes na Figura 21b. Na amostra foram detectados outros
dois picos que se referem aos isbmeros benzo[b]nafto[2,1-d]tiofeno e
benzo[b]nafto[2,3-d]tiofeno (Figura 21c), conforme descrito em Li et al. 2°>. No modo
SIM, os valores da razdo S/N foi inferior a 3,5 e houve a detec¢cdo de um namero maior
de picos do que os possiveis isdbmeros, isso pode levar a uma identificacdo

equivocada. A coeluicdo do BNT com C4-fenantreno € relatada na literatura para o
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modo SIM 4 70 117 g espectro de massas caracteristico apresenta o fragmento m/z
234. Porém, as transi¢ces especificas selecionadas no modo MRM garantem que 0s
picos ndo estdo sobrepostos aos referidos aromaticos. O mesmo ndo pode ser

afirmado para o modo SIM.
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Figura 21. (a) Cromatograma de MRM com as duas transi¢des "ion precursor - ion
produto " para o padréao de benzo[b]nafto[1,2-d]tiofeno. (b) Espectro de massas obtido
fragmentando o ion de razdo m/z 234. (c) Cromatograma no modo MRM para a

amostra de petroleo. (d) Cromatograma no modo SIM para a amostra de petréleo.

Os resultados qualitativos discutidos neste item, conforme esperado, mostram
uma clara melhoria na sensibilidade e seletividade ao usar o modo MRM para a
amostra em estudo. Além disso, foi possivel verificar as limitagdes do modo SIM,
amplamente empregado em estudos de marcadores sulfurados. O modo MRM
oferece novas possibilidades para obter limites mais baixos de deteccédo e
determinacdo em andlises de marcadores sulfurados. Assim, optou-se pela realizacdo
da analise quantitativa nas oito amostras empregando apenas o modo MRM,

conforme segue.
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4.3 ANALISE QUANTITATIVA

Para demonstrar a aplicabilidade do método MRM otimizado, realizou-se a
analise de alguns parametros de mérito. Constatou-se satisfatoria seletividade, uma
vez que a capacidade de determinar cada um dos compostos em presenca de outros
componentes tais como hidrocarbonetos arométicos, e compostos de diferentes
classes quimicas foi possivel pela boa resolu¢do cromatografica alcancada e o fato
gue analises qualitativas foram realizadas nos modos SIM e MRM, que demonstraram
seletividade para o modo MRM, na deteccdo de compostos organicos sulfurados

através da selecao de transicdes especificas.

4.3.1 Curva analitica

A partir das curvas analiticas foi possivel a determinacao da linearidade, faixa
de trabalho e sensibilidade. Em funcédo da ampla faixa de concentracéo estudada, nao
foi possivel obter linearidade com apenas uma Unica curva analitica para 0s
compostos 3-MBT e 2,3,4-TMBT. Com isso, foi necesséria a divisdo da curva, com
obtencado de dois intervalos de concentragdo, como esta representado na Tabela 9.
Nawala e colaboradores *° ao analisar amostras com presenca de enxofre utilizando
GC-MS/MS também empregaram a divisdo da curva de calibracdo em faixas de
concentracdo. Na Tabela 9 é possivel visualizar as equacdes da curva analitica e
coeficiente de determinacdo (R?) para os padrbes de marcadores sulfurados em

estudo.
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Tabela 9: Parametros obtidos para equacdo da reta, coeficiente de correlacdo (R?) e
linearidade através da curva de calibracdo para os padrées dos marcadores sulfurados por

GC-MS/MS, no modo MRM.

Composto Equacéo dareta R? Linearidade (ugL™)
benzotiofeno y =95,476x + 1296,9 0,9812 2-100
3. metilbenzotiofeno y =27,697x + 339,79 0,9721 2-100
y =24,693x + 1649,3  0,9922 100-1000
2,3-metilbenzotiofeno y =28,332x + 1017,6  0,9751 5-250
2,3,4-trimetilbenzotiofeno y=28.957x+ 304,62 0,9804 2100
y = 36,044x + 5021,04 0,9965 250-1500
dibenzotiofeno y =79,549x + 9289,8 0,9917 100-1500
fenantreno y = 88,938x + 15021  0,9826 100-2000
4-metildibenzotiofeno y = 25,738x + 2079 0,9960 100-1500
1-metildibenzotiofeno y=17,819x + 426,03 0,9931 50-1500
4,6-dimetilbenzotiofeno y =26,076x + 4070,3  0,9943 250-1500
2,4-dimetildibenzotiofeno y =31,515x + 4411,9 0,9917 250-1500
1,4-dimetildibenzotiofeno y = 68,052x + 7082,8 0,9908 100-1500
2,4,7- trimetildibenzotiofeno y =39,987x + 7330,9 0,9678 100-2000
4,6-dietildibenzotiofeno y =29,230x + 242,5  0,9904 2-100
benzo[b]nafto[1,2-d]tiofeno y = 8936,6x + 3210,6 0,9781 500-2000

O coeficiente de determinacéo (R?) é usado para indicar a qualidade da curva
obtida, pois quanto mais proximo de 1, menor a dispersdo do conjunto de pontos
experimentais e menor a incerteza. O INMETRO (2003)2° recomenda como aceitavel
um valor acima de 0,90. Analisando as equacdes das curvas analiticas (Tabela 9), é
possivel afirmar que o modelo apresentou boa linearidade com R2 maior que 0,97
(variando de 0,9678 a 0,9965), o que demonstra que o método fornece resultados
diretamente proporcionais a concentracédo do analito, dentro da faixa avaliada.
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4.3.2 Limites de Deteccéao e de Quantificacao

Os valores encontrados para os limites de detec¢cao (LOD) e de quantificagao
(LOQ) a partir das curvas de calibracdo de cada composto sulfurado estéo descritos
na Tabela 10.

Tabela 10: Limites de deteccéo (LOD) e limites de quantificagdo (LOQ) obtidos para
os marcadores sulfurados por GC-MS/MS.

Analito LOD (ug mL %) LOQ (ug mL 1)
benzotiofeno 0,009 0,032
3-metilbenzotiofeno 0,012 0,039
2,3-dimetilbenzotiofeno 0,027 0,090
2,3,4-trimetilbenzotiofeno 0,010 0,033
dibenzotiofeno 0,114 0,380
fenantreno 0,192 0,642
4-metildibenzotiofeno 0,078 0,262
1-metildibenzotiofeno 0,104 0,346
4,6-dimetilbenzotiofeno 0,119 0,398
2,4-dimetilbenzotiofeno 0,144 0,481
1,4-dimetilbenzotiofeno 0,120 0,400
2,4,7-trimetildibenzotiofeno 0,264 0,880
4,6-dietildibenzotiofeno 0,008 0,029
benzo[b]nafto[1,2-d]tiofeno 0,329 1,097

Valores de LOD variaram entre 0,08 ug mL* (ppm) para o 4,6-dietildibenzotiofeno
e 0,329 ug mL ! para benzo[b]nafto[1,2-d]tiofeno. Os valores do LOQ de 0,029 ug mL"
! para o composto 4,6-dietildibenzotiofeno e 1,097 pg mL para o benzo[b]nafto[1,2-
d]tiofeno (Tabela 10).
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Os valores obtidos estdo abaixo dos encontrados por Mei e colaboradores 1° (LOD
= 9,9 ppb; LOQ = 33,0 ppb para o DBT) e acima dos descritos em Chiaberge ** (LOD
0,7 e LOQ 2,4 ppb para os MDBTSs) também obtidos por GC-MS/MS. O que demonstra
uma boa sensibilidade do método para analise de marcadores sulfurados. As
diferencas encontradas podem ser devido a variacdes nas condi¢des cromatogréficas
empregadas como método e equipamento. Vale destacar que em analises
convencionais para determinacédo de sulfurados por GC-MS no modo SIM, ndo ha

muitos trabalhos com essa informacéao.

4.3.3 Determinacao das concentragcfes dos compostos organicos sulfurados

nas oito amostras de petréleo

Na Tabela 11 pode-se visualizar os dados referentes a concentracdo dos
compostos marcadores sulfurados nas oito amostras de 6leo cru proveniente da Bacia
Potiguar por GC-MS/MS (MRM) sem nenhum fracionamento prévio das amostras e

que foram diluidas a 0,02 mg.uL! e injetada em triplicata.
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Tabela 11 - Concentracao dos marcadores sulfurados em pg g* nas oito amostras de 6leo cru da bacia Potiguar por GC-MS/MS (MRM).

Composto

BT

3-MBT
2,3-DMBT
2,3,4-TMBT
DBT

Phen
4-MDBT
1-MDBT
4,6-DMDBT
2,4-DMDBT
1,4-DMDBT
2,4,7+2,4,8-
TMDBT
4,6-DEDBT
BNT

Concentracio (ug g*) @

P1 RSD% P2 RSD% P3 RSD% P4 RSD%
<LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
<LOQ - <LOQ - <LOQ - <LOQ -
<LOQ - <LOQ - 6,96 + 0,61 1,41 6,21 + 1,90 1,58

16,68 + 0,04 0,43 14,03 + 0,02 0,83 14,28 + 0,07 1,68 11,68 + 0,06 0,69
11,81 + 0,03 0,42 15,91 + 0,05 0,37 8,46 + 0,20 0,26 <LOQ -
16,01 + 0,06 0,39 208,26 + 0,06 0,24 126,56 + 0,45 4,94 214,90 + 0,01 1,14
19,51 + 0,12 0,81 25,29 + 0,09 0,16 <LOQ - 8,25+ 0,27 0,73
10,54 + 0,23 0,77 10,56 + 0,28 0,98 2,65 + 0,37 0,37 2,03+ 0,22 1,20
47,52 +0,12 0,39 59,87 + 0,05 0,75 20,42 £ 0,13 1,41 24,51 + 0,09 0,85
41,27 + 0,03 1,10 54,77 + 0,17 1,01 22,26 + 0,56 0,56 21,75 + 0,05 0,86
23,64 + 0,04 0,74 24,21+ 0,12 0,21 8,85 + 0,31 0,98 6,91+ 0,28 0,88
44,90 + 0,13 0,87 56,56 + 0,02 0,88 31,00 £ 0,21 0,84 26,85 + 0,02 0,65

ND - ND - ND - ND -

74,32 £ 0,03 0,42 95,63 + 0,61 1,92 91,18 + 0,04 1,89 60,55 + 0,07 0,83

@ = Média = intervalo de confianga (n = 3). ND = n&o detectado. <LOQ = menor gue o limite de quantificacéo
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Composto

BT

3-MBT
2,3-DMBT
2,3,4-TMBT
DBT

Phen
4-MDBT
1-MDBT
4,6-DMDBT
2,4-DMDBT
1,4-DMDBT
2,4,7+2,4,8-
TMDBT
4,6-DEDBT
BNT

Concentracio (ug g*) @

P5 RSD% P6 RSD% P7 RSD% P8 RSD%
<LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
<LOQ - <LOQ - <LOQ - <LOQ -

4,93 £ 0,30 0,51 7,80 £ 0,38 2,79 6,76 + 0,64 1,20 6,47 £ 0,10 0,78
14,45 + 0,05 0,47 13,67 + 0,22 2,79 13,63 + 0,19 0,79 23,12+ 0,21 0,29
16,92 + 0,09 1,10 9,23 + 0,05 1,11 9,50 + 0,15 0,49 14,32 + 0,07 0,60

232,09 + 0,01 1,16 139,09 + 0,01 1,45 109,59 + 0,02 0,58 151,03 + 0,10 0,65

21,24+ 0,05 0,48 9,70 £ 0,13 2,93 9,41 + 0,33 0,84 15,01 + 0,09 0,16

5,39 + 0,35 0,59 2,62 + 0,25 5,65 2,53 + 0,39 0,99 5,16 + 0,12 0,82
46,29 + 0,07 0,07 30,02 + 0,06 3,40 <LOQ 32,42 + 0,04 0,60
41,23 + 0,04 0,20 24,58 + 0,14 2,58 21,76 + 0,62 0,49 27,40 + 0,24 0,44
16,15 + 0,09 0,45 8,48 + 0,11 1,83 8,24 + 0,05 0,27 27,48 + 0,04 0,79
38,69 + 0,04 0,25 30,24 + 0,23 1,86 26,98 + 0,36 1,26 28,58 + 0,11 0,75
ND - ND - ND - ND -
56,11 + 0,05 1,27 77,93+ 0,57 2,14 68,38 + 0,03 0,17 41,70 + 0,05 1,67

@ = Média = intervalo de confianga (n = 3). ND = n&o detectado. <LOQ = menor gue o limite de quantificacéo
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Dos padr6es incluidos no mix de calibragcdo, o BT, 3-MBT e 4,6-DEDBT né&o
foram quantificados em nenhuma das amostras. Entre os marcadores sulfurados, os
que apresentaram maiores concentracdes foram o benzonaftotiofeno (95,63 ug g?) e
4,6-DMDBT (59,87 ug g') para amostra P2. Todos os compostos quantificados
tiveram a avaliacdo da preciséo feita empregando o desvio padréo relativo RSD (%)
que também é conhecido como coeficiente de variacdo (CV) com valores bastante

abaixo do recomendado, que segundo a ANVISA deve ser menor que 20% 2.

Mei e colaboradores ® avaliaram quatro tipos de 6leos crus por GC-MS/MS,
também por injecdo sem prévio fracionamento da amostra e concentragdo méaxima
para o 4,6-DMDBT de 913,3 pug g?, o BNT ndo foi avaliado. Chiaberge et al.'*
guantificaram os isbmeros MDBTs por GC-MS/MS e as concentracdes variam de 1,5
a 224,5 ppm. Neste presente trabalho as concentracdes dos MDBTs variaram entre
2,03a25,29 ug g*.

Fan Pu et al 22 empregaram uma andlise semi-quantitativa e encontraram um
valor de 4,7 % de BNT em amostra de 6leo cru de origem terrestre, eles usaram GC-
MS no modo SIM, apds etapa de fracionamento da amostra por cromatografia em

coluna aberta.

Entre os marcadores avaliados, os mais estudados na literatura sdo os
isdmeros C1-DBT, em que o 4-MDBT apresentou maiores concentracdes frente ao 1-
MDBT nas amostras estudadas. Estudos realizados por Asif e colaboradores 123
utilizando GC-MS, encontraram valores para o0 4-MDBT variando de 0,20 a 20,91 ug
g' e para o 1-MDBT variando de 0,03 a 8,52 ug g* sendo que a amostra passou por
etapa de fracionamento usando cromatografia em coluna empacotada com silica gel,
aumentando assim o niamero de etapas com preparo de amostra, além de riscos de

perda de compostos através de manipulacao.

O meétodo proposto neste estudo para a quantificacdo dos marcadores
organicos sulfurados, apresenta maior simplicidade de execucéo, sem a necessidade
de longas etapas de preparo e fracionamento, devido as caracteristicas instrumentais
GC-MS/MS, conforme ja discutido.

Do ponto de vista geoquimico, os compostos sulfurados, conforme ja relatado,

sdo empregados para obter diferentes informacdes, como por exemplo, ambiente
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deposicional, nivel de maturidade termal e grau de biodegradacédo através de suas

razdes diagnosticas, conforme sera discutido no proximo item.

4.4 RAZOES DIAGNOSTICAS BASEADAS EM MARCADORES
SULFURADOS EMPREGADAS PARA AVALIACAO GEOQUIMICA

A partir da analise quantitativa e interpretacdo dos cromatogramas das oito
amostras de petroleo da bacia Potiguar, determinou-se as razdes diagndsticas
baseadas em BT, DBT e seus alquilados para a caracterizacao geoquimica quanto a
origem em relacdo ao ambiente sedimentar da rocha geradora, maturacao térmica e
nivel de biodegradacéo. Essas razbes foram calculadas com base na concentracéo
individual (ug g') dos analitos alvo (Tabela 11), com exce¢do do 2+3-MDBT, que

devido a falta de padrao, empregou-se o céalculo usando a area dos picos.

Os resultados das razdes estdo na Tabela 12 e permitem avaliar o ambiente
deposicional, nivel de evolucdo térmica, como também o grau de biodegradacéo das
amostras de petréleo.

TABELA 12: Razbes diagnosticas para os marcadores sulfurados avaliados
presentes nas oito amostras de petrdleo da bacia Potiguar.

N° Razdes P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
1 4-MDBT/1-MDBT 1,85 2,39 - 406 394 3,70 3,72 291
2 2,4/1,4-DMDBT 175 226 251 3,15 255 290 264 1,00
3  4,6/1,4-DMDBT 201 247 231 355 287 354 216 0,28

4* 2+3-MDBT/1-MDBT 1,02 211 243 426 268 3,73 4,19 1,93

5 1-MDBT/DBT 089 0,66 0,31 - 032 028 0,26 0,36
6 4-MDBT/DBT 165 1,59 - - 126 105 099 1,05
7 1-MDBT/4-MDBT 0,54 042 - 025 025 0,27 027 0,34
8 DBT/Phen 0,74 0,08 0,07 - 0,07 0,07 0,09 0,09

o  2+3-MDBT/4-MDBT 033 053 0,77 064 047 066 0,72 0,48

10 4-MDBT/Phen 1,22 012 - 004 1,01 007 009 0,10

* razdes diagnosticas obtidas com base na area de pico.
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Os dados da Tabela 12 serao discutidos de acordo com o parametro indicador

geoquimico, nos itens que seguem.

4.4.1 Parametros indicadores de ambiente deposicional

Através do emprego de razdes baseadas nos marcadores sulfurados
pertencentes a classe dos DBTSs, é possivel caracterizar o ambiente deposicional das
amostras de 6leo cru em estudo. E importante ressaltar que n&do foram realizadas
outras analises como de biomarcadores saturados e ciclicos e que os dados obtidos

foram comparados com resultados das mesmas amostras, publicados por Alves et al.
111

A razéo diagnéstica (8) DBT/Phen é empregada para avaliar litologia de rocha-
geradora %/, valores > 1 sdo caracteristicos de rochas geradoras ricas em carbonatos
(calcilutitos) e razdes < 1, de rochas siliciclasticas (folhelhos). Para as amostras da
Bacia Potiguar, todos os valores foram inferiores a 0,74 (Tabela 12), sugerindo que
os 6leos crus foram gerados a partir de folhelhos. Cai et al. 3> também obtiveram

valores semelhantes ao avaliar amostras de 6leos crus na Bacia de Tarim, China.

Um outro parametro bastante empregado na literatura, baseado em
marcadores sulfurados, € o comportamento dos isémeros individuais dos MDBTSs.
Segundo Hughes et al. 1?4, é possivel diferenciar duas tendéncias no padrdo de
distribuicdo dos MDBTs: uma chamada de “perfil V' (4AMDBT>2+3MDBT<1MDBT),
caracteristico de petréleos de rocha geradora carbonética, porém Schou e Myhr 113
sugerem que esse comportamento caracteriza mais o carater pouco evoluido das
amostras e a outra tendéncia com o perfil descrescente (1 metil- > 2+3-metil- > 4-metil-
DBT) que indica ambiente deposicional da rocha geradora com aporte siliciclastico ou
com grau de maturidade avancada 3% 113, O perfil de comportamento das oito amostras

pode ser visualizado na Figura 22.
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Figura 22: Representacdo do perfil cromatografico das oito amostras para 0s

isdbmeros do metildibenzotiofeno.
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De acordo com a Figura 22, a amostra P1 apresenta perfil de 6leo cru de rocha
geradora carbonatica e as demais (P2-P8), perfil siliciclastico, caracteristico para as
amostras com maior grau de evolucéo térmica (padrdao 4-MDBT>2+3MDBT>1-MDBT).
Porém, segundo Alves et al. 1!, esta amostra (P1) representa o petréleo mais
biodegradado dentre as amostras estudadas, o que pode ter afetado os resultados
dos MDBT.

A razado DBT/Phen em conjunto com a razao pristano/fitano (Pr/Ph) também é
outro parametro usado para avaliar o ambiente deposicional %7 4. Onde DBT/Phen >
1 e Pr/Ph < 1 indicam Oleo de origem marinha nao siliciclastica (podendo ser
carbonatica mista). DBT/Phen entre 1 € 3 e Pr/Ph < 1, o 6leo é de origem marinha e
lacustre e DBT/Phen < 0,5 e Pr/Ph > 1 o 6leo é de origem siliciclastica lacustre 37: 124,
Para avaliar esse parametro, optou-se por comparar os valores de DBT/Phen
calculados, com os valores da razdo Pr/Ph da amostra P1 a P8 informados no trabalho

de Alves e colaboradores 111 conforme Tabela 13.

Tabela 13: Parametros de razdes diagnosticas indicativas de ambiente deposicional
das rochas geradoras dos petréleos avaliados

Amostra DBT/Phen Pr/Ph* Ambiente
P1 >0,5 <1,0(0,97)  marinho nao siliciclastico/carbonatico misto
P2 <0,5 >1(1,23) siliciclastico
P3 <0,5 >1 (1,95) marinho/ siliciclastico lacustre
P4 <0,5 >1(2,10) marinho/ siliciclastico lacustre
P5 <05 >1(1,36) siliciclastico
P6 <0,5 >1(1,87) marinho/ siliciclastico lacustre
P7 <0,5 >1 (2,30) marinho/ siliciclastico lacustre
P8 <05 > 1(1,20) siliciclastico lacustre

* razao pristano fitano obtida de Alves et al.11! (valores entre parénteses)
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Com base nas informacdes da Tabela 13, pode-se afirmar que as amostras P2,
P3, P4, P5, P6, P7 e P8 sdo oriundas de rocha geradora siliciclastica lacustres,
caracterizada por apresentar razdo DBT/Phen < 0,5 e razédo Pr/Ph > 1 %7, J4 a amostra
P1 é classificada como néao siliciclastica, tém relacdes DBT/Phen > 0,5 e relacdes
Pr/Ph < 1. Isso inclui éleos derivados de carbonato marinho e rochas marinhas de
fontes mistas. No caso da amostra 1, a razdo ndo € confiavel porque conforme

relatado por Alves et al.''! a amostra é muito biodegradada.

Segundo Hughes et al. 1?4, o isbmero 4-MDBT predomina em relacdo aos
demais MDBTs em petroleos derivados de rochas siliciclasticas. O mesmo
comportamento foi observado para as amostras P1, P2, P5 e P8 (Figura 23).
Entretanto, ao comparar o estudo de Hughes et al. 1?*com a avaliacdo baseada em
DBT/Phen e Pr/Ph para esse mesmo parametro, a amostra P1, ndo indica fonte
siliciclastica e as amostras P3, P4, P6 e P7, ndo parecem ter sido caracterizadas como
de petréleo originado por rocha geradora siliciclastica. Essas discrepancias podem ser

justificadas pelo nivel de biodegradacédo das amostras.

30
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Figura 23: Concentracdes dos isbmeros DBT e C1- DBT presente nas oito amostras

da bacia Potiguar.
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Com relagéo a DBT/Phen, de acordo com a discusséo acima, os 0leos que tém
razdbes DBT/Phen mais altas, geralmente deveriam ter um teor de Stotar Mais alto.
Contudo, a relacéo entre o teor de enxofre e a razdo DBT/Phen é mais complexa que
uma simples correspondéncia individual. Oleos com maior teor de enxofre ndo
apresentam as maiores taxas de DBT/Phen, pois nesses casos, relativamente mais
enxofre estd presente como sulfetos em vez de tiofenos 3. O alto valor das
concentracfes do fenantreno, faz com que a razdo DBT/Phen apresentem valores

muito abaixo de 0,5 com excecdo da amostra de petroleo P1 (biodegradada).

Os DBTs estéo presentes em concentra¢cdes maiores em petroleos gerados por
rocha geradora carbonéatica marinha e rochas ricas em sulfato lacustre em
comparacao com oleos de folhelhos lacustres deltaicos ou ambientes de agua doce
25,59, 124 De acordo com essas informacdes pode-se dizer que as amostras P1, P2,
P5 e P8 representam petréleos originados a partir de matéria organica marinha
carbonatica e as amostras P3, P4, P6 e P7, seriam de origem lacustre (Tabela 11,
obtido pela soma dos DBTSs). A disparidade nos dados que indicam geradora
carbonética ou siliciclastica é justificado pelo fato de ela ndo ser uma nem outra, ou

seja, ndo sdo nem folhelhos nem calcilutitos 12,

Alves e colaboradores ! empregaram razées baseadas em biomarcadores
para caracterizar o ambiente deposicional. As amostras P1, P2, P5 e P8 foram
caracterizadas como petréleo oriundo de rocha geradora de origem marinha. As
amostras P3, P4, P6 e P7 sao caracteristicos de rocha geradora depositada em
ambiente lacustre. Ao comparar com 0s parametros avaliados, comportamento

semelhante foi observado no presente estudo.

4.4.2 Parametros indicadores de evolugédo térmica

Entre as raz0es diagnosticas descritas na Tabela 12, as indicadas em (1), (2),
(3), (4), (5), e (6) sdo aplicadas em geoquimica organica para inferir evolugédo térmica
(maturidade), baseadas nas distribuicdes dos isbmeros metil- e dimetil-DBT e em

parametros de estabilidade dos compostos organicos sulfurados “°.
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As razbes (1) 4-MDBT/1-MDBT e (4) 2-+3-MDBT/1-MDBT s&o empregadas
para indicar maturidade térmica e estéo relacionadas a estabilidade dos isbmeros. O
isdmero “a” (1-MDBT) é menos estavel em comparagdo ao “B” (4-MDBT) ° e aos outros
isdbmeros, logo ocorre o aumento da maturidade quanto maior for o valor das razées ©
8,31 Para as amostras em estudo, os valores variaram de 2,39 para a amostra P2 a
4,06 para a amostra P4 (Tabela 12). Valores de razéo < 1, indicam imaturidade, de
2,5 a 15,4 (maturo) acima de 15,4 (muito maturo) 4. Com base nessa informacéo,

todos os pontos, podem ser considerados como 6leos com grau de maturidade.

Segundo Hegazi et al. 3! e Hughes 24, a evolugdo térmica pode ser avaliada
pela diminuicdo do isébmero 1-MDBT em relacédo aos isbmeros 2+3-MDBT e 4-MDBT.
Ao observar a Figura 23 e Tabela 11, pode-se constatar que todas as amostras,
exceto a P1 (mais biodegradada), apresentaram menores valores de 1-MDBT, o que
esta de acordo com os dados da literatura e também com o trabalho de Alves et al. 11!

gue relataram que as oito amostras tém nivel semelhante de maturidade.

Vale destacar que baixas concentracoes de BT e altas concentragOes de
MDBTSs caracterizam 6leos supermaturos *%°, o que também esta de acordo com os
dados obtidos no presente estudo (Tabela 11), entretanto, as concentracdes
apresentadas no presente trabalho sdo para os compostos selecionados e nao

representam a soma de todos os BTs e DBTs que possam estar presentes.

Outras duas razées, referentes aos dimetildibenzotiofenos: (2) 2,4-/1,4-DMDBT
e (3) 4,6-/1,4-DMDBT (Tabela 12), também sao utilizadas como parametro de
maturidade 2. De acordo com os valores da entalpia da formacdo dos DMDBTSs, a
estabilidade do 1,4-DMDBT é semelhante a do 2,4-DMDBT, que é muito menor que o
4,6-DMDBT 26, Com o aumento da maturidade, as razdes 4,6-DMDBT/1,4-DMDBT
devem ser elevadas devido ao aumento na quantidade de isdmeros termicamente

estaveis 2°.

Para a 2,4-/1,4-DMDBT os valores variaram de 1,00 (amostra P8) a 3,15
(amostra P4) e para a 4,6-/1,4-DMDBT de 0,28 (amostra P8) a 3,55 (amostra P4). A

distribuicdo para essas duas razdes pode ser visualizada na Figura 24.
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RazdOes diagndticas
N

1 2 3 4 5 6 7 8

Amostras

2,4/1,4-DMDBT 4,6/1,4-DMDBT

Figura 24:. Gréfico das razbes diagnosticas 2,4/1,4-DMDBT e 4,6/1,4-DMDBT

empregadas para indicar maturidade térmica no 6leo bruto da bacia Potiguar.

Através da Figura 24 é possivel verificar que as duas razfes diagnoésticas

tiveram mesmo comportamento, com excecao da P3 e P7.

Ao correlacionar os valores da razdo (1) com 2,4-/1,4-DMDBT (Figura 25) com
4,6-/1,4-DMDBT (Figura 26), é possivel observar que as amostras P4, P5, P6 e P7
apresentam maior maturidade térmica. A amostra P2 possui maturacao intermediaria
e a amostras P1 e P8 possuem valores discrepantes, nas quais se observam valores
relativamente maiores da razao 4-/1-MDBT e baixos valores da razéo 2,4-/1,ADMDBT
e 4,6-/1,4-DMDBT (P8), para amostra P3 o LOQ (Tabela 10) ficou abaixo do obtido
para a razdo (1) ndo sendo possivel correlaciona-la. Comportamento oposto €&
observado para P1, atribuido a possivel alteracdo da composi¢ao quimica da amostra

armazenada em laborat6rio com o passar do tempo.
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Ainda, a razédo (6) 4-MDBT/DBT, Tabela 12 diminui a medida que o petroleo é
extraido em uma profundidade maior '3, Diante do exposto, ha indicios de que as
amostras P3 e P4 foram extraidas em um nivel mais profundo enquanto a amostra P1

em uma profundidade menor.

Alves e colaboradores ! ao avaliar 0 mesmo conjunto de oito amostras,
empregaram razfes de biomarcadores terpanos pentaciclicos (Ts/Ts+Tm),
estereoisomeros C29(S/(S+R), C29(C29 aoa e app/app+aca) para avaliar a
maturidade. Os valores para Ts/Ts+Tm indicaram que as amostras foram geradas a
partir de uma maturacao correspondente ao inicio da janela de geracdo de petrdleo.
Por outro lado, as razfes de C29 S/S+R e app/app+aaa apresentaram valores de pico
de janela de geracao de petréleo. Segundo os autores, os resultados confirmam que
todos os petroleos sao oriundos de rochas geradoras que passaram por processos de
maturidade térmica semelhantes, excecdo registrada para o petrdleo P1l, com

caracteristicas de 6leo biodegradado apds sua acumulacao no reservatorio.

Ao comparar os dois estudos, o presente e o de Alves et al.'!, os parametros
para os marcadores sulfurados que apareceram como fornecedores de informagdes
mais coerentes com respeito ao conhecido nestas amostras para maturacdo s&o as
razdes: (2) e (3) pois observa-se que os resultados sao concordantes. A amostra P1
também apresentou comportamento distinto ao avaliar os parametros de ambiente

deposicional, maturidade térmica, quando relacionada com as razdes (1), (2) e (3).

4.4.3 Parametros indicadores de biodegradacao

A biodegradacgéo é a alteragéo seletiva de determinados tipos de compostos
por bactérias presentes no reservatério. Ocorre, normalmente, em reservatérios
localizados em areas onde houve contato com aguas metedricas. Essas aguas
meteodricas carregam certos micro-organismos aos reservatorios juntamente com

oxigénio e nutrientes 127,
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Na literatura, varios trabalhos Bao e Zhu 28 relatam que a razédo DBT/Phen
aumenta com a elevagédo do grau de biodegradacgéo, assim, pode-se inferir que o
petréleo da amostra P1 é a mais biodegradada, o que esta em total acordo com o

trabalho de Alves e colaboradores 111,

As razfes diagnosticas (6) 4-MDBT/DBT, (7) 1-MDBT/4-MDBT e (8) 2+3-
MDBT/4-MDBT (Tabela 12) também sédo empregadas para indicar biodegradacéo do
petréleo. A biodegradacdo seletiva dos MDBTs ocorre porgue os isbmeros com
substituintes metila na posicédo B (2-MDBT e 3-MDBT) séo facilmente degradados 3.
Assim, o aumento das razdes (6) e (7) e a dimunuicdo da raz&o (8), indicam aumento
da biodegradacédo do petréleo. Ao avaliar os valores obtidos, descritos na Tabela 12,
observa-se que a amostra P1 é que apresenta o maior grau de biodegradacéao,

confirmando o mesmo resultado obtido pela razdo DBT/Phen e de Alves et al. 112,

O comportamento individual, baseado nas concentracfes absolutas dos
MDBTs € também bastante empregado, sendo que a ordem de suscetibilidade a
biodegradacéo (do mais suscetivel para o menos) é 2-MDBT + 3-MDBT> 1-MDBT>
4-MDBT %2, que esta relacionada com a posicéo dos isdmeros, conforme descrito no

paragrafo anterior.

De forma geral, os MDBTs sdo mais suscetiveis a biodegradacdo do que
DMDBTSs, observa-se uma sequéncia consistente de alteracdo de DBT, MDBTs e
DMDBTs com aumento do nivel de biodegradacdo nas amostras de petréleo 3. Na

Figura 27 é possivel observar o comportamento das amostras avaliadas neste estudo.
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Figura 27: Concentracdes dos isdbmeros DBT, C1l- DBT e C2-DBT

presentes nas oito amostras da bacia Potiguar.

Conforme descrito anteriormente, as diferencas encontradas entre
os dados obtidos no presente trabalho e os descritos por Alves et al.1'!
provavelmente se devem aos diferentes parametros avaliados, bem como
das condicfes da amostra, avaliadas em periodos diferentes. Entretanto,
serviu como um parametro de comparacao ja que este € o primeiro
trabalho que avalia marcadores sulfurados em amostras de petroleo

brasileiro.
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5 CONCLUSOES

Este € o primeiro trabalho que apresenta um estudo detalhado de marcadores
sulfurados em amostra de petréleo empregando GC-MS/MS no modo SIM e MRM.
Verificou-se um grande avanco analitico quando esta matriz foi avaliada empregando
0 modo MRM.

Na analise por GC-MS/MS no modo SIM, coelui¢des entre OSC e entre estes
e interferentes da matriz que apresentam o mesmo valor m/z (PAHS) demonstrou a
possibilidade de falsos positivos e de superestimacdo de OSC em analises
quantitativas. Apesar do modo SIM ser seletivo, ele ndo elimina compostos sem
enxofre que também produzem o ion caracteristico e sdo registrados, podendo

interferir na deteccao seletiva desejada.

O emprego da GC-MS/MS no modo MRM para andlise de marcadores
sulfurados em petrdleo elimina a etapa de fracionamento, o que implica em economia
de tempo de analise, solventes e também na minimizacdo da possibilidade de

contaminacdo da amostra e perda de analitos durante o processo analitico.

O uso da GC-MS/MS no modo MRM permitiu a quantificacdo de OSC
marcadores (classes BT, DBT e BNT) sem qualquer outro tipo de separacéo prévia
dos compostos da matriz, apresentou alta relacdo sinal ruido, sensibilidade e
seletividade, indicando a aplicabilidade da técnica para baixas concentracdes
presentes neste tipo de amostra. O método tem um baixo limite de deteccdo (menor

do que 0,082 pug mL?) e limite de quantificacdo menor do que 0,0292 ug mL™2.

A separacao, identificacdo e quantificagdo dos OSC empregados como
marcadores em estudos geoquimicos de petréleo através da GC-MS/MS no modo
MRM, forneceu informagbes sobre o ambiente deposicional, maturidade e
biodegradagédo nas oito amostras avaliadas. Para o ambiente deposicional, a razéo
DBT/Phen relacionada com a razéo Pr/Ph e a soma das concentracdes dos MDBTs
presentes no petréleo foram avaliadas e constatou-se que as amostras P1, P2, P5 e
P8 sdo de origem marinha carbonatica enquanto as amostras P3, P4, P6 e P7 sdo de
origem lacustres. Quanto ao nivel de maturacédo, através das razbes 4-MDBT/1-
MDBT, 4,6-DMDBT e 2,4-DMDBT constatou-se que para as amostras P4, P5, P6 e
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P7 apresentam maior grau de maturidade, a amostra P2 maturidade intermediaria
enquanto as amostras de petréleo P1 e P8 apresentaram valores discrepantes,
provavelmente devido ao grau de biodegradacdo. A amostra P3 apresentou para o 4-
MDBT um valor inferior ao LOQ néao sendo possivel sua avaliacdo através da razéo
4-MDBT/1-MDBT. Finalmente, quanto ao nivel de biodegradacédo, as razbes 4-
MDBT/DBT, 1-MDBT/4-MDBT e 2+3-MDBT/4-MDBT indicaram que amostra P1 é a

que apresenta o maior nivel de biodegradacéo dentre as oito amostras estudas.

Sugere-se que em futuros trabalhos, as andlises para determinacdo de
biomarcadores geoquimicos tradicionais, sejam realizadas em conjuntos com as

analises dos marcadores sulfurados.

Este trabalho pode levar também a aplicacdo da GC-MS/MS no modo MRM a
outras amostras de petroleo, avaliacdo de outros marcadores de OSC ou ainda,

avaliacdo conjunta com classes de biomarcadores em estudos geoquimicos.
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