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RESUMO

Compostos nitrogenados (N-compostos) constituem uma pequena fracdo da
composicdo quimica do petréleo (0,1 a 2,0%) e estdo presentes principalmente em
estruturas aromaticas e heterociclicas, classificadas em dois grupos: basicos
(piridinas, quinolinas e benzoquinolinas) e neutros (inddis, carbazois e
benzocarbazois). Carbazois e seu analogos alquilados e benzocarbazéis séo
empregados como marcadores geoquimicos (N-marcadores) e podem fornecer
informacdes sobre origem, migracédo, ambiente deposicional e maturidade do petréleo.
A determinacdo de N-marcadores convencionalmente é realizada por cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) apls etapas de pré-
fracionamento de amostra associados a um posterior fracionamento direcionado para
separar os nitrogenados basicos e neutros. Neste trabalho foi desenvolvido, validado
e aplicado, pela primeira vez, um método analitico empregando a cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas do tipo triplo quadrupolo (GC-MS/MS) para N-
marcadores. Amostras de petroleo coletadas em oito pontos da Bacia Potiguar foram
analisadas sem etapa prévia de fracionamento e os seguintes N-marcadores foram
determinados: carbazol, 1-metilcarbazol 2-metilcarbazol, 9-metilcarbazol, 1,8-
dimetilcarbazol, 2,7-dimetilcarbazol, 3,6-dimetilcarbazol, 3-etilcarbazol, 1,4,8-
trimetilcarbazol, = benzo[a]carbazol,  benzo[b]carbazol,  benzo[c]carbazol e
dibenzocarbazol. O método GC-MS/MS no modo MRM, apresentou LOQ 7,71 ug L?
a 389,03 yg Lte LOD 2,54 ug Lt a 95,38 ug Lt com valores de coeficiente de
determinacao superiores a 0,98. Os ensaios de precisao resultaram em desvio padrao
relativo inferiores de 20%. Recuperacdes entre 78,63% e 117,34% foram obtidas.
Nas amostras, os resultados das concentracbes referentes aos N-marcadores
variaram de 0,29 + 0,01 ug g para benzo[c]carbazol na P6 a 59,74 + 0,35 ug g-1 para
1,8-dimetilcarbazol na P1. O emprego da Analise de Componentes Principais (PCA)
permitiu diferenciar amostras de ambiente lacustre e amostras de ambiente marinho.
Por fim, razbes diagnosticas baseadas em graficos de correlacdo de acordo com os
dados da avaliacdo quantitativa permitiram avaliar o ambiente de deposicdo e
maturidade.

Palavras-chave: marcadores nitrogenados; GC-MS/MS; petréleo; analise quantitativa



ABSTRACT

Nitrogen compounds (N-compounds) are a small fraction chemical composition of oil
(0,1 to 2,0%) and are present mainly as aromatic and heterocyclic structures, classified
in two groups: basic (pyridines, quinolines and benzoquinolines) and neutral (indoles,
carbazoles and benzocarbazoles). Carbazoles their alkylated analogues and
benzocarbazoles are used as geochemical markers (N-markers) provinging
information about origin, migration, depositional environment and oil maturity. The
determination of N-markers is conventionally performed by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS) after sample pre-fractionation steps
associated with a directed fractionation to separate the neutral from the basic nitrogen
compounds. In this work, an analytical method was developed, validated and applied
for the first time using gas chromatography coupled to triple quadrupole mass
spectrometry (GC-MS/MS) for N-markers. Petroleum samples collected at eight points
in the Potiguar Basin were analyzed without fractionation steps being the following N-
markers determined: carbazole, 1-methylcarbazole, 2-methylcarbazole, 9-
methylcarbazole, 1,8-dimethylcarbazole, 2,7-dimethylcarbazole, 3,6-
dimethylcarbazole, 3-ethylcarbazole, 1,4,8-trimethylcarbazole, benzo[a]carbazole,
benzo[b]carbazole, benzo|c]carbazole and dibenzocarbazole. The GC-MS/MS method
in MRM mode, presented LOQ from 7,71 pg L' to 389,03 pug L*and LOD from 2,54 ug
L-1to 95,38 pg Lt with determination coefficient values greater than 0,98. The precision
tests resulted in relative standard deviation less than 20%. Recoveries between
78,63% and 117,34% were obtained. In the samples, the results obtained for the N-
markers ranged from 0,29 + 0,01 ug g to benzo[c]carbazole in P6 and 59,74 + 0,35
ug g-1for 1,8-dimethylcarbazole in P1. The use of Principal Component Analysis (PCA)
made it possible to differentiate samples from the lake environment and samples from
the marine environment. Finally, diagnostic reasons based on correlation graphs
according evaluation data of the quantitative assessment allowed to assess the

environment of deposition and maturity.

Keywords: nitrogen markers; GC-MS/MS; petroleum; quantitative analyze
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1. INTRODUCAO

O petréleo, também conhecido como 6leo cru, consiste em uma matriz
extremamente complexa, composta predominantemente por hidrocarbonetos
alifaticos, ciclicos e aromaticos e, em menores proporc¢des, compostos contendo

heteroatomos como nitrogénio (N), enxofre (S) e oxigénio (O) além de alguns metais
1,2

Os compostos nitrogenados (N-compostos) constituem uma pequena fracéo do
petréleo, com teores variando de 0,1 a 2,0% 3°. Esses compostos podem ser
classificados em dois grupos, de acordo com suas caracteristicas quimicas: basicos
e neutros. As espécies de nitrogénio basicas incluem piridinas, quinolinas,
benzoquinolinas e seus analogos alquilados, enquanto as espécies de nitrogénio
neutros compreendem pirrol, indol, carbazol e benzocarbazol e seus analogos
alquilados. Diversos estudos tém empregado principalmente os N-compostos neutros
como marcadores geoquimicos (N-marcadores) &7 a fim de obter informacgdes, de
forma isolada ou através de razdes diagndsticas, sobre maturidade, origem, ambiente

deposicional e migracgéo ©.

~

Devido a alta complexidade do petréleo, normalmente a avaliagdo de N-
marcadores descrita na literatura, envolve uma série de etapas de preparo de
amostras sendo o fracionamento SARA e o fracionamento direcionado os mais
empregados. O fracionamento SARA, desenvolvido por Jewell et al. (1974) & tem por
objetivo separar fracdes contendo compostos Saturados, Aromaticos, Resinas e
Asfaltenos utilizando solventes em ordem crescente de polaridade °. Entretanto, N-
compostos podem eluir nas fracdes resina (ou NSO) e aromatica diminuindo a
eficiéncia da separacéo °-13. Muitos trabalhos realizam um fracionamento direcionado
para a separacao entre N-compostos basicos e neutros apos eluicdo da fracdo NSO,
via procedimento SARA 357.1014-29° Ambas as metodologias sdo demoradas,
empregam elevados volumes de solventes, além de ocasionarem a perda de analitos,

0 que resulta em baixas recuperacoes.

Para a determinacdo dos N-marcadores em petréleo, a cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas com analisador quadrupolar (do inglés, gas

chromatography coupled to quadrupole mass spectrometry - GC-gMS) no modo
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monitoramento seletivo de ions (do inglés, Selected lon Monitoring - SIM) € a mais
empregada 33!, Na literatura também estdo descritas para determinacdo dos N-
marcadores a cromatografia utilizando detectores especificos como o detector de
nitrogénio e fésforo (do inglés, Nitrogen Phosphorous Detector - NPD) 32, detector
termionico seletivo (do inglés, Thermionic Specific Detector - TSD) 26:32-37 e o detector
de emissédo atémica (do inglés, Atomic Emission Detector - AED) 38 sendo este menos

relatado.

1.1 OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver e validar um método GC-MS/MS para a determinagéo quantitativa
de compostos nitrogenados considerados como N-marcadores e aplicar esta
metodologia em diferentes amostras de petrdleo ndo fracionadas, a fim de caracteriza-

las geoquimicamente.

Objetivos especificos

e Otimizar um método GC-MS/MS utilizando padrdes de N-marcadores nos

modos de aquisicdo SCAN e SIM;

e Desenvolver um método GC-MS/MS utilizando padrdes de N-marcadores no

modo de aquisicdo MRM;

e Comparar a metodologia GC-MS/MS desenvolvida utilizando padrdes nos
modos de aquisicdo SCAN, SIM e MRM,;

e Aplicar a metodologia GC-MS/MS nos modos SIM e MRM em amostra de

petréleo para comparacao qualitativa;
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Avaliar a extenséo do efeito da matriz na determinacédo quantitativa dos N-

marcadores;

Validar e aplicar, pela primeira vez, um método quantitativo por GC-MS/MS
no modo MRM, utilizando calibracdo compatibilizada com matriz para

determinacao de N-marcadores em diferentes amostras de petroleo;

Aplicar a PCA para interpretagdo dos N-marcadores determinados em

amostras de petroleo;

Calcular razdes diagndsticas de N-marcadores e correlacionar com razdes de

biomarcadores a fim de interpretar geoquimicamente as amostras de petroleo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PETROLEO

O petroleo ou 6leo cru € o termo utilizado para descrever uma mistura
extremamente complexa, rica em hidrocarbonetos que se acumularam em
reservatérios subterrdneos e tem variagbes em cor, odor e escoamento refletindo,
desse modo em diversidades de origens. A formacdo do petréleo € resultado de
transformacdes ocorridas por milhares de anos em camadas do subsolo de bacias

sedimentares em condi¢cdes especificas de pressao e isolamento 3.

O petréleo é composto principalmente de hidrocarbonetos, embora também
estejam presentes em menores propor¢des, compostos contendo heterodtomos como
nitrogénio, enxofre e oxigénio, além de alguns metais 2. Ainda que a composicdo do
petréleo varie de local para local ou mesmo dentro de um Gnico po¢o, a composi¢cao
elementar basica mostra pouca alteracdo de uma fonte para outra, conforme Figura
1t

Composicao elementar do 6leo cru

o Enxofre
Oxigénio 0,05-6%
0,05-1,5%

Nitrogénio
0,1-2% \

Hidrogénio
10-14%

Figura 1 - Grafico representativo da composicdo elementar do Oleo cru. Fonte:
Adaptado de E. Stauffer, J. A. Dolan e R. Newman, (2008)*°. As cores representam o
teor de um elemento no 6leo cru sendo azul: carbono; vermelho: enxofre; oxigénio:
verde; nitrogénio: amarelo e hidrogénio: vermelho escuro.
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Os compostos contendo heteroatomos séo classificados de acordo com o
elemento presente na molécula em: compostos sulfurados, compostos nitrogenados
(N-compostos), compostos oxigenados e compostos contendo metais (vanadio,
niquel, ferro e cobre).

As diferentes classes quimicas de N-compostos podem fornecer informacgées
importantes para possiveis fontes de hidrocarbonetos no ambiente e para rastrear as
moléculas de petréleo de volta aos seus precursores bioldgicos 4%. Além disso, esses
compostos causam problemas ambientais associados ao processamento de
combustiveis como envenenamento nos processos de craqueamento e refino,
alteraces de cor em fracdes do petréleo, além de poluicdo ambiental =43, A alta
complexidade do petréleo, a baixa concentracdo e o grande numero de isdmeros

presentes no petréleo, dificultam a caracterizacdo dos N-compostos 4344,

2.1.1 Marcadores nitrogenados no petroleo

Os marcadores caracterizam-se por serem moléculas organicas estaveis que
conservam em suas estruturas basicas partes de suas moléculas precursoras, as
quais fornecem pistas geoquimicas sobre origem, maturidade, migracdo e ambiente
deposicional. No caso especifico dos compostos nitrogenados, sdo chamados de N-
marcadores e, ha maioria dos casos, as investigacoes e interpretacées ocorrem por

meio de razdes diagndsticas .

Os N-compostos, estdo presentes no 6leo cru como constituintes minoritarios
em concentracdes que variam de 0,1 a 2% 3°. A maior parte sdo de estruturas
heterociclicas aromaticas e classificados em dois diferentes grupos: neutros (também
chamados de pirrolicos por apresentarem anel pirrélico com par de elétrons do
nitrogénio participando da nuvem eletrénica do anel, o que confere um carater neutro
a molécula) e basicos (ou piridinicos, assim designados, pois apresentam anel
piridinico. Nesse caso o par de elétrons do nitrogénio ndo é compartilhado na
estrutura, conferindo um carater basico a molécula) . As formas basicas, que incluem:
piridina, quinolina e benzoquinolina sdo menos comuns do que as formas neutras, que

incluem os indois, carbazois e os benzocarbazéis (Figura 2) 3517324554
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Segundo Prado et al. (2017) # a relacéo entre nitrogénio basico e o total (NB/NT)

varia de 0,25 a 0,35 independentemente da origem do petréleo.

N X
N P
N
N/ N/
Piridina Quinolina Benzoquinolina
‘ :N 1
N
Carbazol Benzocarbazol

Figura 2 - Estruturas quimicas de compostos nitrogenados basicos e nheutros
utilizados como marcadores geoquimicos de petroleo. Fonte: Adaptado de National
Institute of Standads and Tecnology — NIST >

A origem dos N-compostos nos Oleos crus ainda é controversa. Dorbon et al.
(1965) ¢ propuseram que a maioria dos pirréis como alquilcarbazoéis e
alquilbenzocarbazois presente em 6leos brutos pode ser derivada de alcaléides com
um nucleo indol presentes em plantas superiores e algas verde-azuladas
(cianobactérias). Posteriormente, foi descoberto que a distribuicdo e as composicdes
de N-compostos nos Oleos brutos de fontes marinhas e lacustres sédo
significativamente diferentes dos 06leos derivados de plantas superiores. Foi
mencionado que os alcalbides ndo sdo a principal fonte de carbazdis nos 6leos brutos
5. Além disso, uma contribuicdo de proteinas e pigmentos vegetais na matéria

organica sedimentar durante a diagénese néo pode ser descartada 57:58:56,

Os N-marcadores presentes no petroleo sédo avaliados de forma isolada ou por
meio de razdes diagnosticas (na maioria dos casos). Na Tabela 1 estdo descritas as
razdes diagnosticas dos N-marcadores encontradas na literatura e as principais
informacgdes geoldgicas aos quais estao relacionadas: origem, maturidade, ambiente

deposicional e migracgéo °.
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Tabela 1 - Razbes diagnosticas de N-marcadores encontradas na literatura e suas associacdes com origem, maturidade, migracao
e ambiente deposicional ©

N° Razao diagnostica Informacéo Referéncias
1 benzo[a]carbazol/benzo[a]carbazol+benzo[c]carbazol Origem 17,21,59
Maturidade 17,18,21,35,59,60
Ambiente 59
deposicional
Migracéo 18,35
2 1-metilcatbazol / 1-metilcarbazol + 1-etilcarbazol Maturidade 60,61,17
Ambiente 17
deposicional
3 3-metilcarbazol/4-metilcarbazol Ambiente 17
deposicional
Maturidade 62
4 1,8-dimetilcarbazol/1,8-dimetilcarbazol+ 1-etilcarbazol Ambiente 17,59,60
deposicional
Maturidade 18,61
5 4-metilcarbazol/4-metilcarbazol+1etilcarbazol Fonte 18

3-metilcarbazol/3-metilcarbazol+2-metilcarbazol
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Tabela 1 - Razdes diagnosticas de N-marcadores encontradas na literatura e suas associacées com origem, maturidade, migracao
e ambiente deposicional é (continuacéo)

N° Razédo diagnostica Informacéo Referéncias

7 4-metilcarbazol/4-metilcarbazol+2-metilcarbazol

8 4-metilcarbazol/3-metilcarbazol Fonte 18

9 4-metilcarbazol/2-metilcarbazol

10 1-metilcarbazol/4-metilcarbazol Maturidade 62

11 1,8-dimetilcarbazol/2,4-dimetilcarbazol Maturidade 62
Migragao 54

12 1,3-dimetilcarbazol/2,4-dimetilcarbazol Maturidade 54,62
Migracéao

13 1,8-dimetilcarbazol/1,3-dimetilcarbazol Maturidade 62
Migragao 54

14 benzo[a]carbazol/benzo[c]carbazol Maturidade 61,62
Migracéo 54

15 C1l-alquilcarbazol/C3-alquilcarbazol Maturidade 21

16 benzo[a]carbazol+benzo[c]carbazol(reservatério)/benzo[c]carbazol(fonte) MMa.turidzide

17 1-metilcarbazol/1-metilcarbazol+2-metilcarbazol M;?::zzze 18

18 1-metilcarbazol/1-metilcarbazol+3-metilcarbazol
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Tabela 1 - Razdes diagnosticas de N-marcadores encontradas na literatura e suas associacfes com origem, maturidade, migracao
e ambiente deposicional ® (continuacéo)

N° Razédo diagnostica Informacéo Referéncias
Maturidade

19 2-metilcarbazol/2-metilcarbazol+3-metilcarbazol 18

20 1-metilcarbazol/1-metilcarbazol+4-metilcarbazol

21 3-metilcarbazol/3-metilcarbazol+4-metilcarbazol

22 2-metilcarbazol/2-metilcarbazol+4-metilcarbazol

23 4-metilcarbazol/4-metilcarbazol+carbazol

24 3-metilcarbazol+2-metilcarbazol/3-metilcarbazol+2-metilcarbazol+carbazol

25 1,8-dimetilcarbazol/1-metilcarbazol Maturidade 61

26 1,8-dimetilcarbazol/carbazol

27 C3-benzoquinolina/C2-benzoquinolina Migracéo 63

28 carbazol/carbazol+benzocarbazol 5

29 C3-alquilcarbazol/C2-alquilcarbazol 25

30 alquilcarbazol/aquilcarbazol+alquilbenzocarbazol 63

31 C5-carbazol+C6-carbazol/C1-carbazol+C2-carbazol Maturidade 64

32 C3-carbazol+C4-carbazol/CO-carbazol+C1-carbazol

Fonte: Li et al. (1995) 5; Loufu et al. (2010) 5; Bakr (2009) 23; Clegg., Wilkes & Horsfield (1997) 24, Bennett et al. (2002) 27; Larter et al. (1996) 35, Abrakasa et
al. (2018) 5%; Bennett & Olsen (2007) 5%; Bakr & Wilkes (2002) 89; Silliman et al. (2002) 6%; Li et al. (1997) 62; Yamamoto (1992) 3; Wang., Li & Zhang (2004) 64.
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A razdo (1) (Tabela 1), comparada as demais apresentadas, € a mais
empregada pelos autores, uma vez que indica origem, maturidade, ambiente
deposicional e migracdo. Além disso, ela também pode ser relacionada ao teor de
carbono organico total (TOC) 2% para indicar a origem do petréleo, o aumento da razéo
(1) aumenta com o TOC. Avaliada em conjunto com o0s biomarcadores saturados,
Ts/(Ts+Tm) e Pr/Ph, a razdo (1) pode indicar condicdes de paleoambiente >°. A
maturidade do petréleo também pode ser avaliada por essa mesma razao na qual
valores baixos indicam 6leo maturo e valores altos correspondem a 6leo imaturo. As
razdes diagndsticas (3), (4), (11), (12), (14) (15) (19), (20), (21) e (22) também séao
usadas para indicar maturidade, porém, para a (3) e (14), o comportamento é inverso
ao grau de maturidade. Para as razbes (2), (3), (4), (15), (26) e (27), apesar das

variagcdes serem pequenas, elas indicam aumento da maturidade.

Carbazoéis e benzocarbazois sdo também empregados para diferenciar petroleo
de ambiente marinho e terrestre sendo esses mais abundantes em 6leo marinho 55,
Concentracdes diferentes de metilcarbazéis também podem ser empregadas para
diferenciar 6leos de origens marinha e terrestre 174’. Ambientes deposicionais (6xido
e subdxido) séo diferenciados através de correlacdes das razdes diagnésticas de N-
marcadores utilizando-se concentracbes de alquilcarbazéis em associacdo a
biomarcadores saturados !’. As amostras de ambientes deposicionais o6xido
expressaram maiores valores para a razao de esteranos (C29/C27), pristano/fitano
(Pr/Ph) e menores concentracdes de alquilcarbazois em relacdo aos ambientes
deposicionais subdxido 2447. Na Tabela 1, as razdes (1), (2), (3) e (4) sdo empregadas
para avaliar ambiente deposicional. Oleos crus de origem terrestre geralmente tém
valores relativamente baixos para as razdes (3) e (4), em compara¢do com os 6leos

brutos de origem marinha 174579,

A avaliacdo dos marcadores de N-compostos atraves das razdes diagnosticas
permite interpretacdes que vao desde a origem até a migracao do petroleo. Entretanto,
na literatura, para a avaliacdo de N-marcadores normalmente sao empregadas etapas
de preparo de amostra que objetivem o isolamento e separacédo dos N-marcadores da
matriz, altamente complexa, para posterior analise por técnicas cromatograficas

convencionais.
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2.2 METODOS DE ISOLAMENTO DE MARCADORES NITROGENADOS EM
PETROLEO

Devido a complexidade e as baixas concentracbes dos N-marcadores no
petréleo, o fracionamento preliminar, de acordo com a classe quimica, geralmente
precede a sua identificacdo por técnicas cromatograficas instrumentais

convencionais, como a GC-MS.

Os trabalhos descritos na literatura, especificos para N-marcadores, podem ser
classificados de forma geral em duas categorias: o fracionamento SARA e
fracionamento direcionado (separacdes para isolar uma fracdo com propriedades

especificas ou subclasse especifica de compostos).

O método SARA desenvolvido por Jewell et al. (1974) & leva o nome das fracdes
produzidas, a saber, saturados (S), aromaticos (A), resinas (R) e asfaltenos (A). O
procedimento € baseado na adsor¢cao da amostra em uma coluna de silica ou alumina
e ocorre a eluicdo sequencial das fracdes através de solventes com polaridades
crescentes °. O método SARA tem sido adaptado ao longo do tempo, o emprego da
HPLC 6667 e 0 uso de procedimentos miniaturizados %2 sdo exemplos de modernizacéo

da metodologia original.

Os N-compostos eluem na fragdo resina (também conhecida como fracdo
NSO), que compreendem estruturas policiclicas, contendo heteroatomos de
nitrogénio, oxigénio e enxofre. Embora o fracionamento SARA seja uma metodologia
baseada na diferenca de polaridade dos compostos, N-compostos como
benzocarbazois, podem eluir na fragcdo aromatica, prejudicando a eficiéncia do
processo. A silica € preferida em relacdo a alumina quando se trata de N-compostos
10-13 No entanto, uma coluna de silica por si s6 é incapaz de remover todos os
interferentes e ndo é efetiva para separacao seletiva de compostos basicos neutros
1012 por esse motivo, a maioria das metodologias do tipo SARA para determinar N-
compostos, sdo empregadas como uma etapa de pré-fracionamento para obtencao
da fracdo resina e, posteriormente, um novo processo de fracionamento (aqui
chamado de fracionamento direcionado), a fim de separar os N-compostos neutros

dos basicos é realizado. O fracionamento direcionado inclui cromatografia em coluna
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aberta com silica éacida 325102426 cromatografia de coordenagédo 714-16:27-29
cromatografia liquida de média presséao - MPLC (do inglés, Medium Pressure Liquid
Chromatography) 1/-1° e extracdo em fase sélida — SPE (do inglés, Solid Phase

Extraction) 20-23,

Entre as metodologias de fracionamento usadas para separar os N-compostos
neutros e basicos, a mais empregada é a cromatografia em coluna utilizando silica
acida °32:3646,6869 Nessa separacdo sdo utilizados diferentes solventes e reagentes,
ajustes de pH séo realizados com o objetivo de obter duas fragdes: uma contendo os
N neutros e a outra os basicos °3¢45, Para obtencéo da fracéo basica, acido cloridrico
é utilizado a fim de auxiliar na eluicdo dos N-compostos retidos mais fortemente na
coluna contendo silica acida e, posteriormente, é necessario o ajuste do pH da fracéo
eluida para viabilizar a analise por GC-MS 99, Esse processo pode ser realizado em
coluna aberta de vidro ou em instrumento MPLC 12.17:46.6068 A SPE também é uma
das metodologias utilizadas para obtencdo de classes de N-compostos sendo
realizada através da modificacédo do nitrato de prata associado a silica ° e cartucho
C18 59,70,71_

Tanto o fracionamento SARA quanto o fracionamento direcionado, sdo
procedimentos que demandam tempo, quantidades adequadas de amostras além de

consumo consideravel de solventes, muitos deles com toxicidades relevantes.

2.3 TECNICAS DE DETERMINACAO DE MARCADORES NITROGENADOS
NO PETROLEO

A GC é a principal técnica utilizada para a determinacdo de N-compostos no
petréleo. A anélise por GC envolve a vaporiza¢do de uma solucao liquida no injetor,
seguida da separacdo dos compostos em uma coluna capilar contendo uma fase
estacionaria (FE) especifica e por fim, os analitos chegam ao detector em diferentes
tempos de retencdo. A resposta do detector proporcional a massa de amostra

introduzida na coluna dentro de um determinado intervalo.
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A escolha adequada de comprimento, FE, diametro interno, e espessura do
filme em uma coluna é fundamental para que uma mistura de compostos seja bem
separada e detectada. As colunas comumente usadas para a separagdo de N-
compostos em petréleo sdo de caracteristica apolar, compreendendo as colunas de
5% fenilmetilpolisiloxano de 30 m (DB-5, DB-5MS, HP-5 e HP-5MS) e colunas de FE

100% de dimetilpolisiloxano (BP-1, DB-1, ultra-1, SE-30), estas em menor numero.

Um resumo das colunas usadas para determinar N-compostos marcadores em

petréleo pode ser visualizado na Tabela 2.

N&o ha estudos especificos sobre otimizacdo de colunas na investigacéo de N-
marcadores em petréleo. No entanto, alguns autores estudaram N-compostos em
matrizes de combustiveis fosseis e relataram o uso de FE de maior polaridade (V-17,
BPX-70 e Wax), além de liquidos i6nicos ", obtendo bons resultados de separacéo
31.73-75 Provavelmente, isso se deve as interagGes entre atomos com pares de
elétrons livres, como grupos ciano (BPx-70) e atomos de oxigénio (Wax) que podem
interagir com o grupo NH pertencente aos compostos neutros por meio de interacdes
permanentes dipolo-dipolo. No entanto, colunas de alta polaridade tém um limite de
temperatura de 270 °C para BPx-70 e Wax de 290 °C e OV-1701 de 280 °C, o que
pode limitar seu uso. Embora o uso de colunas polares ndo tenha sido
especificamente relatado em estudos sobre N-marcadores em petroleo, elas podem

auxiliar, por exemplo, na separacéo dos isémeros de carbazol e benzocarbazol ©.
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Nome comercial Fase estacionaria Dimensdes Detector Referéncias
BP-1 100% metilpolixilosano 60 m x 0,25 mm x 0,25 mm 64
BPX5 5% fenil polisilfenilsiloxano 50 m x 0,22 mm x 0,33 mm GC-MS 46,68
BPX5 5% fenil polisilfenilsiloxano 50 m x 0,22 mm x 0,25 mm GC-MS 49,60
BPX5 5% fenil polisilfenilsiloxano 50 m x 0,25 mm x 0,25 mm 17
BPX5 5% fenil polisilfenilsiloxano 25 m x 0,22 mm x 0,25 mm GC-MS 5

CP-Sil 5 100% dimetilpolixilosano 60 m x 0,25 mm x 0,25 mm GC-MS 53
DB-1 100% dimetilpolixilosano 60 m x 0,25 mm x 0,25 mm GC-MS 29,76,77
DB-5 5% fenil metilpolixilosano 30 m x 0,32 mm x 0,25 mm GC-MS GC-NPD 34,36
DB-5 5% fenil metilpolixilosano 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm GC-MS GC/NPD 78

DB-5MS 5% fenil metilpolixilosano 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm GC-MS 79

DB-5MS 5% fenil metilpolixilosano 25 m x 0,25 mm x 0,25 mm GC-MS 80

DB-wax polietilenoglicol 30 m x 0,32 mm x 0,25 mm GC-MS GC-TSD 81
HP-5 5% fenil metilpolixilosano 25 m x 0,32 mm GC-MS 80
HP-5 5% fenil metilpolixilosano 30 m x 0,32 mm x 0,25 mm 59
HP-5 5% fenil metilpolixilosano 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm GC-MS 3,82,83
HP-5 5% fenil metilpolixilosano 25 mx 0,32 mm GC-MS 61

OVv-73 5% difenil dimetilpolisiloxano 40 m x 0,30 mm x 0,15 mm GC-MS 84
SE-52 5% fenil metilpolixilosano 20 m x 0,30 mm x 0,25 mm GC-MS GC/NPD 26

HP-5MS 5% fenil metilpolixilosano 50 m x 0,20 mm x 0,33 mm GC-MS 22
DB-5 5% fenil metilpolixilosano 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm GC-MS 33,69

DB-5 MS 5% fenil metilpolixilosano 25 m x 0,25 mm x 0,25 mm GC-MS 33

HP-5MS 5% fenil metilpolixilosano 30m x 0,25 mm x 0,25 mm GC-MS 32,85
ultra-1 100% dimetilfenilpolixilosano 25 m x 0,33 mm x 0,20 mm GC-MS 47

Fonte: Song., Wen & Bao (2016) 3; Li et al. (1995) 5; Larter et al. (1981) 6; Dorbon et al. (1984) 19; Bastow et al. (2003) 28; Bakel & Philp (1990) 32; Merdrignac
et al. (1998) 33; Chunming et al. (2002) 34; Li et al. (1992) 36; Bechtel et al. (2013) 52; Zhang., Zhang, & Cai (2011) 53; Bennett & Olsen (2007) 5%; Silliman et al.
(2002) 6%; Li & Larter (2001) ®°; Yang et al. (2016) 5; Zhang et al. (2008) 77; Conceicao Oliveira et al. (2004) 78; Baxby., Patience & Bartle (1994) 7°; Luofu &

Yongshang (1999) ; Clegg et al. (1998) 81; Bowler et al. (1997) 82; Frolov et al. (1989) &; Singh et al. (2011) 84; Li et al. (1999) 85,
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2.3.1 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas

A GC-gMS é a principal técnica utilizada para identificar N-compostos em
petréleo devido a sua robustez, resolugdo e sensibilidade 33!, A GC-qMS pode ser
operada nos modos de varredura total (SCAN) e monitoramento seletivo de ions (do
inglés, Single lon Monitoring - SIM). Todos os ions gerados na fonte de ionizacao
podem ser monitorados pelo espectrometro de massas no modo SCAN. No modo
SIM, apenas ions de massa/carga caracteristicos do composto de interesse séo
monitorados, resultando em um tempo de permanéncia maior no MS para cada ion
monitorado (geralmente entre 25 e 100ms). Consequentemente, comparado ao modo
SCAN, o0 modo SIM tem limites de detecc¢éo de cerca de uma ordem de grandeza mais
baixos, a analise € menos ruidosa e a faixa de quantificacdo € maior para andlises de

tracos 6.

Para quantificacdo de N-compostos individuais, o modo SIM é o mais
empregado 31822.24,32,46,47,59,64.87.88  Jtjliza-se os fons M + 14n, onde M é o ion
molecular do composto n&o alquilado e n representa os grupos metil adicionados a
molécula. Assim, para o carbazol monitora-se o ion M=167 e para alquilcarbazéis (C1
a C6), n =181, 195, 209, 223, 237, 251. Para a classe dos benzocarbazoéis M=217 e
alguilbenzocarbazéis n= 231, 245, 259 "1,

Para a identificacdo de N-marcadores, alguns autores 17.33:51,60,61,63,688189
empregam analise pelo método cromatograma ion extraido (do inglés, Extracted lon
Chromatogram — EIC), também chamado de monitoramento de ions de varredura
completa ou método de monitoramento da corrente de ions (do inglés, Monitoring lon
Current — MIC) que consiste numa ferramenta offline do software do sistema MS. A
partir do modo SCAN, seleciona-se 0s ions de interesse e esses compdem um
cromatograma reconstruido no qual se analisa apenas o que for importante para a
pesquisa. Entretanto, esse método é menos sensivel quando comparado ao SIM. Na
Tabela 3 estdo especificadas as faixas de concentracbes de N-marcadores em

amostras de petroleo descritas na literatura e referéncias.
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Tabela 3 - Faixa de concentracao de N-marcadores em amostras de petroleo descritas

na literatura

N-composto Faixa de concentracdes (ug g) Referéncias
Carbazol
carbazol 0,0213 a 17,70 32,85
Cl-carbazol
1-metilcarbazol 0,04 a 26,6 3,90
2-metilcarbazol 0,01a15,2 3,81
3-metilcarbazol 0,02a11,8 3,81
4-metilcarbazol 0,06 a 13,71 85,92
1- + 2- + 3- + 4-(metilcarbazol) 0.10a55,97 3.8
> alquilcarbazois 1,240 a 27,020 25
Y C1-carbazol 0,087 a 358,1 25,70
C2-carbazol
1,2-dimetilcarbazol 0,02a9,2 17,81
1,3-dimetilcarbazol 0,01 a 10,38 3,85
1,4-dimetilcarbazol 2,206 a 18,7 22,81
1,5-dimetilcarbazol 1,3a13,2 81
1,6-dimetilcarbazol 0,14 a 11,79 60,85
1,7-dimetilcarbazol 0,21a11,27 60
1,8-dimetilcarbazol 0,15a 18,94 3,85
2,4-dimetilcarbazol 0,02 a 6,55 3,85
2,5-dimetilcarbazol 0,07 a 9,67 17,85
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2,6-dimetilcarbazol 0,08 a 36,66 60
2,7-dimetilcarbazol 0,02a2,3 17,97
1,2- + 2,6- + 2,7- (dimetilcarbazol) 2,69a21,19 85
1,3- +1,6- + 1,7- (dimetilcarbazol) 19,29 a125,8 85
> dimetilcarbazois 6,5 a 238,5 92
etilcarbazol 0,34 a1,97 85
1-etilcarbazol 0,02a5,4 60,81
1,4-dimetilcarbazol + 4-etilcarbazol 0,23 a 8,22 17,60
1,5-dimetilcarbazol + 3-etilcarbazol 0,23 a 10,32 60
80
1,5- + 1,4-(dimetilcarbazol) + 3- + 4-
(etilcarbazol) 468226,30
C2-carbazol 0,028 a 321,4 25,70
> CO0 a C2 alquilcarbazois 20,2 93
> C2-alquilcarbazéis 15,4 93
C3-Carbazol
> trimetilcarbazois 7,7a4245 92
Benzocarbazol
benzo[a]carbazol 0,006 a 8,74 25,46
benzo[b]carbazol 0,008 a 8,00 25,70
benzolc]carbazol 0,004 a 19,94 23,46
> benzocarbazois 0,03a5,182 25,92

Quinolina
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quinolina 4,8a35 32

C1-Quinolina

8-metilquinolina 1,6 a216 32

Dimetilquinolina

2,4-dimetilquinolina 4,3a139,4 32

2,6-dimetilquinolina 4,3a49,2 32

Benzoquinolina

benzoquinolina 1,6a1251 32

Fonte: Song., Wen & Bao (2016) 3; Luofuet al. (2010) 5; Oliveira et al. (2006) 17; Bakr (2009) 23;
Hallmann et al. (2007) 2°; Bakel & Philp (1990) 22; Bechtel et al. (2013) 52; Bakr & Wilkes (2002) ©°;
Bennett & Love (2000) 7°; Clegg et al. (1998) 81; Li et al. (1999) ; Clegg et al. (1998) °; Hwang et al.
(2002) 9?; Larter et al. (2000) °3; Ruckmick& Hurtubiseau (1995) %7.

De acordo com a Tabela 3, a concentragdo mais baixa foi 0,004 ug g* para
benzo|c]carbazol por separacdo dos hidrocarbonetos saturados e aromaticos por
MPLC sendo a fracdo enriquecida de carbazéis obtida através de SPE, determinacdes
por GC-MS (SIM) com coluna HP-5 e os valores quantitativos determinados em
relacdo ao padréo interno 9-fenilcarbazol 2%. A concentracdo mais alta de acordo com
a Tabela 3 correspondeu a 139,4 ug g para 2,4-dimetilquinolina cujo preparo da
amostra se deu através do fracionamento SARA, determinacfes por GC-TSD com
coluna DB-WAX e os valores quantitativos determinados por curva de calibracdo na

faixa 0,008 — 450 ng mL"* com utilizac&o da resposta do fator do padréo interno piridina
32

Com relacdo a analise quantitativa através da curva analitica, poucas
referéncias sdo encontradas 183249688190 npara N-marcadores em amostras de

petréleo, apesar de ser o mais indicado.

O emprego da GC-MS sem a utilizacdo de etapas de fracionamento da amostra
nao possibilita a adequada separacéo e, consequentemente, a identificacdo de N-
marcadores devido a coeluicdo entre compostos de diferentes classes. Em amostras

de petréleo, a separacao entre grupos neutros e basicos nao é suficientemente efetiva
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devido a sobreposicdo de compostos como piridinas, anilinas, quinolinas e acridinas
94

Problemas de coeluicdo entre isbmeros de C2-Carbazois foram descritos por
Bowler et al. (1997) 8 ao empregar uma coluna com fase estacionaria 5% fenil de 30
m. Os autores entdo avaliaram uma coluna mais longa, de 50 m que possibilitou a
separacao e a ordem de eluicao para os isdmeros 1,5-dimetilcarbazol e 3-etilcarbazol,
mas nao para o 4-etilcarbazol e o 1,5-dimetilcarbazol. Coeluicdo entre carbazéis e
fluorenonas por GC-MS em coluna com as mesmas especificacbes do estudo anterior
foram apontadas por Wilkes et al. (1998) &° (Tabela 4). As coeluicdes tém implicacées
cautelares na quantificacdo devido ao emprego desses N-compostos como
marcadores. Na Tabela 4 estdo descritas coeluicdes de N-marcadores de acordo com

as colunas utilizadas (quando informadas).

Tabela 4 - Coeluicées de N-marcadores em amostras petroquimicas por GC-MS ©

Coeluicéo Coluna Referéncias

C1 e C2-carbazol com (n- DB-5 (30 m x 0.32 x 0,25 um) 36
alquil)tiofenos
4-etilcarbazol com 1,4- HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) 82
dimetilcarbazol e 3-etilcarbazol

com 1,5-dimetilcarbazol

4-etilcarbazol com 3-etilcarbazol BPX5 (50 m x 0,22 mm x 0,25 ym) 17
carbazol com fluorenona BPX5 (50 m x 0,22 mm x 0,25 um) 89
indol com quinolina - 95
carbazol com acridina - 95
carbazol com dibenzotiofeno DB5 96
dimetilquinolina com bifenila DB5 96
C1-quinolina, Cl-naftaleno e C1- DB5 96

benzotiofeno

Fonte: Bakr (2009) 23; Li et al. (1992) 36; Bowler et al. (1997) 82; Wilkes (1998) 8°; Adam et al. (2009) %;
da Silva et al. (2014) .
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Problemas de coeluicédo entre classes, como por exemplo para N-marcadores
e compostos do enxofre (alquil tiofenos, alquil tiolanos), foram relatados ao empregar
GC-MS e para resolver a separacédo e identificacdo, os autores usaram a GC-NPD
36,97 Coeluicdes entre C2-carbazéis foram relatados por Bakr (2009) 7. Outros
exemplos de coeluigbes sdo descritos por da Silva et al. (2014) °® em amostra de
combustivel féssil, sem etapa previa de fracionamento, onde resultados promissores
foram obtidos ao empregar a cromatografia gasosa bidimensional abrangente
acoplada a espectrometria de massas por tempo de voo (do inglés, comprehensive
two-dimensional gas chromatography time-of-flight mass spectrometry GCxGC-
TOFMS) %,

De forma geral, no que se refere ao emprego da GC-MS especificamente para
a determinacdo de N-marcadores, ainda ha espaco para o desenvolvimento de
metodologias mais confiaveis do ponto de vista analitico pois ndo ha trabalhos, por

exemplo, com validacao.

2.3.2 Detectores especificos

O detector de nitrogénio e fosforo (do inglés, Nitrogen Phosphorous Detector —
NPD) também conhecido como detector termoidnico especifico (do inglés, thermionic
specific detector - TSD), é sensivel e especifico (responde a compostos nitrogenados

e fosforados) 2.

Bakel e Philp (1990) 32 usaram GC-NPD para quantificar nitrogenados basicos
e neutros em Oleos crus de diferentes origens, analisando diretamente as fracdes de
hidrocarbonetos aromaticos obtidas a partir pré-fracionamento em coluna de
silica/alumina. Porém, poucos compostos nitrogenados foram identificados, em
concentracdes na faixa de mg L (Tabela 3). Os autores ndo informaram sobre limite
de deteccdo. Os demais trabalhos que empregam GC-NPD tiveram como objetivo
avaliar a pureza das fragOes nitrogenadas obtidas por diferentes técnicas de extracao

33 e fracionamento 26, a fim de evitar possiveis coeluicdes de N-compostos com HPAs
34-37
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Outro detector usado em GC é o detector de emissdo atdbmica (do inglés,
atomic emission detector - AED). HA poucos relatos sobre a deteccdo de N-
marcadores usando GC-AED. Um exemplo, é o estudo desenvolvido por Damsté et

al. (1992) 2 para monitorar numerosos alquil pirréis presentes no 6leo.

Ha na literatura, determinacdes de N-marcadores através do uso de detectores
especificos, porém, as avaliacbes de razbes diagnosticas em estudos geoquimicos

sdo comumente realizadas por GC-MS no modo SIM.

2.3.3 Cromatografia em fase gasosa bidimensional abrangente

A GCxGC é uma das técnicas analiticas mais poderosas para analise de
amostras complexas, como o petréleo. A GCxGC emprega dois estagios consecutivos
de separacdo em fase gasosa com seletividade distintas, desse modo, o poder de
resolucdo dessa técnica € incrementado geometricamente, permitindo grande

capacidade de picos separados em uma Unica analise %.

A GCxGC tem sido aplicada na identificacdo de N-compostos em uma série de
amostras de combustiveis fésseis 4473:87.96,99-102  Entretanto, especificamente para

avaliar N-marcadores ainda ha poucos estudos 91:103.104,

Gao e colaboradores 194 empregaram a GCxGC-TOFMS para identificar
carbazodis e benzocarbazobis em petrdleos com diferentes niveis de biodegradacéao.
Com o uso dos ions caracteristicos selecionados, de acordo com o numero de
carbonos da classe, os carbazdéis alquilados C4-C5 e os benzocarbazéis C2-C3 foram
detectados livres de coeluicdo com outros constituintes da matriz, o que permitiu
avaliar o grau de biodegradacéo das amostras. O mesmo grupo de pesquisa °! relatou
0 uso da GCxGC-TOFMS para avaliar migracdo em um conjunto de amostras de 6leo
cru. Distribuicdo especifica de razdes isométricas dos C2-carbazéis 1,8- /1,7-DMC,
1,8-/2,7-DMC, 1,8-/ 2,4-DMC, 1,8-/ 1,6-DMC auxiliou na avaliacdo da migragao do

6leo.

Assim, a GCxGC constitui uma das melhores técnicas para analise molecular

de compostos organicos volateis e semivolateis em amostras complexas 10,
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Entretanto, o custo elevado do equipamento e consumiveis, bem como a necessidade
de treinamento operacional mais avancado (comparado a GC), sdo pontos a serem

considerados para a escolha da técnica.

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

quadrupolo

A GC-MS/MS surge como uma alternativa ao GC-gMS para amostras
altamente complexas, como o petréleo, porque une as vantagens da separacao GC a
espectrometria de massas em série (MS/MS). Nesse tipo de espectrometria de
massas, ocorre a alteracdo na massa ou carga de um ion por meio de dissocia¢ao ou

reacao quimica 106-108,

A GC-MS/MS é uma técnica analitica de fundamental relevancia para a
deteccdo rapida de componentes especificos em uma mistura complexa com
preparacdo minima da amostra. Além disso, é particularmente Util para analise e
confirmacédo dos compostos alvo em niveis de tracos por fornecer maior seletividade
do que a GC-MS.

O MS/MS é constituido por trés quadrupolos em série, sendo o primeiro (MS1)
e o ultimo (MS2) utilizados para separar ions de mesma razdo m/z e o segundo opera
como cela de colisdo através de dissocia¢des induzidas por colisées (collision-induced
dissociation, CID) de baixa energia com gas inerte (Figura 3) 1%,
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Figura 3 - Esquema ilustrando as partes que compdem o analisador triplo quadrupolo.
Onde MS1 e MS2 representam os quadrupolos em série. Fonte: Adaptado de
Chiaradia et al. (2008)1%°,

No GC-MS/MS a utilizacdo de quadrupolos foi estendida para multipolos que
consistem de seis (hexapolo) e oito (octapolo) hastes sendo os principios semelhantes
ao quadrupolo. As hastes sdo dispostas paralelas e simetricamente para formar um
longo tubo ao redor do eixo da transferéncia de ions. A focalizagdo dos ions é mais
eficiente num quadrupolo comparado aos multipolos tendo maior eficiéncia de
transmissdo. No entanto, essa eficiéncia ndo se aplica a uma faixa mais ampla de

massas.

A técnica GC-MS/MS permite maiores sensibilidade e seletividade através da
selecdo de diferentes modos de aquisicdo dos analisadores MS1 e MS2. Essas
caracteristicas tém permitido a aplicacédo da técnica aos mais variados tipos de matriz

107 Os principais modos de operacdo em MS/MS sdo descritos a seguir.
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a) Varredura de ions produzidos (do inglés, product-ion scan - PIS)

Também descrito como “varredura de ions filhos” nesse modo, no primeiro
quadrupolo (MS1), o ion de interesse, chamado de precursor (ou “ion pai”) é isolado
e, em seguida, é fragmentado na cela de colisdo com uma determinada energia. No
altimo quadrupolo (MS2), é feita a varredura dos ions produtos (ou “ions filhos”)
gerados para obtencdo do espectro de massas, a partir da fragmentacdo do ion
isolado em MS1107.199 (Figura 4). Esse modo de operacdo é empregado quando nédo
se conhece os ions produtos, ou seja, ndo ha dados ja relatados na literatura para o
composto de interesse. ApGs a aplicacdo do modo PIS, avalia-se os ions gerados no
MS2 e entéo realiza-se uma nova analise, com os ions gerados, agora no modo MRM,

descrito na sequéncia 197,

Esquema MS/MS: ions produtos
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Camera
de
colisdo

Estatico Scan

Figura 4 - Esquema representativo para o modo de operac¢do de ions produtos. Fonte:
Adaptado de Santos et al. (2016) 0.

b) Varredura do ion precursor (do inglés, precursor-ion scan - PIS)

Também chamado de “varredura dos ions pai” nesse modo, o MS1 é ajustado
para transmitir os ions precursores dentro de uma faixa (m/z) selecionada, sendo
posteriormente fragmentados na cela de colisdo, com determinada energia, e
transmitidos para o MS2 onde apenas um ion produto de razdo (m/z) € detectado

(Figura 5). Esse modo de operacdo é empregado quando deseja-se isolar o ion de
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interesse para fragmenta-lo na cela de colisdo e realizar a varredura dos ions

produzidos 107:109,

Esguema MS/MS: ions precursores
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Figura 5 - Esquema representativo para o modo de operagdo varredura do ion
precursor. Fonte: Adaptado de Santos et al. (2016) 1°,

c) Varredura da constante perda de fragmentos neutros

Nesse tipo de varredura € possivel monitorar ions que se fragmentam perdendo
uma massa neutra correspondente a uma estrutura quimica. Nesse modo de
varredura os dois quadrupolos (MS1 e MS2) operam simultaneamente para comparar
as diferencas entre as massas varridas entre eles (Figura 6). Esse modo de varredura
€ empregado quando deseja-se saber reacdes que ocorrem com perda de um
fragmento neutro, sendo muito importante para a determinagao da estrutura de uma

molécula do analito 107109,

Esquema MS/MS: Perda neutra

—

S1 Camara MS2
de
Scan colisdo

Scan
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Figura 6 - Esquema representativo para o modo de operacao varredura da constante

perda de fragmentos neutros. Fonte: Adaptado de Santos et al (2016) 10,

d) Monitoramento seletivo de reacdes (do inglés, selected reaction monitoring —
SRM)

Este modo de varredura consiste em selecionar uma reagao de fragmentacéo.
O ion precursor € monitorado em MS1, fragmentado na cela de colisdo e seus
correspondentes ions produtos atravessam o MS2. Neste caso, serdo monitorados 0s
ions no MS2 se apenas produzirem um dado fragmento por uma reacéo selecionada.
A auséncia de varredura de outros ions, permite o foco apenas no ion precursor e a
fragmentacdo deste por um tempo mais longo, aumentando a sensibilidade de
monitoramento que € associada a um aumento da seletividade. Este tipo de varredura
esta representado de forma ilustrativa na Figura 7. E empregado quando deseja-se

saber quais ions se fragmentam perdendo uma massa de estrutura especifica e neutra
107,109

Esquema MS/MS:SRM
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Camara MS2
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Figura 7 - Esquema representativo para o0 modo de operagdo monitoramento seletivo
de reacdes (SRM). Fonte: Adaptado de Santos et al. (2016) 0.
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e) Monitoramento de reacfes multiplas (do inglés, multiple reaction monitoring
- MRM)

O modo MRM é uma aplicacdo do modo SRM. Nesse caso, ocorre 0
monitoramento para multiplos ions produtos no MS2, provenientes de um ou mais ions
precursores (MS1). Esse tipo de varredura esta representado de forma ilustrativa na
Figura 8, sendo empregado quando deseja-se monitorar reacdes especificas, ja
selecionadas através do modo PIS 107109 E o modo de operacéo geralmente usado
em analises GC-MS/MS.

Esquema MS/MS:MRM
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Figura 8 - Esquema representativo para o0 modo de operacdo monitoramento de
reacGes miultiplas (MRM). Adaptado de Santos et al. (2016) 19,

f) Modo de varredura completa (SCAN) e Modo monitoramento seletivo de ions
(SIM)

Assim, como em um sistema de quadrupolo comum, o MS/MS também pode
ser operado nos modos de varredura SCAN (Figura 9) e SIM (Figura 10). No MS/MS
operando no modo SCAN, seleciona-se apenas um dos quadrupolos, geralmente o
MS1, realizando a varredura completa da amostra em uma faixa selecionada de
razdes m/z. No MS/MS operando no modo SIM, a cela de colisdo e 0 MS2 servem

somente para transmitir os ions precursores no primeiro quadrupolo07:109,
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Esquema MS/MS: SCAN

o — “—
@ _)'EU | R

v
LA A

Camera Ms2
de _
Scan colis3o Desativado

Figura 9 - Esquema representativo para o0 modo de operacéo varredura de ions totais
(SCAN). Adaptado de Santos et al. (2016) 0,

Esquema MS/MS: SIM

T =

Camera MS2
de
Estatico colisdo Desativado

Figura 10 - Esquema representativo para o modo de operagdo monitoramento de ion
seletivo (SIM). Adaptado de Santos et al. (2016) *20.

Devido aos diversos modos de operacédo seletivos do GC-MS/MS, é possivel
identificar varios compostos alvo (por exemplo, n-alcanos, terpanos, esteranos, HPAS)
a partir de matrizes complexas em uma Unica analise cromatogréafica, permitindo
assim a identificacdo e quantificacdo de analitos em concentragbes muito baixas e

com boa relacédo S/N.

Ha na literatura estudos que empregam essa técnica nos mais variados campos
de aplicagcdo, como por exemplo, na determinacdo de pesticidas em amostras

alimenticias e ambientais 111114 poluentes em diferentes matrizes (dgua, ar e solo)
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115116 - andlises forenses 117-119 estudos em biotecnologia 120-122 avaliagcGes

toxicolégicas 116123, farmacologia e medicina 124-126,

Para combustiveis fosseis, a GC-MS/MS tem sido ainda relativamente pouco
aplicada. Estudos existentes determinaram HPAs 27, asfaltenos %28, firgerprinting de
hidrocarbontetos 129130 e de compostos sulfurados®*'132, Em todos os casos, 0 modo

de operacédo é o MRM.

Entretanto, até o momento, ndo ha nenhum estudo de N-compostos por GC-
MS/MS publicados na literatura cientifica, seja em matrizes petroquimicas ou em

qgualquer outro tipo de amostra.

2.4 AREA DE ESTUDO - BACIA POTIGUAR

A Bacia Potiguar possui uma area de 222.699km? e esté localizada no extremo
leste da bacia equatorial brasileira, estando sua maior parte no estado do Rio Grande
do Norte e uma pequena parte no estado do Ceara (Figura 11). E tradicional produtora
de petréleo, atualmente em atividade. A exploracdo de hidrocarbonetos iniciou-se na
Bacia Potiguar em 1949 e as atividades de exploracao foram intensificadas na década

de 70, e novos levantamentos levaram a descoberta de diversos campos 1%,
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b)

Paleogeno| Neogena

Figura 11 - Localizacao da Bacia Potiguar: (a) Localizacao da Bacia Potiguar no mapa
do Brasil e (b) ampliacdo mostrando a regido da Bacia Potiguar. Fonte: Adaptado de
Angelim et al. (2006) 34 e Mohriak (2003) 135,

Na Bacia Potiguar ha diferentes tipos de rochas geradoras, devido as condicdes
fisico-quimicas dos paleoambientes deposicionais aos quais a matéria organica deu
origem e foi depositada como por exemplo, ambiente lacustre, transicional e marinho
136-138  Consequentemente, ha petrdleos com diferentes caracteristicas quimicas e

fisicas.

Ndo foram encontrados relatos na literatura sobre a determinacdo de N-
marcadores na Bacia Potiguar. No entanto, ha estudos de biomarcadores como
esteranos e terpanos para avaliar nivel de biodegradacédo 1%°, além de trabalhos
relacionados a modelagem geoquimica 4° e a variabilidade composicional de éleos

associados a diferentes tipos de rochas geradoras 4.

De particular importancia para o presente estudo, é o trabalho de Alves et al.
(2018) 142, os autores avaliaram oito amostras de petréleo (denominadas de P1 a P8)
de diferentes pontos da Bacia Potiguar a fim de estudar as correlagbes geoquimicas
entre as amostras e suas possiveis rochas geradoras. A pesquisa se baseou na
interpretacdo dos biomarcadores saturados como as razbes de pristano/fitano,

hopano/esterano, tetraciclicos/poliprendides, gamacerano/hopano e tetraciclico Cza/
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triciclico Cze. O estudo permitiu inferir que as amostras de 6leos P1, P2, P5 e P8 seriam
oriundas de rochas geradoras depositadas em palioambiente marinho, mais redutor,
representado pela formagdo Alagamar, enquanto que os petroleos identificados como
P3, P4, P6 e P7 foram provenientes de uma geradora lacustre em condi¢cdes

suboéxidas.

Alves et al. (2018) 14? realizaram etapas de fracionamento das amostras através
da metodologia SARA e as porcentagem de recuperacédo da fracédo resina (ou NSO)
foram entre 10 + 0,8 e 21,3 + 0,3. Outros estudos descrevem uma baixa taxa de
recuperacéo para essa fracdo. Por exemplo, Suatoni et al. (1975) 43, empregando
HPLC encontraram valores de 0,6 a 27,6%, estudos mais recentes como os de Song
et al. (2016) ° a faixa de recuperacéo foi entre 4,70 a 14,07%, Silliman et al. (2002) 6!
de 1,7 a 22,1% e Hwang et al. (2002)%? 4,7 a 29,6%. De modo geral, a baixa
recuperacdo da fracdo NSO, em torno de 20%, € o resultado da complexidade da
amostra e da baixa proporgéo desses constituintes no petroleo.

Conforme ja relatado, a avaliacdo de compostos utilizando etapas de pré-
fracionamento da amostra pode significar perda dos analitos de interesse
principalmente se esses compostos estdo presentes em baixas concentracdes
comprometendo, desse modo, a autenticidade de andlises quantitativas. Assim, faz-
se necessario o emprego de analises que reduzam etapas de pré-tratamento e,
conseguentemente, perdas do analito. No entanto, a utilizacdo de amostras brutas ou
com menos etapas de pré-tratamento, principalmente em matrizes complexas como o

petréleo, requer a utilizacao de técnicas sensiveis e seletivas.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os solventes empregados em todas as etapas foram: n-hexano e
diclorometano, todos grau P.A (Merck, Darmstadt, Alemanha). Também utilizou-se
sulfato de sdédio anidro (Merck, Darmstadt, Alemanha), silica gel com granulometria
de 60 mesh (Merck, Darmstadt, Alemanha) para etapa de fracionamento. Foram
utilizadas vidrarias comuns de laboratério, e para o fracionamento, coluna de vidro (12
cm x 0,8 cm d.i.). Para a limpeza das vidrarias foi utilizado detergente neutro Extran®
(Merck, Darmstadt, Alemanha). Para medida de volumes empregadas nas diluices
de padrbes foram utilizadas micropipetas de capacidades de 2-20 uL e de 100-1000

uL (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

Padrdes de referéncia foram adquiridos via importagdo da Chiron (Trondheim,
Noruega) e o padréo interno (PI) pireno-d10 adquirido da Sigma Aldrich (St. Louis,

MO, EUA). As especificacdes dos padrdes estdo na Tabela 5.

Tabela 5 - Especificacao dos padroes empregados no estudo qualitativo e quantitativo

de N-marcadores em petréleo

Padrdes Formula Férmula  Concentracao CAS
estrutural molecular NUMBER
(mg L)
CARBAZOL

9H-carbazol C12HoN * 86-74-8
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Tabela 5 - Especificacdo dos padrées empregados no estudo qualitativo e

quantitativo de N-marcadores em petroleo

Padrdes Formula Formula  Concentragéo CAS

estrutural molecular NUMBER
(mg L)

METILCARBAZOL

H
N

200 3652-91-3
2-metilcarbazol Q O C13H1iN
N
9-metilcarbazol ‘__‘ 120 1484-12-4
Ci13H11N

H
1-metilcarbazol CisHuN 200 27323-29-1

C
(J

DIMETILCARBAZOL

1,8- ‘_\‘ 100 6558-83-4
dimetilcarbazol Ci14H13N

»
»

27. \‘_‘/ 100  18992-65-9
dimetilcarbazol C14H13N

(
»

H
N
H
N
H
N

O
9

3.6- 100  5599-50-8
dimetilcarbazol Ci4H13N
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Tabela 5 - Especificacdo dos padroes empregados no estudo qualitativo e

quantitativo de N-marcadores em petroleo

Padrdes Formula Férmula  Concentracao CAS

estrutural molecular NUMBER
(mg L7

ETILCARBAZOL

1000 5599-49-5
3-etilcarbazol O O C14H13N

TRIMETILCARBAZOL

H
N
1,4,8- 78787-83-4
trimetilcarbazol CisHisN 200

BENZOCARBAZOL

O Q 239-01-0
11H- Q 200

benzol[a]carbazol CisH11N

Q OQ CisHuN 200 243-28-7

benzo[b]carbazol
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Tabela 5 - Especificacdo dos padroes empregados no estudo qualitativo e

quantitativo de N-marcadores em petroleo

Padrdes Formula Férmula  Concentracao CAS

estrutural molecular NUMBER
(mg L7

7H- O 8 CisH11N 200 205-25-4

benzo[c]carbazol

N
H

DIBENZOCARBAZOL

13(H)-
dibenzol[a,i]carba OQO C20H13N 200 239-64-5

zol

pireno d-10 100 1718-52-1

CieD1o

*padrdo em estado solido de pureza 99,20% Fonte: Autoria propria com base nas

informacdes da Chiron.As 144, Sigma Aldrich 14° e NIST ®° (2020).

3.2 INSTRUMENTACAO

Todo o procedimento experimental foi desenvolvido no LEPETRO, localizado
no Instituto de Geociéncias (IGEO) / Universidade Federal da Bahia (UFBA). Para a

pesagem dos padrbes nitrogenados, reagentes e amostras foi utilizada balanca
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analitica de precisdo AUY 220 (Shimadzu, Kioto, Japdo) com limites minimo e maximo
de pesagens 0,019 e 220 g, respectivamente.

Para a determinacdo de nitrogénio total (Nwta) utilizou-se o analisador
elementar por combustdo LECO CN628 (St. Joseph, MI, EUA) com sistema de
aquisicao de dados CHN628SERIES (California, EUA).

A mufla (QUIMIS®, Brasil) foi utilizada para secagem da silica em gel a
temperatura de 400°C durante 4 horas e a estufa 4106ND (Nova Etica, Sdo Paulo,
Brasil) para secagem de vidrarias.

As andlises cromatograficas foram realizadas em um sistema GC-MS/MS
(Figura 12) equipado com um cromatografo a gas 7890B, com injetor split/splitless e
um detector de massas 7000C com cela de colisao hexapolo linear, todos da Agilent
(Santa Clara, CA, EUA). O sistema é conectado a um amostrador automatico G4513A
(Agilent, Santa Clara, CA, EUA). A coluna capilar foi uma DB-5MS (5%-fenil-
dimetilpolisiloxano) de 30 m com 0,25 mm de d.i e 0,25 pym de espessura de filme
(Agilent, Santa Clara, CA, EUA). Para a aquisicdo de dados, empregou-se o sistema
MassHunter B.07.00 (Agilent, Santa Clara, CA, EUA). A biblioteca comercial para
tratamento dos dados foi a NIST versao 2.7.

| |= e

Amostrador
automatico

Regido de localizagéo
da coluna

Regido de localizagéo
do detector MS/MS

Figura 12 - Imagem do instrumento GC-MS/MS utilizado neste trabalho indicando as

partes principais. Fonte: Autoria propria (2020).

O gas de arraste utilizado no GC foi 0 hélio com pureza 99,999%; o gas de
colisdo para o MS foi o nitrogénio de pureza 99,999% e o oxigénio foi utilizado como
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gas de combustdo no analisador elementar LECO com pureza 99,9999%; todos da
White Martins (Bahia, Brasil).

3.3. ANALISE DE NITROGENIO TOTAL

As analises de nitrogénio total foram realizadas com a finalidade de verificar a
presenca e o teor de N nas amostras de petréleo e assim, certificar-se de que seria
possivel a posterior andlise por GC.

Para cada amostra de petroleo foi pesado cerca de 1,0 g em cadinhos de
estanho. ApOGs a pesagem esses cadinhos foram encapsulados e levados ao
carregador do equipamento LECO CHN-528. A amostra foi introduzida no forno
primario resultando em uma réapida e completa combustdo da amostra a uma
temperatura de 1050 °C. No sistema, carbono, hidrogénio e oxigénio sado oxidados a
diéxido de carbono (CO2), agua (H20) e 6xido nitrico (NO). A faixa de precisao

corresponde a 0,02 mg ou 0,5%. O resultado é expresso em porcentagem.

3.4 PREPARO DAS SOLUCOES PADRAO

As solucbes padrédo armazenadas em ampola foram transferidas para vials novos
previamente identificados. Para o padrao no estado sélido (carbazol), foi realizada a
diluicio em DCM usando baldo volumétrico (50 mL) e a solucao foi armazenada em

um frasco de vidro ambar.

O preparo das solugbes padréo foi realizado em duas etapas: (i) preparo de
solugdes estoque e (ii) solucdes de trabalho. Foram preparadas solugdes estoque de
100 mg L* e 10 mg L e as solugdes trabalho consistiram em mix contendo todos os
padrbées nitrogenados (Tabela 5) com concentracées de 1 mg L' e 0,250 mg L+
utilizada na analise SCAN e de 0,250 mg L para andlises SIM, PIS e MRM. Para a
curva de calibracdo, as solugcbes estoque foram empregadas, conforme sera
especificado posteriormente no item 3.8.2. Todas as solu¢des foram diluidas com

solvente diclorometano e foram armazenadas a temperatura inferior a -10°C.
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3.5 PREPARO DAS AMOSTRAS

As oito amostras de petrdleo empregadas neste estudo (P1, P2, P3, P4, P5, P6,
P7 e P8) sdo provenientes da Bacia Potiguar e foram cedidas pelo Nucleo de
Processamento Primario e Reuso de Agua Produzida e Residuo (NUPPRAR) da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Campus Natal, Natal-RN. As amostras
foram coletadas em pocos distintos da bacia, porém sem o fornecimento da

localizacéao.

As amostras P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7 e P8 foram pesadas em balanca analitica
diretamente em vials de 1,5 mL e na sequéncia diluidas com DCM para concentracao

de 0,02 mg uL ! e encaminhadas para andlise cromatografica.

3.5.1 Branco da matriz

O branco da matriz (ou branco do método) se refere a amostra que contém os
constituintes exceto o analito, € a estimativa mais completa da contribuicdo da matriz
para a resposta analitica. No presente trabalho foi usado para avaliar o efeito de
matriz.

O branco da matriz foi obtido a partir do fracionamento SARA, separando a
fracdo saturada (livre de N-compostos). Procedimento semelhante foi empregado
por Franchina et al. (2015) 146

Para o fracionamento SARA, inicialmente pesou-se a amostra P1 em triplicata
(0,0223g); (0,0221g) e (0,0222g). Na ponta da coluna foi inserido algodéao
previamente extraido e realizou-se o0 empacotamento com silica no comprimento de
12 cm. Apos o preenchimento da coluna, uma fina camada de sulfato de sodio
previamente calcinado em mufla foi adicionada. A amostra foi entéo transferida para
a coluna. A eluigéao da fracao saturada foi realizada utilizando-se 30 mL de n-hexano.
Esse procedimento foi realizado para a triplicata, obtendo-se um total de 90 mL da

fracdo saturada.
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3.6 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

O método GC-MS/MS foi otimizado empregando-se os 13 padrdes analiticos
de N-compostos nos modos SCAN, SIM e MRM, com destaque para a ultima forma
de aquisicdo que foi utilizada para a quantificacdo por apresentar uma maior

sensibilidade e seletividade quando comparada ao modo SCAN e SIM.

Sempre antes das andlises no GC-MS/MS, foram realizadas inje¢des do branco
do sistema e do solvente. Desse modo, as analises foram realizadas com a garantia
de ndo haver contaminantes que interferissem na determinacdo dos analitos. O
cromatograma do branco do sistema encontra-se na Figura A do Anexo | e o
cromatograma do branco do solvente diclorometano encontra-se na Figura B do

Anexo .

3.6.1 Condicdes de analise no modo SCAN

As andlises no modo SCAN foram necessarias para determinar as melhores
condi¢cbes de programacao de temperatura do forno, verificar os tempos de retencao
dos analitos bem como identificar e confirmar através do espectro de massas os ions
correspondentes a cada composto nitrogenado.

Realizaram-se injecdes de solucdo padrao contendo os treze compostos e o Pl
pireno d-10 na concentracdo de 1000 ug mLt. A confirmacdo da identidade dos
analitos foi obtida com injecao individual dos nitrogenados.

As condi¢cGes cromatograficas otimizadas encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6 - Parametros cromatograficos otimizados para analise dos marcadores

nitrogenados

Parametro Condicao
in-1
Vazédo do gas He ImL min
Volume de injecéo lul
Modo de Injecédo splitless
Temperatura do Injetor 280°C
Rampa de temperatura 120°C/ (4°C mimt) 300°C
Temperatura da transferline 300°C
Tempo total de corrida 45 mim

Fonte: Autoria propria (2020).

Para a deteccdo, a temperatura da fonte de ions foi de 230 °C, o MS1 foi
empregado para a varredura de massas no intervalo de 40 a 400 e os quadrupolos

MS1 e MS2 operaram no modo de transmissao dos ions.

3.6.2. Condic¢des de analise no modo SIM

As analises no modo SIM foram realizadas com o objetivo de obter um parametro
de comparacdo com o modo MRM, ja que na literatura, a grande maioria dos estudos

emprega o modo SIM para a determinagao de marcadores nitrogenados.

Para as analises no modo SIM, as condi¢cdes do GC foram as mesmas otimizadas
para o modo SCAN (Tabela 6). Para o sistema de deteccao, foram monitorados dois

ions de m/z especificos para cada analito: um ion principal (ion de quantificacéo) e o
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outro secundario (ion de confirmacédo), conforme Tabela 7. As analises foram

realizadas usando mix de padrdes de N-compostos a 250 pg L.

Tabela 7 - Parametros experimentais otimizados para analise dos marcadores

nitrogenados por GC-MS/MS no modo SIM

Composto Sigla fon principal fon secundario
(m/z) (m/z)
9-metilcarbazol 9-MC 181 152
carbazol CA 167 139
1-metilcarbazol 2-MC 181 152
2-metilcarbazol 9-MC 181 152
3,6-dimetilcarbzol 3,6-DMC 195 180
1,8-dimetilcarbazol 1,8-DMC 195 180
2,7-dimetilcarbazol 2,7-DMC 195 180
3-etilcarbazol 3-EC 195 180
1,4,8-trimetilcarbazol 1,4,8-TMC 209 194
benzo[a]carbazol B[a]C 217 189
benzo[b]carbazol B[b]C 217 189
benzo[c]carbazol B[c]C 217 189
dibenzocarbazol DBC 267 133
pireno d-10 Pl 212 176

a Trtempo de retengéo

Para analise no modo SIM os quadrupolos MS1 e MS2 foram utilizados no

modo estatico.
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3.6.3. Condicdes de analise no modo PIS

Este é o primeiro trabalho que emprega a GC-MS/MS (MRM) para a
determinacdo de N-marcadores em petréleo sem a etapa de fracionamento prévio.

Por isso, o primeiro passo foi a selecéo dos ions produtos a partir do ion precursor.

Para a analise no modo de varredura ions produtos (PIS), foi realizada a
selecéo do ion precursor de maior intensidade no espectro de massas de cada analito
no MS1. Na cela de colisdo cada um desses ions foi fragmentado com diferentes
energias (5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60eV), e 0 MS2 operou no modo SCAN.

A partir dos resultados dos espectros de massas obtidos, correspondentes aos
ions produzidos de acordo com o ion precursor selecionado e energia empregadas,
foram construidos gréficos com auxilio do programa Excel ® (2019), plotando a
energia de colisdo versus abundéancia relativa do ion produto (fragmentos obtidos no
MS2). Com a avaliagdo dos gréficos foi definida a menor energia capaz de fragmentar
o ion precursor, de modo a obter a maior abundéancia do ion produto para cada analito
de interesse. Foram selecionadas as fragmentacGes primarias (mais intensa) e

secundaria para realizar a analise no modo MRM.

3.6.4. Condicdes de analise no modo MRM

A combinacdo de ions precursores e ions produtos mais intensos com suas
correspondentes energias ideais de colisdo foram empregadas para formar as
transicbes do MRM para cada analito; duas transicbes MRM diferentes foram
monitoradas: uma transicdo quantitativa e outra transicdo confirmatoria. Ajustou-se o
método com os tempos de retencdo; e as transi¢cdes de cada analito com o mix de

padrdes.
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3.7 ESTUDO COMPARATIVO GC-MS/MS NO MODO SIM E MRM

Um estudo comparativo foi realizado com o objetivo de avaliar a eficacia do
método MRM frente ao modo SIM, na determinacdo simultdnea dos N-marcadores
sem etapa prévia de fracionamento. Para tal finalidade, foi selecionada a amostra que

apresentou um maior teor de nitrogénio total.

O procedimento adotado para a interpretacdo do estudo comparativo consistiu
na avaliagdo qualitativa individual dos compostos considerando-se a intensidade do

sinal (relacao sinal/ruido) de ambos os métodos e a seletividade.

3.8 VALIDACAO DO METODO PARA ANALISE DE N-MARCADORES POR
GCMS/MS

Para garantir a qualidade analitica dos resultados, foram realizados
procedimentos para validacdo do método. Os seguintes parametros foram avaliados:
linearidade, limite de deteccéo, limite de quantificacdo, precisdo, exatidao, efeito de
matriz foram avaliados no modo MRM. O protocolo de validagdo seguiu as
recomendacdes do INMETRO (2016) 147,

3.8.1 Efeito de matriz

Antes da avaliacao dos parametros de validagéo, verificou-se o efeito de matriz.
Duas curvas de calibragdo foram avaliadas a fim de verificar a presenca do efeito de
matriz (EM%): (1) compatibilizada com a matriz e (2) preparada em solvente. As faixas
de concentragdo para ambas as curvas foram de 0,5 a 50 ug L para benzocarbazéis,
de 50 a 1500 pg L para dibenzocarbazol, de 0,5 a 250 pg L para carbazol,
metilcarbazéis, e 1,4,8-trimetilcarbazol, de 35 a 250 ug L para 3-etilcarbazol, de 500
a 1000 pg L?! para 1,8- e 3,6-dimetilcarbazol e de 13 a 800 pug L* para 2,7-

dimetilcarbazol.
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A curva de calibracao (1) foi preparada pela adicdo de diferentes volumes do
mix contendo os 13 padrdes de N-compostos e o Pl na solu¢do do branco de matriz
(obtida conforme descrito no item 3.5.1). A curva de calibracdo (2) foi preparada da
mesma forma, no entanto usando solvente (DCM) ao invés do branco da matriz. O PI
(pireno-d10) foi adicionado a concentragdo constante de 50ug L' em ambas as

curvas. Todas as curvas de calibracao foram injetadas em triplicata.

O efeito de matriz (EM%) foi avaliado pela comparacdo dos coeficientes
angulares obtidos nas curvas feitas com diluicdo na matriz (Sm) e diluidas em solvente

(Ss), conforme a equacao abaixo:

EM (%) = [ (_SL“_) 1 ] x 100 (Eq.1)
Ss

Onde Sm corresponde ao coeficiente angular da curva de calibracao preparada
com a matriz e Ss ao coeficiente angular da curva de calibragcéo diluida em solvente.
Se EM (%) for igual a zero quer dizer que ndo ha influéncia da matriz no sinal do
analito; valores negativos indicam supressao do sinal do analito pela matriz e valores
positivos indicam que o sinal do analito € aprimorado pelos componentes da matriz
148 Para resultados acima de 10% é considerado que a matriz comeca a exercer

influéncia sob a respostas dos analitos 149,

Foi aplicado o teste t com nivel de significancia de 95% (a = 0,05), utilizando o
software Excel ® (2019) para comparar estatisticamente os coeficientes angulares das

curvas de calibragéo.
3.8.2 Linearidade

A linearidade indica a proporcionalidade entre a concentracao e os resultados
fornecidos pelo método em uma determinada faixa de aplicacdo 1°°. Avaliou-se a

linearidade das curvas de calibracdo através do coeficiente de determinacéo R2.

Para quantificacdo dos analitos a linearidade foi avaliada pela curva de
calibracdo (1) compatibilizada com a matriz. As faixas de concentragéo foram de 35 a
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250 pg L (carbazol, metilcarbazdis, 3-etilcarbazol e 1,4,8-trimetilcarbazo); 100 a 1500
ug Lt (1,8-dimetilcarbazol, 3,6-dimetilcarbazol e dibenzocarbazol); 50 a 1500 pg L*
(2,7-dimetilcarbazol); 5 a 50 pg L e 150 a 1000 pg Lt (benzocarbazéis). Todas as
curvas foram injetadas em ordem crescente de concentracdo e em triplicata. No
minimo 5 e no maximo 7 pontos (excluindo-se o ponto zero) foram considerados,
conforme especificacées do INMETRO (2016) 147,

3.8.3 Limites de deteccéo e quantificacao

O Limite de deteccéo (LOD) representa a menor concentracdo do analito que
pode ser determinada, mas ndo necessariamente quantificada sob determinadas
condi¢cBes experimentais estabelecidas. Ja o limite de quantificagédo (LOQ) representa
a menor concentracdo do analito que pode ser quantificada com nivel aceitavel de
exatiddo e precisdo (INMETRO, 2016) 47

Os LOD e LOQ foram avaliados de acordo com os parametros da curva de
calibracdo sendo esse mais estatisticamente confiavel em relagdo aos métodos visual
e relacdo sinal-ruido #7159, Além disso, nas determinacdes realizadas através do
sistema de massas em série, a linha de base é quase anulada quando comparado ao
sistema quadrupolar simples, desse modo, a avaliagdo dos limites de deteccdo e
quantificacdo por s/n ndo seria 0 mais adequado. O limite de deteccéao foi calculado
de acordo com a equacgao (Eq.2) e o de quantificacdo de acordo com a equacgao

(Eq.3):

s
LOD = 3,3 X
S (Eq.2)

LOQ = 10 x ; (Eq.3)

Onde s é a estimativa do desvio padréo da resposta estimada pela equacao da
linha de regressdo e S o coeficiente angular da curva. Estes parametros foram

estimados através do software Microsoft Excel® versao 2019.
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3.8.4 Precisao inter-dia e intra-dia

A preciséo refere-se a dispersdo dos resultados entre ensaios repetidos e
independentes %!, Neste trabalho a avaliacdo da precisdo intra-dia foi realizada
efetuando-se 3 injecdes de cada concentracédo (50 pg L1, 100 pg Lt e 500 ug L1) das
solugdes fortificadas e para a precisao inter-dia foram efetuadas 5 inje¢c6es em 3 dias

diferentes da solucéo 500 pg L * fortificada.

O célculo da precisao foi realizado através da medida do desvio padrao relativo
(RSD%) ou coeficiente de variacdo (CV %) (Eq.4). O intervalo de confianca da média
(IC) a 95 % (Eq.5) também foi empregado para expressar o resultado quantitativo das

amostras avaliadas.

RSD % ou CV % = % (Eq.4)

Intervalo de confianca da média = X + th.1s (Eq.5)
Vn
Onde s é a estimativa do desvio padrdo absoluto, X representa a média
aritmética das medicdes, tn-1 valor critico da distribuicdo de Student com n-1 graus de

liberdade, sendo t um valor tabelado.
3.8.5 Exatidao

Para a avaliacdo da exatiddo do método foram realizados testes de
recuperagcdo expresso em percentual através da fortificacdo com os padrdes de
interesse, em trés niveis diferentes, no branco da matriz. Os niveis adicionados foram:
50 ug L1 100 pg Lt e 500 pg L.
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3.9 APLICACAO DO METODO NAS AMOSTRAS DE PETROLEO PARA
AVALIACAO GEOQUIMICA

O método desenvolvido e validado foi aplicado nas oito amostras de petroleo
(item 4.6) e os resultados obtidos foram empregados para a interpretacdo geoquimica.
Nessa etapa, razbes diagndsticas foram calculadas a partir dos valores dos N-
marcadores quantificados.

3.10. AVALIACAO ESTATISTICA DOS DADOS

3.10.1. Andlise de Componentes Principais

A PCA consiste em uma avaliacdo exploratdria que entre amostras de um
determinado conjunto de dados evidencia similaridades e diferencas. Em uma analise
PCA dados n-dimensionais sdo projetados em uma menor dimensdo. Na PCA, os
graficos scores e loadings definem o agrupamento das amostras de modo que 0s
scores forcem a composicao das PCs em relacdo as amostras e loadings em relacéo
as variaveis. A associacao dos graficos scores e loadings fornece a influéncia de cada

variavel em cada amostra 152153,

A andlise PCA foi realizada utilizando-se os dados em triplicata da analise
guantitativa das amostras analisadas utilizando-se o software Statistic 8.0. Essa
abordagem foi realizada com o objetivo de facilitar a interpretacdo geoquimica dos

dados, identificando grupos com caracteristicas similares.
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4.1 NITROGENIO TOTAL
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A analise de nitrogénio total (Ntwta) fOi @ primeira a ser realizada e teve como

objetivo principal verificar a presenca e o teor de N nas oito amostras em estudo e

certificar-se de que seria possivel a deteccdo por GC. Os resultados estdo descritos

na Tabela 8 para as amostras P1 a P8.

Tabela 8 - Resultados das analises de nitrogénio total (%) para as oito amostras de

6leo cru P1 a P8

Amostra Ntotal (%0)
P1 0,49
P2 0,34
P3 0,31
P4 0,24
P5 0,22
P6 0,28
pP7 0,17
P8 0,21

Limite de quantificag&o instrumental = 0,10%
Fonte: Autoria propria (2020).

Conforme dados apresentados na Tabela 8 as concentracdes de Ntotal variaram

entre 0,17% (amostra P7) a 0,49% (amostra P1). Esses resultados estdo de acordo

com a faixa de valores de 0,1 a 2% descritas na literatura 4°7:10.11.154,
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Através dos valores de Nuwtal € possivel obter informagdes sobre a densidade
(grau API) de um dleo. Baixos teores de Nrwotal cOrrespondem a API mais elevados e,
portanto, mais faceis de processar 6160, Apesar do presente trabalho ndo ter como
um dos objetivos avaliar da densidade dos petréoleos, devido as amostras avaliadas
terem sido coletadas na bacia para caracterizacdo geoquimica, a informacéo serve

apenas como uma avaliagéo interessante do ponto de vista da exploracao.

Os resultados foram importantes para certificar-se da presenca de Niwtal has
amostras e assim constatar a viabilidade da continuidade do estudo cromatogréfico

com os pontos selecionados.

4.2 OTIMIZACAO DO METODO

4.2.1 Modo Scan

A analise do mix de padrbes de N-marcadores no modo SCAN (faixa de
varredura de massas: 40 — 400) foi realizada com a finalidade de otimizar as condi¢des
cromatograficas e obter os espectros de massas dos respectivos analitos. O
cromatograma da analise SCAN esta representado na Figura 13, no modo ion extraido
(do inglés, Extracted lon: EIC). Antes da injecdo dos padrdes, foram realizadas
corridas cromatogréaficas para brancos do sistema e solvente sendo verificado a

auséncia de compostos que pudessem interferir na anélise (Anexo 1).
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Figura 13 - Cromatograma no modo SCAN para o mix contendo os 13 padrdes de
compostos nitrogenados (1000ug L1). Identificacéo dos picos: [1] 9-metilcarbazol; [2]
carbazol; [3] 1l-metilcarbazol; [4] 2-metilcarbazol; [5] 1,8-dimetilcarbazol; [6] 3-
etilcarbazol; [7] 3,6-dimetilcarbazol; [8] 2,7-dimetilcarbazol; [9]1,4,8-trimetilcarbazol;
[10] benzo[a]carbazol; [11] benzo[b]carbazol; [12] benzo[c]carbazol e [13]
dibenzocarbazol. Condicbes cromatograficas descritas no item 5.6. Fonte: Autoria
propria (2020).

A ordem de eluicdo dos compostos (m/z 167) avaliados deu-se com o0 aumento
da massa molecular com excec¢éao do carbazol (CA) (m/z 167) cujo tempo de retencao
foi maior comparado ao 9-metilcarbazol (m/z 181). Esse comportamento
provavelmente se deve a interacao dos compostos avaliados com a fase estacionéaria
da coluna cromatografica (5%-fenil-dimetilpolisiloxano), pois grupos SiOH interagem
mais fracamente com substituintes do tipo alquil fazendo com que seja diminuido o

tempo de retencéo (tr) desses compostos 1°6, conforme ilustrado na Figura 14.
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SiOH Fraca Cj\j)

SiOH Forte

Figura 14 - llustracdo da interacdo entre os grupos SiOH presentes na fase
estacionaria da coluna cromatografica com o carbazol e o metilcarbazol. Fonte:
Adaptado de Amorim (2019) 16,

Além disso, trabalhos na literatura utilizando diferentes tipos de colunas com
fase 5% fenil, evidenciaram a retencdo de compostos de maiores massas
moleculares em tr inferiores a compostos mais leves (de menor massa molecular).
No trabalho de Bakr (2009) 7 os cromatogramas no modo EIC (m/z 167, 181, 195 e
217) apresentam a identificacdo do CA. No entanto, outros picos nao identificados
anteriores ao tr do CA foram evidenciados sugerindo que compostos de m/z = 167
foram retidos antes do CA em uma coluna BPX5. Bechtel et al. (2013) 4¢
demonstraram cromatogramas no modo SIM (m/z 195 + 217) e também houve a

presenca de picos anteriores ao CA utilizando uma coluna DB-5MS.

No presente trabalho as andlises dos padrdes através da solucdo mix e
confirmacéo do espectro de massas e da injecao individual dos padrdes carbazol, 9-
metilcarbazol, 1-metilcarbazol, 2-metilcarbazol permitiram a confirmacéo dos tr dos N-

marcadores avaliados conforme ilustrado na Figura 15.
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Figura 15 - Cromatograma no modo SCAN — (EIC = m/z 167 + m/z 181) para
comparacao entre injegoes de padrdes individuais e mix de N-marcadores no modo
SCAN. Identificacdo dos picos: [1] 9-metilcarbazol [2] carbazol [3] 1-metilcarbazol [4]
2-metilcarbazol. Condi¢gbes cromatograficas descritas no item 3.6.1. Fonte: Autoria
prépria (2020).

4.2.2 Modo SIM

A partir dos espectros de massas obtidos através da analise do mix de padrées
nitrogenados no modo SCAN, foram selecionados os ions (m/z) principais e
secundarios para cada analito que foi monitorado na analise SIM. Foram
estabelecidas 5 janelas de tempo e determinados os tr de cada composto. Na Tabela
9 estdo as condi¢cdes cromatogréaficas otimizadas e na Figura 16 esta ilustrado o

cromatograma da analise.
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Tabela 9 - Parametros cromatograficos otimizados no modo SIM para a determinacéo

dos compostos nitrogenados estudados e padrao interno

Composto N° pico trR  Janelade fon fon
(mim) tempo principal secundario

(mim) (m/z) (m/z)

9-metilcarbazol [1] 1828 9-215 181 152
carbazol [2] 1855 9-215 167 139
1-metilcarbazol [3] 20,38 9-21,5 181 152
2-metilcarbazol [4] 21,21 9-215 181 152
1,8-dimetilcarbazol [5] 2183 215-24 195 180
3-etilcarbazol [6] 23,34 215-24 180 195
3,6-dimetilcarbazol [7] 2355 215-24 195 180
2,7-dimetilcarbazol [8] 23,77 215-24 195 180
1,4,8-trimetilcarbazol [9] 24,59 21-31 209 194
pireno-d10 PI 24,73 24 -31 212 176
benzo[a]carbazol [10] 32,10 31-43 217 189
benzo[b]carbazol [11] 33,11 31-43 217 189
benzo[c]carbazol [12] 33,40 31-43 217 189
dibenzocarbazol [13] 43,56 43 - 45 267 133

tR: Tempo de retencdo e m/z: relacdo massa/carga

Fonte: Autoria propria (2020).
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Figura 16 - Cromatograma mix de nitrogenados - modo SIM (250 pg LY). Identificacdo
dos ions m/z 181 (preto), m/z 167 (vermelho), m/z 195 (verde), m/z 209 (roxo), m/z
212 (rosa), m/z 217 (azul) e m/z 267 (marrom). Identificacdo dos picos: [1] 9-
metilcarbazol; [2] carbazol; [3] 1-metilcarbazol; [4] 2-metilcarbazol; [5] 1,8-
dimetilcarbazol; [6] 3-etilcarbazol; [7] 3,6-dimetilcarbazol; [8] 2,7-dimetilcarbazol;
[9]1,4,8-trimetilcarbazol; [10] benzo[a]carbazol; [11] benzo[b]carbazol;, [12]
benzo[c]carbazol e [13] dibenzocarbazol. Condicbes cromatograficas descritas no
item 3.6.1. Fonte: Autoria prépria (2020).

Os espectros de massas dos isdbmeros das subclasses metilcarbazol (9-, 1-, e
2-MC), dimetilcarbazol (1,8-, 3,6- e 2,7-DMC) e benzocarbazol ([a], [b] e [c]) avaliados
neste trabalho séo similares. Assim, a identificacéo individual para esses compostos
€ através do tr. Ja para o dimetilcarbazol e etilcarbazol, por serem isdmeros de
posicdo, o espectro de massas € diferente em relacéo aos ions primario e secundario,
conforme pode ser visualizado na Figura 17. Com base nessa avaliagdo, o ion
principal selecionado para identificacdo do dimetilcarbazol foi o m/z 195 e para o
etilcarbazol o m/z 180 (Tabela 9).
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Figura 17 - Espectro de massas referente ao (a) dimetilcarbazol e ao (b) etilcarbazol.
Fonte: Adaptado de National Institute of Standads and Tecnology — NIST °,

4.2.3 Modo PIS

A partir dos resultados obtidos em SCAN, procedeu-se a analise cromatogréafica
no modo Product lon Scan (PIS), conforme descrito no item 3.6.3. A identificacdo do
ion precursor foi obtida pelo espectro de massas no modo SCAN. A partir da selecéo
do ion precursor de cada composto avaliado, varias energias de colisao (variando de

5 a 60 eV, em intervalos de 5 e 10 eV) foram testadas, a fim de obter os espectros

PIS (conforme exemplificado na Figura 18 para o composto 1-metilcarbazol).
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secundaria. Identificacdo dos picos: [1] 9-metilcarbazol, [2] 1-metilcarbazol e [3] 2-metilcarbazol. Fonte: Autoria prépria (2020)
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Na Figura 18, a fragmentacdo do ion m/z 181 iniciou-se com o0 aumento da
abundancia do ion produzido m/z 152. Ao atingir as energias 40 e 50eV a abundancia
permaneceu constante em 100% e depois ocorreu o decréscimo em 60eV. Desse
modo, a fim de garantir qual seria a energia que promovesse 0 pico de maior
intensidade, foi realizada a analise no modo MRM empregando-se as energias de 40
e 50 eV tendo o ion precursor m/z 181 e o ion produto m/z 152. A energia de 40 eV
foi a que promoveu maior intensidade de pico comparado a 50 eV nessa transicéo
para determinacdo dos metilcarbazoéis avaliados neste trabalho. Todos os demais
compostos foram avaliados seguindo esse mesmo procedimento exemplificado na
Figura 18. Para algumas outras classes de N-marcadores avaliados neste estudo
também ocorreram situagdes similares ao demonstrado para o 1-metilcarbazol. No
entanto, foi escolhida a energia com a transicdo que apresentou a maior intensidade

do pico no modo MRM.

Na Figura 19, estdo os gréaficos de energia de colisdo para os N-marcadores.
Como entre isbmeros, o comportamento da analise PIS segue a mesma tendéncia,

optou-se pela representacao grafica de apenas um dos padrfes (Figura 19 (a), (c) e

(f)).
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Figura 19 - Graficos de Energia de colisdo (eV) em funcdo da abundancia do ion
produzido (%). Identificacdo dos gréficos: (a) 1-metilcarbazol, (b) carbazol, (c) 1,8-
dimetilcarbazol, (d) 3-etilcarbazol, (e) 1,4,8-trimetilcarbazol, (f) benzo[a]carbazol e
(g) dibenzocarbazol (h) pireno-d10. Linhas em preto: transi¢cdes primarias, linhas em
azul: transicdes secundarias). Fonte: Autoria propria (2020).

A partir do comportamento dos graficos elaborados pelos dados obtidos no
modo PIS (Figura 19), foram definidas as transi¢cdes primarias (de maior intensidade)
utilizadas para analise quantitativa e as secundarias (transi¢cdes de confirmacao) que

auxiliam nas analises qualitativas a serem monitoradas no modo MRM.
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4.2.4 Modo MRM

A selecdo de transicbes MRM a partir de dados obtidos no modo PIS séo
escolhidas para melhorar a seletividade e a sensibilidade do método GC-MS/MS 157,
Na Tabela 10 estédo as condi¢cdes de analise para os 13 N-marcadores avaliados por
GC-MS/MS, modo MRM, com seus respectivos tempos de retencéo, janela de analise,
ions precursores e produtos e a energia de colisdo das transicdes monitoradas. O
cromatograma com as transicfes primarias e secundarias para cada padrdao de N-
marcador pode ser visualizado na Figura 29, todos os analitos alvo foram separados

em 45 min.
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Tabela 10 - Parametros cromatograficos otimizados no modo MRM para a determinacéo dos treze compostos nitrogenados em estudo

Transicdo primaria Transicdo secundaria
Composto Janela IR fon fon Energia de fon ion Energia de
(min.) precursor  produto colisdo precursor produto colisao
(m/z) (m/z) (eV) (m/z) (m/z) (eV)

9-metilcarbazol 9-215 18,12 181 152 40 181 127 50
carbazol 9-215 18,39 167 139 40 167 140 30
1-metilcarbazol 9-215 20,22 181 152 40 181 127 50
2-metilcarbazol 9-215 21,05 181 152 40 181 127 50
1,8-dimetilcarbazol 21,5-24 21,66 195 180 40 195 152 50
3-etilcarbazol 215-24 23,04 180 152 30 195 180 5
3,6-dimetilcarbazol 215-24 23,40 195 180 40 195 152 50
2,7-dimetilcarbazol 215-24 23,61 195 180 40 195 152 50
1,4,8-trimetilcarbazol 24 - 31 24,50 209 194 20 209 193 40
pireno-d10 24 - 31 24,71 212 208 40 212 210 40
benzol[a]carbazol 31-43 31,95 217 189 40 217 190 40
benzol[b]carbazol 31-43 32,97 217 189 40 217 190 40
benzolc]carbazol 31-43 33,25 217 189 40 217 190 40
dibenzocarbazol 43 - 45 43,45 267 239 50 267 139 40

tr: Tempo de retencéo
Fonte: Autoria propria (2020
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Figura 20 - Cromatogramas no modo monitoramento de reacfes multiplas (MRM)
para o mix contendo os 13 padrdes de compostos nitrogenados diluidos no branco da
matriz [1] a [13] (1000 ug L%), PI (500 pyg L7). Identificacdo dos picos: [1] 9-
metilcarbazol; [2] carbazol; [3] 1-metilcarbazol; [4] 2-metilcarbazol; [5] 1,8-
dimetilcarbazol; [6] 3-etilcarbazol; [7] 3,6-dimetilcarbazol; [8] 2,7-dimetilcarbazol; [PI]
padrao Interno [9]1,4,8-trimetilcarbazol; [10] benzo[a]carbazol; [11] benzo[b]carbazol;
[12] benzolc]arbazol e [13] dibenzocarbazol. Linhas em preto correspondem as
transicbes primarias e as linhas em azul as transicbes secundarias. Condicdes
cromatograficas descritas no item 3.6.1. Fonte: Autoria prépria (2020).

E possivel verificar na Figura 20 que as transi¢des primarias tém intensidades
superiores as transi¢cdes secundarias. Esse comportamento de intensidades dos picos
estd de acordo com a abundéancia dos ions no espectro de massas padrao de cada

analito e também com a teoria de MS/MS descrita na literatura 110,

As transicbes otimizadas (Tabela 10) foram entdo empregadas para a
determinacdo dos N-compostos nas amostras de petroleo.

4.3 COMPARACAO ENTRE OS METODOS SCAN, SIM e MRM EM ESTUDO
COMPARATIVO PARA O MIX DE NITROGENADOS

Uma comparacdo entre os diferentes modos de operagéo otimizados no

MS/MS foi avaliada através da resolugdo cromatogréfica. O objetivo foi, através da
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resolucao, verificar o comportamento da separacdo cromatografica principalmente
para os isbmeros. Sabe-se que isébmeros de posi¢cao ndo diferem em seus espectros
de massas e com isso, 0 emprego da analise no modo MRM né&o é suficiente,
necessitando de técnicas de separacdo mais eficientes, como por exemplo, GCxGC.

Conceitualmente, a resolucdo (Rs) € uma medida que avalia o grau de
separacéo entre dois picos adjacentes®®1%°, Em uma andalise SCAN é realizada uma
varredura de ions totais dentro de uma determinada faixa pré-estabelecida e quando
ndo ha uma boa resolucédo, a analise quantitativa pode ser prejudicada por uma
separacdo nao eficiente. J& no modo MRM o monitoramento de uma reagdo €
especifico para cada analito, entretanto, compostos que sao isdmeros descrevem 0s
mesmos ions e as mesmas transicdes. Desse modo, avaliar a resolucao entre 0s picos

é conveniente principalmente entre os isdmerost®8159,

Para a avaliacdo da resolucdo, empregou-se a equacao:

(tr2 - trl)
RS=2x— (Eq.6)
(Wb1 + Wh2)

Onde tn e tr2 correspondem aos tempos de retencéo de dois picos adjacentes

€ Wh1 € Wp2 a largura dos picos na linha de base.

Valores de Rs acima de 1,5 sédo considerados, indicando uma boa separacao
entre os picos %8159 Na Tabela 11 estédo os valores de Rs calculados para o mix de

padrées dos N-compostos.

Tabela 11 - Avaliacdo da resolucéo entre picos adjacentes para 0 modo SCAN.

Picos T Tr2 Wh1 Wh2 Rs
1-2 18,28 18,55 0,27 0,33 0,45
2-3 18,55 20,38 0,33 0,17 3,66
3-4 20,38 21,21 0,17 0,29 1,80
4-5 21,21 21,83 0,29 0,13 1,48

5-6 21,21 23,34 0,13 0,23 5,92
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Tabela 11 - Avaliacdo da resolucdo entre picos adjacentes para 0 modo SCAN

(continuacéo)

Picos T Tr2 Wh1 Wh2 Rs
6-7 23,34 23,55 0,23 0,17 0,53
7-8 23,55 23,77 0,17 0,25 0,53
9-10 24,66 32,10 0,26 0,30 13,29

10-11 32,10 33,11 0,30 0,27 1,77

11-12 33,11 33,40 0,27 0,28 0,53

12-13 33,40 43,56 0,28 0,43 14,31

tn e tz = tempos de retencdo dos picos adjacentes, Wp1 € Wh2: largura dos picos. Rs: resolucgéo.
Numeros de 1 a 13 referem-se aos compostos identificados na Figura 20. Fonte: Autoria prépria (2020).

Dentre as 12 resolugbes avaliadas, quatro foram inferiores a 1,5 (Tabela 11)
sendo estas: 1-2, 6-7, 7-8 e 11-12. Entre os picos 1 e 2 ha subclasses diferentes de
compostos: carbazol (ion m/z 167) e metilcarbazol (ion m/z 181) e a baixa resolucao
entre esses picos no modo SCAN para efeitos de quantificacdo é inadequada. A
avaliacao desses analitos nos modos SIM e MRM tornam as analises especificas. No
modo SIM a coeluicdo entre os picos 1-2 é resolvida em razdo do monitoramento de
ions especificos e no modo MRM através do monitoramento de reacdo conforme

ilustrado na Figura 21.
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Figura 21 - Comparacao entre cromatogramas no modo (a) SCAN, (b) SIM e (c) MRM
mostrando a separacéo dos picos [1] e [2]. Onde: SCAN (a), SIM (m/z 167) (b.1) SIM
(m/z 181) (b.2), MRM ion precursor (m/z 167) e ion produto (m/z 139) (c.1) e ion
precursor m/z 181 e ion produto m/z 152 (c.2). Identificacdo dos picos: [1]: 9-
metilcarbazol, [2] carbazol, [3] 1-metilcarbazol e [4] 2-metilcarbazol. Fonte: Autoria
propria (2020).

A resolucao calculada entre os picos 6 e 7 também é menor que 1,5, mas ocorre
entre isdbmeros de posi¢céo, com ions diferentes e o problema da baixa resolucédo é
resolvido ao usar o modo SIM e MRM similar ao exemplo entre carbazois e

metilcarbazdis.

A resolucdo entre os picos 7-8 (3,6- e 2,7-dimetilcarbazol) e 11-12
(benzo[b]carbazol e benzo|c]carbazol) ndo pode ser aprimorada nos modos SIM e
MRM pois correspondem a picos com mesmaos ions principais e mesmas transigoes.

A coeluicdo parcial entre dimetilcabazéis em colunas com fase estacionaria 5% fenil
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é mencionada na literatura 142, bem como entre benzo[b]carbazol e benzo|c]carbazol

23,160,161

4.4 APLICACAO DOS METODOS SIM E MRM EM ESTUDO COMPARATIVO
QUALITATIVO PARA AMOSTRA DE PETROLEO

Embora muitos estudos tenham sido publicados com foco na identificacdo dos
N-marcadores, existem varias dificuldades analiticas que ainda precisam ser
abordadas para determinar uma anélise quantitativa individual correta. Em trabalhos
anteriores, os compostos considerados N-marcadores séo caracterizados por GC/MS
no modo SIM apds etapas prévias de fracionamento 8321.36.88,89.162,163 N entanto, o
cromatograma obtido usando esse protocolo, geralmente mostra uma forte presenca
de interferéncias que afetaram a quantificacdo. Isso ocorre devido a presenca de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e de isdmeros que possuem um tempo de
retencdo de GC semelhante e/ou a mesma massa nominal (m/z) °6. Esta provado que
o modo MRM tem uma seletividade mais alta que o modo SIM 164165 pois somente
moléculas que possuem os padrbes de fragmentacdo selecionados sdo levadas em
consideracao. Portanto, esse método permite uma melhor resolucdo do sinal sem um
fracionamento preliminar da amostra. Logo, as interferéncias sdo drasticamente
reduzidas e a relacao sinal/ruido (do inglés, signal-to-noise -S/N) aumenta em muitas

ordens de grandeza.

Neste item foi realizada uma avaliacdo qualitativa, baseada na anélise sem
etapa prévia de fracionamento da amostra de petréleo através do modo MRM e SIM,
com intuito de avaliar o ganho analitico do emprego da GC-MS/MS no modo MRM
frente ao SIM para os N-marcadores, ja que € a primeira vez que esses compostos

sao avaliados por MS/MS.

Foi adicionada a amostra P1, a concentracédo de 500 ug L da solucdo mix de
nitrogenados. Foram realizadas as analises SIM e MRM (Figura 22) conforme as
condicdes otimizadas descritas nos itens 3.6.1, 3.6.2 e 3.6.4. A comparagao qualitativa
entre 0s cromatogramas baseou-se no niumero de picos, na seletividade e intensidade

do sinal (avaliada pela relacdo S/N) associada a cada composto no cromatograma.
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Figura 22 - Cromatogramas MRM: [a], [c], [e], [9], [i], [I], [n]; SIM: [b], [d], [f], [h],
[i], [m] e [0] para a amostra P1 contendo com adigdo de 500 ug L da solucdo mix de
nitrogenados. ldentificagcdo dos picos: [1] 9-metilcarbazol; [2] carbazol; [3] 1-
metilcarbazol; [4] 2-metilcarbazol; [5] 1,8-dimetilcarbazol; [6] 3-etilcarbazol; [7] 3,6-
dimetilcarbazol; [8] 2,7-dimetilcarbazol; [9] 1,4,8-trimetilcarbazol; [10]
benzo[a]carbazol; [11] benzo[b]carbazol; [12] benzo[c]carbazol e [13]

dibenzocarbazol. Fonte: Autoria prépria (2020).

Sinal/ Ruido

A razdo S/N de um pico cromatografico € um parametro adequado para avaliar
o desempenho de diferentes métodos analiticos de MS e tem sido empregada por
alguns autores em estudos comparativos de MRM, SIM e SCAN 13166 O calculo da
relacdo S/N é baseado na altura do pico e na altura do nivel de ruido e pode ser obtido
manualmente ou pela integracéo automatica realizada pelo software do equipamento.

A relacdo S/N é calculada a partir da Equacéo 7 57;
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SN = 2S/N (Eq.7)

Onde S corresponde ao sinal da altura do pico, inerente ao componente em

questéao e N o ruido de fundo.

A Figura 23 ilustra a abordagem usada para calcular as razbes S/N nos
diferentes métodos para o carbazol na amostra P1. Usando o método MRM o S/N foi
cerca de 16 vezes maior que o modo SIM. Os valores calculados automaticamente
pelo software do equipamento para todos os demais N-marcadores estdo na Tabela
12. Notavelmente, o modo MRM permite alcancar uma relacdo S/N muito alta e, ao

mesmo tempo, obter um cromatograma sem interferéncias.

184 186 187 188 169 19 191 192 193 194 195
)vs. Acquisition Time (min)

Tempo de retencdo (min)
Figura 23 - Exemplo do método usado para avaliar a relacdo sinal ruido (S/N).
Comparacéo obtida para a amostra P1 com adicdo do mix dos padrées a 500 ug L
(@) MRM e (b) SIM. Onde: [2] Carbazol; [S] sinal e [R] ruido. Fonte: Autoria propria
(2020).
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Tabela 12 - Valores de S/N calculados para o monitoramento seletivo de ions (SIM) e
para o monitoramento de rea¢des multiplas (MRM) para os marcadores nitrogenados

na amostra de petréleo P1

Razéo S/N
Composto
Modo SIM Modo MRM
9-metilcarbazol 1,4 8,4
carbazol 1,6 25,4
1-metilcarbazol 1,4 3,9
2-metilcarbazol 1,3 3,4
1,8-dimetilcarbazol 0,6 2,8
3-etilcarbazol 1,7 0,4
3,6-dimetilcarbazol 0,2 1,2
2,7-dimetilcarbazol 0,3 0,8
1,4,8-trimetilcarbazol 1,2 4.4
benzo[a]carbazol 0,8 18,7
benzo[b]carbazol 0,9 12,8
benzo[c]carbazol 1,1 22,5
dibenzocarbazol 0,1 2,7

S/N: Sinal/ruido (do inglés: signal/noise)
Fonte Autoria propria (2020).

A relacdo S/N é um dos modos empregados na avaliagéo do limite de deteccao
ao comparar a matriz insenta de analitos e a matriz apresentando baixas
concentracdes do analito. A relagdo S/N 3:1 é aceita, como estimativa do limite de
deteccdo. Entretanto, neste trabalho serdo empregados para limites de deteccéo e

quantificacdo os parametros obtidos através da curva de calibracdo por serem mais
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confiaveis e também em razao da linha de base (ruido) no MS/MS ser subestimada

150,151

A maioria dos valores das razbes S/N sdo superiores no modo MRM,
confirmando a maior sensibilidade desse modo de operagédo comparado ao modo SIM.
Para o 3-etilcarbazol, observou-se comportamento inverso, 0 que pode estar
relacionado a possiveis coeluicdes no modo SIM com outros compostos da matriz que

também apresentam o ion m/z 180.

Carbazol e metilcarbazois

Na comparacgdo dos cromatogramas SIM e MRM para os metilcarbazois e o
carbazol (Figura 22 a e b; ¢ e d, respectivamente), observa-se uma intensidade e
seletividade maior para a andlise MRM. A presenca de interferentes (baixa
especificidade) e uma menor sensibilidade no modo SIM dificulta a analise do
composto alvo. Notavelmente, a relagdo S/N é mais de dez vezes maior no modo
MRM do que no modo SIM (Tabela 12), portanto a integracéo dos picos para analise

guantitativa se torna mais confiavel.

Dimetil e etilcarbazobis

Os cromatogramas referentes aos dimetilcarbaz6is no modo MRM e SIM
podem ser visualizados na Figura 22e e 22f, respectivamente. Observa-se que para o
1,8-dimetilcarbazol (pico 5) e 3,6-dimetilcarbazol (pico 7) ocorre coeluicdo no modo
SIM com outros componentes da matriz, o que ndo ocorre no modo MRM. Ja para o
2,7-Dimetilcarbazol (pico 8) houve coeluicdo em ambos os modos, considerando a
seletividade do modo MRM, essa coeluicdo refere-se a isdbmeros de posicéo,
conforme ja relatado por Bowler et al. (1997) 3¢ e Bakr (2009) ', porém ndo sendo
possivel a identificacdo individual devido a auséncia de demais padrbes da mesma
subclasse. A razao S/N (Tabela 12) mostrou-se, em geral, mais intensa no modo MRM
comparado ao SIM, devido a maior especificidade e consequentemente diminuicao de
ruido e aumento da sensibilidade. Observa-se também que ndo houve grande
diferenca de seletividade entre 0 MRM e o SIM, o que se deve ao grande namero de

isbmeros possiveis para a classe dos C2-carbazois.
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Trimetilcarbazois

Para a janela de eluicdo dos trimetilcarbazéis (Figura 22 i e 22 j) pode-se
observar a presenca do 1,4,8-trimetilcarbazol (pico 9) com maior seletividade e razao
S/N no modo MRM, além de outros picos em menor intensidade, que correspondem
a isbmeros, conforme confirmado pela transi¢cdo secundaria (Figura 24). Essa é outra
vantagem da analise no modo MRM, a identificacdo de isbmeros pode ser facilmente
visualizada pelo comportamento da transicdo primaria e secundaria. Porém, essa €
uma avaliacdo qualitativa e ndo podem ser determinadas quantitativamente em razao

da auséncia de padrdes dos outros isdmeros dessa classe.
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Figura 24 - Cromatograma MRM com a transicdo primaria (em preto) e transicao
secundaria (em azul) para a janela de eluicdo dos C3-carbazol para a amostra de
petréleo. Identificacédo de pico: [9] 1,4,8-trimetilcarbazol. Fonte: Autoria propria (2020).
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Benzocarbazdis e dibenzocarbazol

Para os trés benzocarbazoéis (Figura 22 | e 22m), benzo[a]carbazol (pico 10),
benzo[b]carbazol (pico 11) e benzo[c]carbazol (pico 12) houve consideravel aumento
na razao S/N, bem como melhor seletividade no modo MRM confirmando a maior

sensibilidade frente ao modo SIM.

Para a janela de eluicdo do dibenzocarbazol (Figura 22 n e 22 0), o pico 13
apresentou razdo S/N < 3 no modo SIM e no modo MRM, nédo sendo possivel a partir

do critério S/N identificad-lo em uma concentracgéo igual ou inferior a 500 pg L.

Através da comparacdo qualitativa entre os modos SIM e MRM, realizada com
a amostra de Oleo bruto com adicao dos padrdes de interesse, notavelmente para a
maioria dos cromatogramas MRM, observou-se maior especificidade na determinacgéo
do analito e, consequentemente, aumento do sinal analitico e diminui¢cdo do ruido. Em
razdo da maior especificidade e sensibilidade no modo MRM, o préximo passo foi a
realizacdo da andlise quantitativa para as oito amostras selecionadas, utilizando esse

modo de aquisicao.

4.5 VALIDACAO DO METODO PARA ANALISE DE N-MARCADORES POR
GCMS/MS

4.5.1 Efeito de matriz

A avaliacdo do efeito de matriz foi realizada antes de iniciar a analise
guantitativa para que os erros associados a este fendbmeno fossem corrigidos ou
minimizados na quantificacdo dos analitos de interesse. Antes de qualquer
experimento, o branco da matriz foi injetado, nas condi¢des otimizadas do método
GC-MS/MS-MRM a fim de certificar a auséncia de N-marcadores. O cromatograma

de transic¢des totais, encontra-se na Figura C no Anexo 2.
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Na Tabela 13 estédo os parametros das curvas de calibracdo no solvente e na
matriz para avaliacao do efeito de matriz.
Na Figura 25 estdo representadas as curvas de calibracdo realizadas em
solvente (em azul) e compatibilizadas na matriz (em vermelho) para as classes e

subclasses dos N-marcadores avaliados.
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Tabela 13 - Parametros das curvas analiticas utilizando matriz e solvente e resultados do efeito de matriz

Composto MATRIZ (CM) SOLVENTE (CS)
Sm R? Ss R2 Faixalinear yg Lt  Efeito de matriz

(%)
9-metilcarbazol 77,62 0,9922 30,76 0,9236 0,5-250 152,34
carbazol 11,55 0,9964 6,64 0,9905 0,5-250 73,88
1-metilcarbazol 23,54 0,9950 12,46 0,9943 0,5-250 88,96
2-metilcarbazol 22,47 0,9921 12,74 0,9936 0,5-250 76,37
3-etilcarbazol 32,11 0,9915 10,23 0,9902 35-250 213,95
1,8-dimetilcarbazol 0,12 0,9881 0,39 0,9761 500-1000 -68,70
3,6-dimetilcarbazol 0,11 0,9875 0,12 0,9710 500-1000 -8,33
2,7-dimetilcarbazol 0,097 0,9919 0,086 0,9917 13-800 13,43
1,4,8-trimetilcarbazol 28,57 0,9837 14,80 0,9452 0,5-250 93,00
benzo[a]carbazol 12,22 0,9971 18,89 0,9915 0,5-50 -35,31
benzo[b]carbazol 9,41 0,9913 9,43 0,9907 0,5-50 -0,25
benzo[c]carbazol 14,36 0,9956 16,82 0,9937 0,5-50 -13,43
dibenzocarbazol 0,69 0,9661 0,80 0,9959 50-1500 -13,55

Fonte: Autoria propria (2020)
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Figura 25 - Curvas de calibracdo em solvente (azul) e matriz (vermelho). Identificacéo:
[a] carbazol, [b] 2-metilcarbazol, [c] 3-etilcarbazol, [d] 3,6-dimetilcarbazol, [e]
benzo[a]carbazol, [f] 1,4,8-trimetilcarbazol e [g] dibenzocarbazol. Fonte: Autoria
propria (2020).

Em geral, houve influéncia da matriz, seja por incremento ou supressao do sinal
analitico para maior parte dos N-marcadores avaliados (Tabela 13 e Figura 25). Esse
fato pode ser explicado em razdo do petroleo bruto tratar-se de uma matriz complexa.
Além disso, a linearidade foi expressamente aumentada para a maioria das curvas de

calibragdo com o uso da matriz.

O efeito matriz pode ser resultado de uma combinacédo de fatores que vao
desde as caracteristicas inerentes a prépria matriz até a resposta do detector,
passando pelas condi¢cdes associadas ao instrumento, como injetor e coluna

cromatografica 168,

A andlise de solu¢cbes padrao em solvente e na matriz se da com interacées
distintas no liner do injetor. No primeiro caso, 0s sitios ativos de silanol presentes no
liner podem reagir com o analito resultando em retencdo e menor transferéncia para
a coluna. No segundo caso, ha uma competicdo entre 0s componentes da matriz e 0s
analitos pelos sitios ativos do liner e isso faz com que haja uma espécie de cleanup
da amostra antes de entrar na coluna, resultando no aumento do sinal analitico

quando comparado a andlise de padrées dissolvidos diretamente em solvente 168169,

As conexdes entre injetor, coluna e detector também podem promover o efeito
de matriz %8, Qutros fatores como frequéncia de uso da coluna e diametro interno,
além do préprio MS através da superficie metdlica, estdo entre os diversos fatores que

influenciam o incremento ou a supresséo do sinal analitico pela matriz 168,

Conforme valores descritos na Tabela 13 para o carbazol, 1- e 2- e 9-
metilcarbazol, 2,7-dimetilcarbazol, 3-etilcarbazol e 1,4,8-trimetilcarbazol houve
influéncia da matriz, com acréscimo do sinal do analito. Ja para o 18- e
benzo[a]carbazol e benzo[c]carbazol o efeito de matriz foi negativo evidenciando a
supressdo do sinal analitico. Para 3,6-dimetilcarbazol e o benzo[b]carbazol o efeito

matriz n&o foi muito pronunciado, com valores inferiores a 10%.
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N&o foram encontrados trabalhos na literatura que avaliem o efeito de matriz
em petréleo bruto por GC-MS/MS, este € o primeiro estudo que realiza esta avaliacao.
Portanto, ndo € possivel fazer uma comparagdo dos valores encontrados para a
mesma matriz. No entanto, conforme avaliado por Lazzari, (2019) ' na
caracterizacdo de bio-6leos por cromatografia bidimensional, o efeito de matriz, que
também foi calculado a partir da inclinacdo das curvas realizadas em solvente e na
matriz, variou de -4,08 a 50,09 %.

Para GC-MS/MS, ha na literatura avaliacéo do efeito de matriz calculado a partir
da fortificacdo das amostras para determinacdo de agrotéxicos em agua cujo
resultado alcancou valores de até 857,9 %'’%. Bandeira et al. (2014) 72 descreveram
valores do efeito de matriz variando de -6,8 a 28,0% através das inclinacdes das

curvas analiticas na determinacdo de agrotéxicos em leite bovino por GC-MS/MS172,

Os valores dos coeficientes angulares obtidos com a curva realizada na matriz
compatibilizada (Sm) e com solvente (Ss) refletiram nos resultados do célculo do efeito
de matriz de modo que Sm > Ss para carbazol, metilcarbazdis, 3-etilcarbazol, 2,7-
dimetilcarbazol e 1,4,8-trimetilcarbazol. Para 1,8-dimetilcarbazol, 3,6-dimetilcarbazol,

benzocarbazoéis e dibenzocarbazol 0 Ss < Sm.

A solucao aplicada para a correcéo do efeito matriz foi a realizacdo da curva de
calibracdo utilizando a matriz *4’. Dessa forma, os resultados quantitativos para as

amostras de petréleo serdo mais exatos.

4.5.2 Linearidade

A faixa linear, a equacéo da curva e o coeficiente de determinacéo linear (R?)
para cada N-marcador estdo descritos na Tabela 14. As curvas utilizadas estao
representadas na Figura 26.
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Tabela 14 - Parametros obtidos para faixa linear e coeficiente de correlagédo (R?)
através da curva de calibracdo para os padrdes dos N-marcadores por GC-MS/MS no
modo MRM

Composto Faixa linear pyg Lt Equacéo dareta R?
carbazol 35-250 y =11,82x — 40,582 0,9943
9-metilcarbazol 35-250 y = 78,492x + 318,06 0,9871
1-metilcarbazol 35-250 y = 26,65x + 340,19 0,9916
2-metilcarbazol 35-250 y = 24,226x + 31,833 0,9923
1,8-dimetilcarbazol 100-1500 y = 2,0363 +47,147 0,9888
3-etilcarbazol 35-250 y = 33,007x -189,38 0,9912
3,6-dimetilcarbazol 100-1500 y = 1,8519x + 44,646 0,9960
2,7-dimetilcarbazol 50-1500 y =1,5593x + 1,7452 0,9998
1,4,8-trimetilcarbazol 35-250 y = 30,486x - 190,59 0,9929
150-1000 y =67,992x + 2568,6 0,9956
benzo[a]carbazol 5-50 y =12,06x + 3,957 0,9970
150-1000 y =6,3719x - 484,33 0,9952
benzo[b]carbazol 5-50 y =9,261x + 6,8036 0,9858
150-1000 y =2,6074x - 137,64 0,9947
benzo[c]carbazol 5-50 y =14,117x + 9,5908 0,9932
150-1000 y = 6,7464x - 459,48 0,9949
dibenzocarbazol 100-1500 y =0,7738x + 164,54 0,9985

Fonte: Autoria propria (2020).
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Figura 26 - Curvas de calibracéo utilizadas para a quantificacdo dos treze N-compostos em estudo. Fonte: Autoria propria (2020).
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Analisando-se as equacdes das curvas de calibracéo, os valores de coeficiente
de correlacdo (R?) variaram de 0,9858 a 0,9998 (Tabela 14), indicando que o modelo
é linear e adequado, ou seja, dentro da faixa de aplicagdo o método fornece resultados
diretamente proporcionais a concentracdo. Valores do coeficiente de correlacdo maior
que 0,999 sdo considerados ideais de acordo com a IUPAC 173, enquanto que a

ANVISA recomenda um coeficiente de correlagdo igual a 0,99 e o INMETRO acima
de 0,90 147.151,173,174

4.5.3 Determinacéo dos valores de LOD e LOQ

Os limites de detecgcédo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram estabelecidos a
partir do erro relativo e da inclinagdo da curva conforme descrito no item 3.8.3 da

experimental. Os valores estao descritos na Tabela 15

Tabela 15 - Valores de LOD e LOQ obtidos para os marcadores estudados por GC-
MS/MS

N-marcador LOD (ug L) LOQ (pg L)
9-metilcarbazol 16,73 50,70
carbazol 10,49 31,79
1-metilcarbazol 11,58 35,09
2-metilcarbazol 14,38 43,57
1,8-dimetilcarbazol 58,36 176,90
3-etilcarbazol 18,10 54,85
3,6-dimetilcarbazol 95,38 389,03
2,7-dimetilcarbazol 27,92 84,61
1,4,8-trimetilcarbazol 13,76 41,70

benzo[a]carbazol 2,54 7,71
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Tabela 15 - Valores de LOD e LOQ obtidos para os marcadores estudados por GC-
MS/MS (continuacgéo)

N-marcador LOD (ug L) LOQ (pg LY
benzo[b]carbazol 4,93 16,40
benzo[c]carbazol 3,05 9,25
dibenzocarbazol 58,57 117,50

LOD: Limite de deteccdo e LOQ: Limite de quantificacdo
Fonte: Autoria propria (2020).

Os limites de deteccéo variaram de 2,54 ug L (benzo[a]carbazol) a 95,38 pg L+
(3,6-dimetilcarbazol) e os limites de quantificacédo de 7,71 pg L (benzo[a]carbazol a
389,03ug L (3,6-dimetilcarbazol). Como este estudo é o primeiro a quantificar N-
marcadores em petrdleo empregando a GC-MS/MS, nao € possivel realizar uma
comparacao dos valores obtidos com a literatura. Estudos por GC-MS no modo SIM
sdo relatados para benzocarbazéis (LOD = 8 ng g de 6leo), ndo sendo informado o
valor do LOQ %%, Vale destacar que o LOD e LOQ nédo necessariamente correspondem
aos possiveis limites do sistema GC-MS/MS, pois as faixas das curvas analiticas
foram construidas visando detectar a faixa de concentracdo nas amostras

(previamente avaliada com amostra com maior teor de Ntotal).

4.5.4 Ensaios de recuperacao para avaliagcdo da exatiddo e precisdo (inter-dia e
intra-dia) do método

Os resultados dos ensaios de recuperagédo foram calculados a fim de avaliar a
exatiddo do método. Foram considerados em trés niveis de concentracéo (baixo: 50
hg Lt médio: 100 pg L - e alto: 500 ug L1), a partir do branco da matriz. A precisédo
foi avaliada em triplicata, considerando 3 inje¢Ges consecutivas no mesmo dia (intra-
dia) e em trés dias diferentes (n=9), para a precisao inter-dia. Os resultados estéo

descritos na Tabela 16.
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Tabela 16 - Resultados dos ensaios de recuperacéo e precisao (intra-dia e inter-dia) do
método GC MS/MS no modo MRM para os N-marcadores estudados

Analito Recuperacdo Recuperacao RSD%
Nivel (%) Intra-dia  Inter-dia

9-metilcarbazol Baixo 78,63 0,59
Médio 99,83 4,93

Alto 94,46 0,75 0,81
carbazol Baixo 96,58 0,19
Médio 99,70 0,31

Alto 112,96 0,98 5,96
1-metilcarbazol Baixo 92,20 2,04
Médio 98,90 1,53

Alto 117,34 3,13 6,51
2- metilcarbazol Baixo 85,75 2,28
Médio 99,18 1,90

Alto 114,40 0,97 1,11
1,8-dimetilcarbazol Baixo 90,64 1,70
Médio 96,83 1,82

Alto 111,01 2,23 5,76
3-etilcarbazol Baixo 101,89 0,67
Médio 101,70 1,57

Alto 118,45 3,02 577
3,6-dimetilcarbazol Baixo 110,43 3,33
Médio 96,01 2,54

Alto 119,61 1,80 5,95
2,7-dimetilcarbazol Baixo 86,94 1,30
Médio 104,20 4,73

Alto 104,70 3,04 5,47
1,4,8-trimetilcarbazol Baixo 100,40 2,34
Médio 101,70 0,74

Alto 116,33 3,46 7,35
benzo[a]carbazol Baixo 99,26 0,14
Médio 100,40 0,74

Alto 119,85 2,08 3,14
benzo[b]carbazol Baixo 89,84 2,31
Médio 101,30 1,37

Alto 106,48 1,98 9,12
benzo[c]carbazol Baixo 103,45 3,22
Médio 99,23 0,75

Alto 106,48 1,98 3,41
dibenzocarbazol Baixo 93,08 3,54

Médio 99,89 0,42 19,47
Alto 112,06 1,45

Fonte: Autoria propria (2020).
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Os valores de recuperacao variaram de 78,63 % no nivel mais baixo para o
9-metilcarbazol a 117,34 % no nivel mais alto para o 1-metilcarbazol. Todos os
valores ficaram dentro da faixa recomendada entre 70% e 120% e a precisao inferior
a 20%.

4.6 APLICACAO DO METODO GC-MS/MS MRM EM AMOSTRAS DE PETROLEO

O método GC-MS/MS MRM desenvolvido e validado foi aplicado nas oito
amostras de petréleo (P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7 e P8), sem nenhuma etapa de
fracionamento prévio, a fim de determinar as concentra¢cdes dos N-marcadores de
interesse. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 17.
Os compostos com maiores concentragcbes nas amostras foram 1,8-
dimetilcarbazol (59,74 + 0,35 pg g* e o carbazol (32,86 + 0,16 ug g+) na amostra P1.
Os valores de RSD (%) para cada analito (Tabela 17) variaram de 0,15 % para 1,8-
dimetilcarbazol na amostra P2 a 12,80% para 3-etilcarbazol na amostra P5. Em
métodos de andlise de tracos, sdo aceitos RSD de até 20% dependendo da
complexidade da amostra «, todos os N-marcadores avaliados estdo abaixo desse

valor.



Tabela 17- Concentragdo dos N-marcadores em ug g nas oito amostras de petréleo da Bacia Potiguar por GC-MS/MS (MRM)

Amostras (média pg g + IC 95%)

Compostos
P1 RSD% P2 RSD% P3 RSD% P4 RSD%
9-metilcarbazol <LOD - <LOD <LOD - <LOD -
carbazol 32,86 +0,16 0,27 4,38+x0,09 1,17 <LOQ - <LOQ -
1-metilcarbazol 7,81 +£0,78 6,78 5,36 £ 0,08 0,78 <LOD - <LOQ -
2-metilcarbazol <LOQ - <LOQ - n.d - <LOD
1,8-dimetilcarbazol 59,74 £ 0,35 0,32 47,37+0,15 0,15 3555+0,22 0,34 34,58 + 0,82 1,-28
3-etilcarbazol 6,13 + 0,03 0,24 6,66 + 0,03 0,28 6,40 + 0,05 0,40 6,61 +0,11 0,90
3,6-dimetilcarbazol 2,94 + 0,06 1,02 21,97+0,28 0,70 <LOQ - <LOQ -
2,7-dimetilcarbazol 6,77 £ 0,14 1,12 12,80+0,20 0,85 511+1,05 11,10 4,30 £ 0,15 1,89
1,4,8-trimetilcarbazol 7,83+ 0,04 0,25 16,82+0,30 0,98 6,43+0,06 0,5 10,66 + 0,46 0,23
benzo[a]carbazol 12,87 +0,22 091 12,70+0,05 0,22 0,88+0,04 2,56 0,70 + 0,04 3,08
benzo[b]carbazol 2290+2,03 483 13,70+0,72 2,84 1,13+0,05 2,59 0,78+0,14 9,50
benzo[c]carbazol 13,50 £ 0,23 0,42 19,97 +0,23 0,62 0,76 = 0,07 5,24 0,28+ 0,02 3,14
dibenzocarbazol <LOQ - <LOD - <LOD - <LOD -



Tabela 17- Concentragdo dos N-marcadores em ug g nas oito amostras de petréleo da bacia Potiguar por GC-MS/MS

(MRM) (continuagéao)

Amostras (média pg g + IC 95%)

Compostos
9-metilcarbazol
carbazol
1-metilcarbazol
2-metilcarbazol
1,8-dimetilcarbazol
3-etilcarbazol

3,6-dimetilcarbazol

2,7-dimetilcarbazol
1,4,8-trimetilcarbazol
benzo[a]carbazol
benzo[b]carbazol
benzo[c]carbazol

dibenzocarbazol

P5
<LOD
2,55+0,28
<LOQ
n.d
20,98 + 0,69
9,24 + 2,17
<LOQ

6,19+1,31
10,37 £ 0,11
0,53 £ 0,02
0,74 + 0,05
0,58 + 0,09
<LOD

RSD%

5,88

1,78
12,80

11,50
0,58
1,96
3,93
8,52

P6
<LOD
2,35 + 0,02
<LOQ
<LOD
30,21 + 1,80
6,78 % 0,46
<LOQ

4,77 + 0,08
9,61+ 0,37
11,10 + 0,19
1,72+ 0,30
0,29 +0,01
<LOD

RSD%

0,45

3,24
3,68

0,94
2,11
0,93
9,46
2,77

P7
<LOD
<LOQ
<LOQ
<LOD

26,22 +0,70

3,59 + 0,08
<LOQ

<LOQ
4,66 + 0,09
7,81 + 1,03
0,95 + 0,32
3,05+0,18
<LOD

RSD%

1,45
1,20

0,98
7,16
18,20
3,19

P8
<LOD
<LOQ
<LOQ

n.d

22,44 +£0,91
9,56 + 0,63
<LOD

5,71+ 0,83
10,70 £ 0,24
0,46 £ 0,05
1,03+0,14
0,71 +0,20
<LOD

RSD%

2,20
3,57

7,91

1,21

6,22

7,48
15,70

<LOD: inferior ao limite de detec¢éo, <LOQ: inferior ao limite de quantificacdo n.d: ndo detectado, RSD%: desvio padrao relativo e IC: intervalo de
confianca.Fonte: Autoria propria (2020).
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Na Figura 27 é possivel visualizar a distribuicdo das concentracfes dos N-

marcadores nas amostras analisadas.

Distribuicao de N-marcadores
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Figura 27 - Distribuicdo das concentracdes (ug g*) dos N-marcadores nas amostras
de petréleo (P1 a P8) da Bacia Potiguar. Autoria prépria (2020).

Para uma avaliacdo mais especifica, os valores quantificados serdo discutidos
por classe e subclasse, relacionando os dados encontrados com a literatura para

amostras de petréleo e andlise GC-MS.
Carbazol e C1-carbazois

O carbazol foi detectado e quantificado nas amostras P1, P2, P5 e P6 sendo
o valor mais baixo na amostra P6 (2,35 + 0,02ug g!) e mais alto na amostra P1 (32,86
+ 0,16) (Tabela 17). Para as demais amostras de petroleo, os valores foram inferiores
ao LOQ. Na literatura, foram encontrados valores na faixa de 0,021 a 17,70 ug g™
Vale destacar que as concentracdes variam, a depender do tipo de petréleo e técnica

empregada 3285,

Os isbmeros 9- e 2-metilcarbazol ndo foram quantificados em nenhuma das
amostras, pois os valores foram inferiores aos LOD e LOQ ou nao foram detectados
sinais correspondentes no tr desses N-marcadores. O 1-metilcarbazol foi determinado

nas amostras P1 e P2 variando de (5,36 + 0,08 ug g*) na amostra P2 a (7,81 + 0,78
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ug g1) na amostra P1. Na literatura, os valores para 1-metilcarbazol estédo entre 0,04
a 26,6 ug g 2% comparando esses valores com os determinados nas amostras em
estudo, verifica-se que eles estdo dentro da faixa de concentracdo mais baixa
encontrada. Essa comparagéo, assim como as demais devem ser observadas com
cautela, pois nos trabalhos citados, os autores determinaram as concentracfes
através do método da calibracdo interna como também adicdo do PI para fins de

quantificacdo utilizando as areas do pico com auséncia de validacéo.
Co-carbazois

Os Coz-carbazois foram mais abundantes para a amostra P2 e menos
abundantes na amostra P7 (Figura 28.a). Dentre Cz-carbazéis, os dimetilcarbazois
foram mais abundantes do que o etilcarbazol nas amostras que apresentavam estes
N-marcadores. Bakr (2009) 7 também observou esse comportamento, que foi
ratificado por Li et al. (1995) °, onde segundo os autores, carbazéis parcialmente

blindados com um dos grupos alquil na posi¢éo 1 sdo dominantes.

Entre os trés isdbmeros avaliados para essa subclasse, o 1,8-dimetilcarbazol
apresentou a maior concentracao (Figura 28.b). As concentra¢gbes determinadas no
presente estudo, foram superiores as descritas na literatura 3. Ndo foram
encontrados valores de concentracdo especificos para o isbmero 3-etilcarbazol em
petréleo na literatura, apenas para o isébmero 1- etilcarbazol %°8! e os resultados
encontrados neste trabalho para o isbmero 3- foram superiores ao isdmero descrito

na literatura.
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Figura 28 - Distribuicdo das concentracdes (ug g 1) para (a) Y C2-Carbazéis e (b) 2,7-
;3,6-; 1,8-dimetilcarbazol e 3-etilcarbazol nas amostras de P1 a P8 de petréleo da

Bacia Potiguar. Fonte: Autoria propria (2020).

Benzocarbazois

Entre as oito amostras avaliadas, a P1 foi a que apresentou maiores
concentragdes de benzocarbazoéis com predominio do isémero [b] e a amostra P4, as
concentracfes mais baixas (Figura 29).Todos os benzocarbazéis quantificados neste
trabalho estdo em concordancia com a faixa determinada em trabalhos anteriores

descritos na literatura para petréleo 254681,
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Figura 29 - Distribuicdo das concentracdes (ug g1) para benzocarbazéis nas amostras
de petréleo (P1 a P8) da Bacia Potiguar. Fonte: Autoria propria (2020).

Trimetilcarbazol

N&o foram encontrados na literatura valores de quantificacdo para isbmeros
individuais para a subclasse dos trimetilcarbaz6is em petréleo por GC-MS. Neste
trabalho, a faixa encontrada para o 1,4,8-trimetilcarbazol compreendeu valores entre
4,66 + 0,09 pg g* na amostra P7 e 16,82 + 0,30 pg g para a amostra P2. Estas
concentracfes estdo entre as mais altas para os N-marcadores quantificados e a

distribuicdo pode ser vista na Figura 30.
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Figura 30 - Distribuicdo das concentracées (ug g?) para 1,4,8-trimetilcarbazol nas

amostras de petroleo (P1 a P8) da Bacia Potiguar. Fonte: Autoria propria (2020).
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Dibenzocarbazol

Assim como para a subclasse dos Cs-carbazois, ndo foram encontrados na
literatura valores de quantificacédo para dibenzocarbazol em amostras de petréleo por
GC-MS. No entanto, neste trabalho os valores obtidos para essa classe foram abaixo

do limite de deteccéo.

Na geoquimica do petréleo, as concentragcbes de N-compostos sao
empregadas para obter informacdes sobre maturidade, migragcdo e paleoambiente
deposicional. Geralmente, através de razdes diagnosticas, conforme sera discutido no

préximo item.

4.7 EMPREGO DOS MARCADORES NITROGENADOS PARA AVALIACAO
GEOQUIMICA DAS AMOSTRAS

4.7.1 Interpretacdo geoquimica através da Andalise de Componentes

Principais

Para interpretacdo geoquimica, 0s N-marcadores séo avaliados
individualmente ou através de suas razdes diagnosticas. No primeiro caso,
concentracbes de carbazois e benzocarbazoéis podem informar sobre a origem do

petréleo.

A fim de melhor visualizar as similaridades e diferencas entre as amostras de
petrdleo, de acordo com as concentragfes dos N-marcadores, procedeu-se a PCA.
Para construcao do grafico de scores (Figura 31) e loadings (Figura 32), foram levados
em consideracdo os valores obtidos em triplicata de cada N-marcador, nas oito

amostras.
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Figura 31 - Grafico de scores PC1 X PC2 para avaliacdo de N-marcadores nas
amostras de petroleo (P1 a P8) da Bacia Potiguar. Fonte: Autoria propria (2020).
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amostras de petroleo da Bacia Potiguar. Fonte: Autoria propria (2020).
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Pela PCA (Figuras 31 e 32), verifica-se que PC1 e PC2 descrevem 83,28 % da

variancia total dos dados.

Na Figura 31, é possivel observar a discriminacéo de 4 grupos: P1 (em verde);
P2 (em azul); P3, P4, P6 e P7 (em amarelo) e P5 e P8 (em laranja). As amostras P1
e P2 localizam-se negativamente em relacdo a PC2 enquanto que as amostras P3 a
P8 estdo localizadas positivamente em relagcdo a esta mesma componente. Em
associacao ao gréfico dos loadings (Figura 32), que mostra a influéncia das variaveis
sobre as amostras, pode-se inferir que esta separacdo ocorreu em razdo das
amostras P1 e P2 apresentarem maiores concentragdes da maioria dos N-marcadores

determinados (carbazol, C1-carbazéis, C2-carbazois, C3-carbazol e benzocarbazois).

Na Figura 31, as amostras de P3 a P8 estio localizadas positivamente em
relacdo a PC2. Entretanto, P5 e P8 apresentam valores negativos em relacdo a PC1
e as amostras P3, P4, P6 e P7 valores mais positivos em relacdo a esta mesma
componente. Em associacao ao grafico dos loadings (Figura 32), observa-se que esta
separacdo ocorreu em razdo das amostras P5 e P8 apresentarem maiores

concentracdes de 3-etilcarbazol comparado as demais amostras.

Desse modo, pode-se inferir que as amostras Pl, P2, P5 e P8 por
apresentarem maiores concentracdes de carbazol, C1l-carbazois e C2-carbazois tém
caracteristicas de petréleos de ambiente marinho enquanto que as amostras P3, P4,
P6 e P7 por apresentarem menores concentracdes dos mesmos N-marcadores tém
caracteristicas de petr6leos de ambiente lacustre ’. Além disso, as amostras P1 e P2
também indicam valores maiores de maturidade em relacdo as demais 80175,
Interpretacdes geoquimicas baseadas em migracédo ndo puderam ser realizadas pois

nao héa informacdes de localizacédo e profundidades sobre as amostras.
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4.7.2 Interpretacdo geoquimica através de Razdes Diagndsticas

A partir da analise quantitativa das amostras, determinaram-se as razfes
diagnésticas baseadas em carbazois alquilados e benzocarbazéis para a
caracterizacdo geoquimica dos 0leos crus da Bacia Potiguar. Essas razdes foram

calculadas com base na concentracéo individual (ug g*) dos analitos alvo (Tabela 18).

As razbes calculadas de N-marcadores a partir da média das triplicatas estéo
descritas na Tabela 18. Apesar de existir um nimero muito maior de razées baseadas
em N-compostos, nhem todas foram avaliadas devido a falta de padrdes. Estudos da
literatura também avaliam as razdes através do calculo das éareas individuais
relacionadas ao padréo interno. Entretanto, neste trabalho optou-se por realizar a
andlise quantitativa devido a maior confiabilidade analitica dos dados obtidos.

Tabela 18 - Razbes diagndsticas para os N-marcadores presentes nas amostras de
Oleo cru P1 a P8 da Bacia Potiguar

Amostra B[a]C/B[a]C+B[c]C B[a]C/B[c]C C1/C3  18DMC/ 18-DMC/CA

1MC

P1 0,49 0,95 1,00 7,65 1,82
P2 0,39 0,64 0,32 8,84 10,82
P3 0,54 1,16 - - -
P4 0,71 2,50 ; ; ]
P5 0,48 0,91 - - 8,23
P6 0,97 38,3 - - 12,86
P7 0,72 2,56 - ] ]
P8 0,39 0,65 ; ] ]

B[a]C: benzo[a]carbazol, B[c]C: benzo[c]carbazol, C1: Cl-carbazol, C3: C3-carbazol, 1MC:1-
metilcarbazol, 2MC: 2-metilcarbazol, 1,8DMC:1,8-dimetilcarbazol e CA: carbazol
Autoria prépria (2020).
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As razdes de N-marcadores foram avaliadas conforme os parametros adotados
na literatura como indicativos de maturidade, ambiente deposicional e origem. A
migracao nao foi avaliada em razdo da auséncia de dados de profundidade e/ou

distancia.

Maturidade

A maturidade € convencionalmente avaliada em petréleo empregando-se
diferentes razGes de biomarcadores saturados: C29S/S+R 17142  reflectancia de
vitrinita (%) 18:3559.60.90 Tg/Ts+Tm 21.6061.85142 ' C29-esterano/C30-hopano %! e VRE (%)
61, No presente trabalho, a avaliacdo da maturidade foi realizada empregando N-
marcadores, conforme proposto por Silliman et al. (2002) ¢1. Segundo esses autores,
a interpretagéo ocorre pela correlagdo entre a razéo
benzo[a]carbazol/benzo[c]carbazol e o somatdrio dos isébmeros benzocarbazois

(> benzocarbazois [a+b+c]). Essa correlagao pode ser visualizada na Figura 33.
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Figura 33 - Correlacdo entre benzo[a]carbazol/benzo[c]carbazol versus

> benzocarbazois para as oito amostras de petroleo da Bacia Potiguar. Fonte: Autoria
prépria (2020).

Na Figura 33 observa-se que ha uma predominancia dos pontos que
representam as amostras em valores mais baixos na correlagéo aplicada, exceto para
as amostras P1 e P2 que apresentaram valores mais elevados. De acordo com

Silliman et al. (2002) uma correlacéo positiva pode ser consequéncia de um aumento
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da maturidade térmica 6. Com base nos resultados, pode-se afirmar que as amostras
tém grau de maturidade semelhante, com excecao da P1 e P2, que indica ser mais

matura.

Outro parametro para avaliar maturidade térmica, pode ser obtido pela
correlagdo de N-marcadores com biomarcadores saturados 176064 No presente
trabalho, tal correlacéo foi avaliada empregando-se dados de biomarcadores (razdes
C29S/S+R e Ts/Ts+Tm) determinados por Alves et al. (2018) 42, para 0 mesmo
conjunto de amostras. Os resultados podem ser visualizados na Figura 34. Vale
destacar que tal avaliacdo foi interpretada como comparagcdo com dados de
biomarcadores da literatura. Para estudo especifico sobre intepretacdo geoquimica,
sugere-se realizar analise dos biomarcadores nas mesmas condi¢cdes de tempo e

preparo de amostras.
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Na Figura 34, observa-se em geral, uma tendéncia dos pontos que representam
as amostras estarem mais elevados no grafico, ao contrario do observado na Figura
33 (exceto para amostra P1 e P2) quando a correlagdo apenas foi aplicada a N-
marcadores. Nao foi observada tendéncia positiva ou negativa de correlacdo em todos
0s parametros empregados, o0 que pode indicar similaridade de maturidade térmica
nessas amostras. A correlacdo aplicada, conforme a Figura 34.a, foi a mesma
empregada por Bakr (2009) 7 e a dispersdo entre os pontos foi relatado como
indicativo da possivel ndo influéncia de maturacao térmica na distribuicdo da razéo
empregada. No entanto, as correlacdes utilizadas nas Figuras 34.b, 34.c e 34.d foram
utilizadas por Li et al. (1999) & e Bennet et al. (2007) °° indicando influéncia da
maturidade térmica sob as razdes através da correlagcéo positiva. A razdo C1/C3 foi
avaliada por Abrakasa et al. (2018) >* como indicativo de maturidade utilizando-se o
parametro VRE (%). Entretanto, devido a auséncia desse parametro para as amostras
avaliadas neste trabalho foi utilizada a razao Ts/Ts+Tm (Figura 34.e) e consideradas
apenas para efeito de calculo da razdo C1/C3 os isbmeros que foram determinados
na analise quantitativa. As correlacdes das Figuras 34.f e 34.g foram empregadas por

Silliman et al. (2002) 6! mas a variagédo foi pouco significativa.

Neste trabalho a pouca variacdo das correlagcdes pode estar relacionada a
similaridade da maturidade térmica entre as amostras conforme relatado por Alves et
al. (2018) 42,

Paleoambiente

Para avaliar o paleoambiete deposicional, empregou-se a correlacdo entre a razao
dos N-marcadores (B[a]C/B[a]C+B|[c]C e B[a]C/B[c]C) (Tabela 18) e a razédo dos
biomarcadores saturados P/F, determinada por Alves et al. (2018) 142, conforme
descrito em Bakr (2009) 64 . Os resultados podem ser vistos na Figura 35.
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Na Figura 35 observa-se a tendéncia de formacao de dois grupos. O primeiro,
formado pelas amostras P1, P2, P5 e P8 (em azul) com menores valores das razdes
B[a]C/B[a]C+B|c]|C e P/F e o segundo, formado pelas amostras P3, P4, P6 e P7 (em
preto). Bakr (2009) 17 diferenciou origens marinha e terrestre de 6leos empregando
essas correlacdes, onde valores mais altos da razdo dos benzocarbazois (0,59 a 0,61)
foram relacionados a 6leos marinhos e valores mais baixos (0,39 a 0,59) dleos
terrestres 7. No presente trabalho, o grupo 1 (em azul) compreendeu valores
B[a]C/B[a]C+B|c]C entre 0,39 a 0,49 e o grupo 2 (em preto) entre 0,54 a 0,97. As
amostras contidas no grupo 1 e 2 (Figura 36) foram classificadas por Alves et al.
(2018) *? como de origem de deposicdo marinha e lacustre, respectivamente. Logo,
os valores de N-marcadores confirmaram os resultados obtidos por Alves, para o

mesmo conjunto de amostras.

Diferengas encontradas entre os dados obtidos no presente trabalho e os
descritos por Alves et al. (2018) 42 provavelmente se devem as diferencgas inerentes
aos parametros avaliados, instrumentais, bem como das condi¢cdes da amostra,
avaliadas em periodos diferentes. Entretanto, serviu como um parametro de
comparacao ja que este é o primeiro trabalho que avalia marcadores nitrogenados em
amostras de petroleo brasileiro por GC-MS/MS. Para estudos futuros, sugere-se a
avaliacdo dos biomarcadores em conjunto com os N-marcadores, usando mesma

instrumentacao analitica.
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5. CONCLUSOES

Este é o primeiro trabalho que apresentou o desenvolvimento e a validacdo de
um meétodo analitico para a determinacdo de marcadores nitrogenados em amostras

de petroleo, sem fracionamento, empregando GC-MS/MS no modo MRM.

Foram desenvolvidas metodologias no GC-MS/MS usando padrfes de treze N-
marcadores nos modos de operagao: SCAN, SIM, PIS e MRM. As metodologias SIM
e MRM foram aplicadas em estudo comparativo para a amostra de petréleo P1 da
Bacia Potiguar. Através de avaliacdes qualitativas como relacdo S/N, resolucéo e
seletividade, verificou-se o ganho analitico do modo MRM e esse foi entdo empregado

para as analises quantitativas.

A avaliacdo do efeito de matriz indicou que o0s componentes da matriz
interferem na quantificacdo dos N-compostos 9-metilcarbazol, carbazol, 1-
metilcarbazol, 2-metilcarbazol, 3-eticarbazol, 1,8-dimetilcarbazol, 2,7-dimetilcarbazol,
1,4,8-trimetilcarbazol, benzo[a]carbazol, benzo[c]carbazol e dibenzocarbazol. Assim,
empregou-se na analise quantitativa a curva de calibracdo compatibilizada com a

matriz.

O método quantitativo GC-MS/MS no modo MRM, apresentou LOD de 2,54 ug
Lt (benzo[a]carbazol) a 95,38ug L* (3,6-dimetilcarbazol) e LOQ de 7,71ug L*
(benzo[a]carbazol a 389,03ug L (3,6-dimetilcarbazol) com valores de coeficiente de
determinacao superiores a 0,98. Os ensaios de precisao resultaram em desvio padrao
relativo inferiores a 20% e resultado expresso em intervalo com 95% de confianca. As
taxas de recuperacdao ficaram entre 78,63% no nivel mais baixo para 9-metilcarbazol
e 117,34% no nivel mais alto para 1-metilcarbazol. Esses resultados indicam o
potencial uso da técnica para fins quantitativos para N-marcadores em baixas

concentragdes presentes em amostras de petroleo.

O método MRM foi, por fim, aplicado para a quantificacdo de oito amostras de
petréleo sem etapa de fracionamento, o que resultou em economia de tempo de
analise, solventes, além de minimizar a perda de analitos quando comparado as

técnicas convencionais para N-marcadores em amostras de petroleo, as quais
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envolvem fracionamento e separacdes especificas de classes de compostos

nitrogenados.

O emprego da PCA possibilitou discriminar amostras contendo quantidades
distintas e similares de N-marcadores, indicando a origem marinha das amostras P1,
P2, P5 e P8 por descreverem maiores concentragdes de carbazois; e de e origem

lacustre a P3, P4, P6 e P7 por descrever menores quantidades dos n-marcadores.

O uso de razdes diagndsticas de N-marcadores, associados a biomarcadores
saturados, foram empregadas de modo a comparar parametros geoquimicos
indicativos de maturidade e ambiente deposicional. Foi possivel inferir que as oito
amostras tém maturidade semelhante. Com relacdo ao ambiente deposicional, a
formacao dos grupos foi concordante com resultados da literatura para as mesmas
amostras, indicando deposi¢cdes de origem marinha (amostras P1, P2, P5 e P8) e
lacustre (P3, P4, P6 e P7).
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5. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes de etapas futuras propde-se:

- Otimizacdo das condigbes cromatograficas através do emprego de diferentes

colunas e transi¢des, de modo a atenuar coeluicdes entre compostos isomeros;

- Fazer um estudo comparativo entre o modo SIM e MRM do GC-MS/MS empregando

amostras fracionadas e brutas;

- Aplicar a metodologia desenvolvida em amostras de petréleo e 6leo onde seja

possivel avaliar a migracao;

- Avaliar amostras de petréleo de diferentes origens, ambientes deposicionais,
maturidade e migracao;

- Realizar estudo avaliando os N-marcadores em conjunto com biomarcadores a fim
de comparar os resultados para avaliacdo dos mesmos parametros geoquimicos;

- Empregar o método da adicdo de padrdo para a analise quantitativa a fim de
compensar os efeitos de matriz.
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Figura A - Andlise SCAN do branco do sistema. Fonte: Autoria prépria (2020).
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Figura B - Andlises MRM do branco do solvente diclorometano. Fonte: Autoria prépria
(2020).
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Anexo Il
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Figura C - Cromatograma de transicOes totais referente ao branco da matriz analise
MRM. Fonte: Autoria propria (2020).
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